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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
Estudo comparativo dos perfis proteômicos de cepas selvagem e apossimbiótica de 

Strigomonas culicis 

RESUMO 
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR  

 
Aline dos Santos Garcia Gomes  

 
Strigomonas culicis, um tripanossomatídeo monoxênico, apresenta uma 

relação mutualística com uma bactéria em seu citoplasma. Esta pode ser removida 
por tratamento com antibiótico, sendo o cinetoplastídeo mantido em laboratório sob 
a forma de cepa apossimbiótica. Comparações entre as duas cepas fazem parte de 
uma estratégia interessante para o estudo da relação mantida pelos dois 
organismos. A ciência dirigida por descoberta, da qual a tecnologia proteômica faz 
parte, gera um volume de dados abrangente que pode posteriormente ser utilizado 
para retroalimentar projetos de ciência dirigida por hipótese. Desta forma, o estudo 
comparativo das duas cepas através da geração dos perfis bidimensionais, em 
distintas etapas do desenvolvimento celular, possibilitou a identificação de um 
número abrangente de proteínas diferencialmente abundantes entre as cepas, e 
entre as etapas do crescimento celular de cada cepa. As diferenças entre as cepas 
estão relacionadas tanto a alterações quantitativas quanto a proteínas exclusivas de 
cada condição analisada. Para a cepa selvagem uma maior modulação foi 
observada entre o meio e o fim de fase logarítmica, enquanto para a cepa 
apossimbiótica a modulação maior ocorre entre o início de fase log e a fase 
estacionária. Comparações entre as cepas indicam menores diferenças no início de 
fase logarítmica, sendo a maior porcentagem de spots diferenciais representada por 
aqueles que apresentam abundância diferencial estatisticamente significante. Após 
as identificações proteicas três processos foram detalhados: expressão de 
peptidases, síntese de heme e interação parasito-hospedeiro. Uma calpaína foi 
identificada sendo modulada não apenas entre as etapas de crescimento celular, 
como também entre cepas. Neste sistema sua função poderia estar relacionada ao 
remodelamento do citoesqueleto. A enzima coproporfirinogênio oxidase foi 
identificada em ambas as cepas, com abundância superior em cepa selvagem, 
assim como a subunidade IV do complexo citocromo c oxidase, ambos com maior 
abundância em início de fase log, um indicativo de diferenças de requerimento de 
heme e/ou hemeproteínas, bem como de metabolismo energético diferenciado, pelo 
menos em etapas de início de crescimento, entre as cepas. Proteínas relacionadas 
ao flagelo também foram identificadas, e poderiam contribuir para a sustentação de 
um panorama multifatorial que proporcionaria uma maior capacidade de interação da 
cepa selvagem com seus hospedeiros. O grande volume de dados gerados será 
ainda utilizado para a identificação de redes metabólicas influenciadas pelo 
simbionte permitindo, futuramente, um entendimento amplo da relação simbionte-
tripanossomatídeo. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

Comparative study of the proteomic profiles of wild and aposymbiotic strains of 

Strigomonas culicis 

ABSTRACT  

Ph.D. THESIS IN MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY  

 
Aline dos Santos Garcia Gomes 

 
 
Strigomonas culicis, a monoxenic trypanosomatid, shares a mutualistic 

relationship with a cytoplasmic bacterium. This bacterium can be removed by 
antibiotic treatment, and the kinetoplastid can be maintained in laboratory as an 
aposymbiotic strain.  Comparisons between the strains are part of an interesting 
strategy to study the relationship maintained by both organisms. Discovery-driven 
science, which encompasses the proteomic technology, generates an in-depth data 
volume, which can be used to feedback hypothesis-driven projects. Therefore, the 
comparative study of the distinct strains through two-dimensional gel profiles, at 
different stages of development, enabled the identification of a large number of 
proteins differentially abundant between strains and among the cell growth stages for 
each one. The differences between the strains are related to both quantitative 
alterations and exclusive proteins of each analyzed condition. For the wild strain, 
major modulation was observed between the mid- and late log phases, while for the 
aposymbiotic strain, the major modulation occurred between early log and stationary 
phases. Comparisons between the strains indicate minor differences at the early log 
phase, being the major percentage of differential spots represented by those that 
present statistically significant differential abundance. After protein identification three 
processes were detailed: peptidases expression, heme synthesis and parasite-host 
interaction. A calpain was identified being modulated not only between the stages of 
cellular growth, but also between strains. This protein could be related to 
cytoskeleton remodeling. Coproporphyrinogen oxidase enzyme and subunit IV of the 
cytochrome c oxidase were identified in both strains, with overabundance in the wild 
strain. Both proteins presented higher abundance at the early log phase, which 
suggests differences in heme and/or heme proteins requirement, as well as a 
differential energetic metabolism between the strains, at least for the early stages of 
the growth. Flagellar-related proteins were also identified, which supports the idea of 
a multifactorial process that contributes to understand the better interaction capacity 
of the wild strain with its host. The vast amount of data obtained will be further 
utilized for the identification of metabolic networks influenced by the symbiont, 
hopefully allowing a broad understanding of the symbiotic-trypanosomatid 
relationship. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A Família Trypanosomatidae 

Os flagelados da Classe Kinetoplastea compõem um grupo de micro-

organismos que pode existir tanto na forma de vida livre quanto atuando como 

parasitas de vertebrados, invertebrados, incluindo diversos insetos, e até mesmo 

plantas (Wallace, 1966; Vickerman 1994; Podlipaev et al. 2004; Teixeira et al., 

2011). Membros dessa classe são, tradicionalmente, divididos em duas ordens: 

Bodonida e Trypanosomatida (Lom 1976; Vickerman 1976). Membros da Ordem 

Bodonida apresentam dois flagelos e cinetoplasto grande, sendo subdivididos em 

duas famílias, Bodonidae e Cryptobiidae, enquanto os membros da Ordem 

Trypanosomatida apresentam flagelo único e cinetoplasto menor quando comparado 

aos primeiros, sendo todos os seus membros agrupados em uma única família, 

denominada Trypanosomatidae (Moreira et al., 2004). 

A Família Trypanosomatidae é formada por parasitos que apresentam 

fenômenos moleculares característicos, tais como: variação antigênica, trans-splicing 

e edição de RNA mitocondrial. Sua morfologia também é idiossincrática sendo 

definida por uma organização nuclear incomum, presença de flagelo único, com 

corpo basal localizado próximo ao cinetoplasto (estrutura formada por uma rede 

fibrilar e compacta de DNA mitocondrial, composta por maxi e minicírculos), 

mitocôndria única e ramificada por todo o corpo celular do protozoário, além de 

organelas típicas. Os glicossomos, por exemplo, são organelas relacionadas aos 

peroxissomos e se caracterizam por reunir algumas enzimas da via glicolítica, o que 

aumenta a eficiência desta via bioquímica. A presença de uma rede de microtúbulos 

subpeliculares, localizada logo abaixo da membrana plasmática e conectada à sua 

face interna, colabora para a forma característica apresentada por esses parasitos 

(Simpson, 1972; Vickerman, 1994; Lukes et al., 2002; McGhee e Cosgrove, 1980; 

De Souza, 2008; Bernard e Rossignol, 2008).  

Os membros da Família Trypanosomatidae podem apresentar distintas 

morfologias durante seu ciclo de vida. Com o objetivo de definir terminologias para 

se referir às diferentes formas, Hoare e Wallace (1966) se basearam na forma 

celular, na posição relativa do cinetoplasto em relação ao núcleo e no ponto de 
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emersão do flagelo. Deste modo, sete morfotipos principais, apresentados na Figura 

1.1, foram definidos. Morfotipos alongados e fusiformes foram denominados 

promastigotas, opistomastigotas, epimastigotas e tripomastigotas, enquanto que 

formas esféricas e arredondadas foram chamadas de amastigotas, 

coanomastigostas e esferomastigotas (Hoare 1964; Hoare e Wallace, 1966). 

Alterações morfológicas, dentro do mesmo gênero, podem ser induzidas por 

condições ambientais, cultivo in vitro e adição de drogas (Podlipaev 2001; Lopes et 

al., 1989; Momen 2001; Yurchenko et al., 2006). Apesar de existirem trabalhos 

correlacionando a morfogênese com o processo de patogenicidade ou capacidade 

de interação com células-alvo, as possíveis vantagens adaptativas decorrentes da 

variabilidade dentro de uma mesma espécie ainda são pouco conhecidas (De Jesus 

et al., 1993, Weller e Ghull, 2013).  

Protozoários desta Família podem adaptar seu metabolismo a uma grande 

variedade de substratos e quantidade de oxigênio, o que parece favorecer sua 

habilidade em instituir novos ciclos de vida, contanto que as condições 

comportamentais do hospedeiro permitam (McGhee e Cosgrove 1980). Desta forma, 

além da grande variabilidade de formas, esses flagelados podem apresentar dois 

estilos de vida distintos, parasitando um único hospedeiro invertebrado, o que 

caracteriza um ciclo de vida monoxênico; ou mais de um hospedeiro, alternando sua 

permanência em vertebrados e invertebrados, ou invertebrados e plantas, realizando 

um ciclo heteroxênico.  

Dos 14 gêneros da Família Trypanosomatidae, dez apresentam ciclo 

monoxênico (Angomonas, Strigomonas, Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, 

Leptomonas, Sergeia, Wallaceina, Blechomonas e Paratrypanosoma) e quatro são 

heteroxênicos (Leishmania, Trypanosoma, Phytomonas e Endotrypanum) (Teixeira 

et al., 2011; Flegontov et al., 2013; Votýpka et al., 2013). 

Um interesse especial é reservado a espécies heteroxênicas, tendo em vista 

sua interferência na qualidade de vida dos seres humanos. Os gêneros 

Trypanosoma e Leishmania se destacam por serem responsáveis por doenças 

graves em humanos, reconhecidas pela Organização Mundial de Saúde como 

“doenças humanas negligenciadas” (OMS, 2014).  O gênero Phytomonas é 

reconhecido pela sua interferência no agronegócio.  
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Figura 1.1 - Diversidade morfológica na Família Try panosomatidae. 

Representação esquemática dos sete morfotipos principais encontrados na Família 
Trypanosomatidae: epimastigota (a), tripomastigota (b), promastigota (c), opistomastigota (d), 
coanomastigota (e), amastigota (f) e esferomastigota (g). O cinetoplasto (K), a mitocôndria (M) e o 
núcleo (N) estão indicados (por José Miguel Machado – www.cariocacria.com.br).  
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 As doenças de importância para a saúde pública são: a doença de Chagas, 

causada pelo Trypanosoma cruzi, doença do sono, causada pelo Trypanosoma 

brucei, e as Leishmanioses, causadas por diversas espécies do gênero Leishmania 

(Chagas, 1909; Chagas, 1916; Barret et al. 2003; Stuart et al., 2008; Coura e 

Borges-Pereira, 2010; revisto por Bates, 2008; Welburn e Maudlin, 1999). De acordo 

com a Organização Mundial de Saúde, 450 milhões de pessoas, espalhadas pelo 

mundo, estão em risco de contrair estas doenças (OMS 2013). 

Espécies do gênero Phytomonas, apesar de não apresentarem risco à saúde 

humana, despertam o interesse da comunidade científica devido a sua capacidade 

de interação parasítica com vegetais de interesse econômico, como tomate e 

coqueiro (revisto por Camargo, 1990). 

Além disso, algumas espécies heteroxênicas não patogênicas ao homem vêm 

sendo utilizadas como plataformas de expressão de proteínas, caso da espécie 

Leishmania tarentolae. A expressão heteróloga de genes que geram proteínas com 

modificações pós-traducionais é geralmente realizada em células de mamíferos, 

porém nestes sistemas de expressão a eficiência do processo é baixa quando 

comparada à realizada em bactérias e leveduras. O uso de L. tarentoale permite a 

expressão de proteínas heterólogas tanto na forma secretada quanto na forma 

intracelular e, devido a sua natureza eucarionte, o sistema possibilita não apenas a 

inserção de modificações pós-traducionais, mas também o correto enovelamento 

proteico, garantindo a funcionalidade da proteína expressa (Kushnir et al., 2005; 

revisto por Basile e Peticca, 2009; Sugino e Niimi, 2012).   

Uma questão importante dentro da Família é a taxonomia complexa e 

imprecisa de muitos indivíduos. No início do século 19, com a necessidade da 

classificação taxonômica desses protozoários, os primeiros parâmetros para 

definições taxonômicas foram observações de características morfológicas e estilo 

de vida, monoxênico ou heteroxênico. Com a virada do século, uma grande 

quantidade de tripanossomatídeos começou a ser descrita. Hoare e Wallace (1966) 

redefiniram os gêneros previamente descritos, se baseando em morfotipos 

específicos, no ciclo de vida, nos hospedeiros e nas manifestações clínicas 

causadas pelo parasito no hospedeiro vertebrado, quando este utilizava um ciclo 

heteroxênico. Como era de se esperar, observações de morfotipos no hospedeiro 

são insuficientes para uma classificação precisa, tendo em vista a grande 

variabilidade de morfotipos mesmo dentro de uma mesma espécie, sejam eles 
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naturais ou induzidos pelas metodologias de cultivo laboratorial (Podlipaev, 2000; 

Merzlyak et al., 2001). 

Com o passar dos anos, as características morfológicas e bioquímicas, 

passaram a auxiliar na taxonomia, porém com o avanço da biologia molecular e 

possibilidade de sequenciamento de DNA em larga escala, a taxonomia de 

tripanossomatídeos está sob constante rediscussão. Os marcadores rotineiramente 

utilizados para reconstruções filogenéticas são: RNA da subunidade ribossomal 

menor (RNAr SSU), a região genômica do spliced leader RNA (sl RNA), o gene 

codificador da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase glicosomal (gGAPDH), dentre 

outros (Simpson et al., 2006; Stevens et al., 2001; Abreu et al., 2001; d’Avila-Levy et 

al., 2004; Miranda et al., 2004; Santos et al., 2005; Fernandes et al., 2001; Crain et 

al., 2002; Hamilton et al., 2004; Maslov et al., 2013; Votýpka et al., 2013). 

Mesmo com a taxonomia molecular já tendo avançado bastante em 

comparação com a taxonomia proposta por Hoare e Wallace, diversas espécies 

estabelecidas e bem aceitas na literatura ainda necessitam de estudos mais 

aprofundados para sua correta posição taxonômica e compreensão da filogenia da 

Família. Por esta razão, novos marcadores moleculares se fazem necessários, para 

melhor identificação e discriminação de gêneros, sub-grupos e principalmente para 

as espécies de tripanossomatídeos monoxênicos. Um avanço na área é o apoio 

financeiro a projetos de pesquisa como, por exemplo, o projeto “Identificação 

Molecular de Parasitos e Vetores do Brasil” (http://brbol.org/pt-br/content/brbol-

brazilia-barcode-life-0) o qual visa o estabelecimento de novos marcadores 

moleculares para melhor identificação de espécies já descritas, porém pouco 

estudadas, e depositadas em coleções institucionalizadas e curadas. 

Devido à facilidade de cultivo dos tripanossomatídeos monoxênicos, 

recentemente este grupo tem ganhado maior atenção, principalmente devido a 

observações de similaridades moleculares e de processos biológicos com espécies 

heteroxênicas, o que favorece que estes sejam utilizados como modelo de estudos. 

Além disso, relatos de infecção em indivíduos imunocomprometidos e a taxonomia 

complexa e imprecisa, aplicada ao grupo, justificam o mapeamento e inferências 

evolutivas a partir de estudos filogenéticos, com o objetivo de ampliar os 

conhecimentos da biodiversidade da Família e permitir o entendimento de processos 

evolutivos dentro desta (Souza et al. 1974, 1980; Lopes et al. 1981; Dedet et al. 

1995, Jiménez et al. 1996; Dedet e Pratlong, 2000; Momen 2001; Chicharro e Alvar, 
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2003; d’Avila-Levy et al. 2003, 2005a, 2006a; Elias et al. 2006; Nogueira de Melo et 

al. 2006; Yurchenko et al. 2006).  

 

1.2 Tripanossomatídeos monoxênicos 

 

Burnett (1851) foi um dos pioneiros no estudo de tripanossomatídeos de 

insetos, mas os primeiros gêneros, Leptomonas e Herpetomonas, só foram descritos 

em 1880 por William Saville-Kent. Os tripanossomatídeos monoxênicos foram 

denominados, por muitos anos, “tripanossomatídeos inferiores” devido a sua 

incapacidade de interação com hospedeiros mamíferos, e a crença de que, dentre 

os tripanossomatídeos, esses representavam o grupo mais primitivo da Família e por 

este motivo “menos evoluídos” (Vickerman, 1994; Simpson et al., 2006). Atualmente 

a hipótese de um ancestral capaz de infectar inicialmente insetos parece ser mais 

favorecida, uma vez que as árvores filogenéticas, geradas por múltiplas proteínas 

codificadas pelo núcleo, indicam que os gêneros Leishmania e Phytomonas estão 

agrupados dentro de um clado, que inicialmente era constituído por gêneros 

monoxênicos. Conjugado a este fato está a descoberta de um flebotomíneo 

fossilizado em âmbar datando de 220 milhões de anos, no interior do qual foi 

encontrada uma quantidade substancial de flagelados parecidos morfologicamente 

com Leishmania, além de células sanguíneas vermelhas nucleadas (Poinar e Poinar, 

2004). Sendo assim, a justificativa mais plausível para a evolução do parasitismo 

dixênico, típico de tripanossomatídeos heteroxênicos, postularia que um ancestral de 

Leishmania, parasito de insetos que se alimentavam de sangue, teria sido injetado 

acidentalmente em um vertebrado durante um repasto sanguíneo e se adaptado ao 

novo ambiente apresentado (Flegontov et al., 2013). 

Os tripanossomatídeos que realizam seu ciclo de vida exclusivamente em 

insetos constituem o maior segmento da Família, sendo encontrados, em sua 

grande maioria, em insetos das ordens Diptera e Hemiptera. Nesta interação, os 

parasitos não são patogênicos a seus hospedeiros, seu desenvolvimento ocorre no 

trato digestório e sua transmissão a outros insetos se dá por coprofagia e/ou 

predação (Hoare 1972; Wallace 1966; Camargo 1998). Aparentemente, o que 

facilitaria e aumentaria as chances de estabelecimento de novas interações parasito-
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hospedeiro nesse grupo seria o baixo nível de especificidade e o alto nível de 

variabilidade genética e fisiológica desses flagelados, o que também proporcionaria 

maior possibilidade de infecções não específicas (Podlipaev e Bulat, 1998; Bulat et 

al., 1999; Podlipaev, 2000). Com isso, de certo modo, tais interações ocorreriam de 

uma forma ocasional, e por esse motivo uma mesma espécie é capaz de interagir 

com mais de uma espécie de inseto, e da mesma forma, um mesmo inseto pode ser 

colonizado por diversas espécies de tripanossomatídeos (Momen 2001, Podlipaev 

2001). 

A segregação desses protozoários nas ordens de insetos é aleatória, e pouco 

se sabe acerca de sua real distribuição e especificidade. Em parte, a falta de 

informação está relacionada à grande diversidade de insetos na natureza, associada 

à falta de interesse em descrever seus parasitos. Podlipaev (2001) estimou que de 

mais de um milhão de espécies de insetos conhecidas, apenas 2.500 foram, até o 

momento, estudadas por parasitologistas. Dentro da ordem Hemiptera, das 23.000 

espécies conhecidas, em menos de 600 foram feitas buscas prospectivas por 

flagelados (Teixeira et al., 2000). Sendo assim, a maior parte dos 

tripanossomatídeos monoxênicos ainda espera ser descoberta.  

A maioria dos tripanossomatídeos descritos na literatura é encontrada em 

insetos, porém, contraditoriamente ao grande número de relatos, sua descrição não 

é válida para uso em pesquisa. Nestes relatos, muitas vezes pouco discriminatórios, 

faltam dados que permitam a comparação de parasitos isolados, ocorrendo até 

mesmo grandes dificuldades de correlação entre isolados descritos previamente e 

recém-descobertos (Podlipaev e Lobanov, 1996). As mais de 300 descrições de 

tripanossomatídeos contêm muitos sinônimos e organismos dúbios. Dessa forma, 

não mais que 40 isolados, obtidos de uma gama limitada de hospedeiros e 

localidades, foram bem caracterizados (Podlipaev, 1990; Podlipaev, 2000; Chandler 

e James, 2013; Votýpka et al., 2013; Týč et al., 2013).  

Conjuntamente, esses fatos colaboram para a dificuldade de determinação de 

uma taxonomia eficiente da Família Trypanossomatidae. Estudos filogenéticos 

recentes propuseram novas organizações e surgimento de novos clusters e gêneros, 

como o caso do cluster dos tripanossomatídeos que albergam endossimbiontes e 

dos gêneros Angomonas e Strigomonas (Figura 1.2 ) (Teixeira et al., 2011).  

Na árvore evolutiva da Família, os tripanossomatídeos de insetos 

compreendem a maior diversidade de espécies. Logo, quanto mais 



 

8 

 

tripanossomatídeos de insetos em estudo, melhor será a qualidade das árvores 

taxonômicas, possibilitando o surgimento de novos clusters e/ou linhagens. 

 

 

 

 

Figura 1.2 - Árvore filogenética dos tripanossomati deos que albergam simbiontes. 

Filogenia inferida pela análise de máxima verossimilhança baseada nas sequências, conjuntas, dos 
(A) genes SSU RNAr e gGAPDH e (B) V7/V8, região do RNAr (Teixeira, et al. 2011). 
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1.3 Simbiose na Família Trypanosomatidae 

Algumas espécies de tripanossomatídeos monoxênicos podem apresentar em 

seu citoplasma uma bactéria simbiótica, que se encontra em total integração com a 

fisiologia do protozoário (Figura 1.3 ). Este endossimbionte divide-se 

sincronicamente com o hospedeiro, nunca ultrapassando a proporção de uma ou 

duas bactérias por protozoário (Motta et al., 2004). As espécies de 

tripanossomatídeos isolados de hospedeiros invertebrados e que albergam 

endossimbiontes, identificadas até o ano de 2010, foram: Crithidia desouzai, 

Crithidia oncopelti, Crithidia deanei, Herpetomonas roitmani e Blastocrithidia culicis 

(de Souza & Motta, 1999). 

 

 

 

 

 

       
Figura 1.3 - Microscopia eletrônica de transmissão de Angomonas desouzai. 

Destaques para o flagelo (F), a bolsa flagelar (FP), o cinetoplasto (K), o Golgi (G), o núcleo (N), a 
mitocôndria (M), as partículas vírus-símile (V) e um endossimbionte (E) (De Souza e Motta, 1999). 
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Recentemente, aliando taxonomia molecular aos métodos clássicos, Teixeira 

e colaboradores (2011) confirmaram uma nova classificação taxonômica para os 

tripanossomatídeos que albergam endossimbiontes (Tabela 1.1 ). Nesta 

classificação, as espécies estão alocadas em dois novos gêneros: Strigomonas e 

Angomonas. O primeiro gênero é formado por Strigomonas culicis, Strigomonas 

oncopelti e uma nova espécie, Strigomonas galati. Já no gênero Angomonas 

encontram-se as espécies Angomonas deanei, Angomonas desouzai e a nova 

espécie Angomonas ambiguus. Tendo em vista que o seqüenciamento de RNA de 

subunidade ribossomal menor (RNAr SSU) revelou 100% de identidade entre as 

espécies Crithidia deanei e Herpetomonas roitmani, ambas foram reclassificadas 

como Angomonas deanei (Teixeira et al., 2011) (Tabela 1.1 ). 

 

 

 

 

Tabela 1.1- Classificação dos tripanossomatídeos qu e albergam simbionte. 
 

Original Atualizada 

Gênero  Espécie Espécie Gênero 
Herpetomonas H. roitimani 

A.deanei a 

Angomonas 

Crithidia 

C. deanei 

C. desouzai A. desouzai 

- A. ambiguus b 

C. oncopelti S. oncopelti 

Strigomonas 
Blastocrithidia 

B. culicis S. culicis 

- S. galati b 

a – As espécies H. roitmani e C. deanei foram reclassificadas como A. deanei; b – novas espécies. 
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Os endossimbiontes foram inicialmente descritos em S. culicis por Novey e 

colaboradores em 1907, como diplossomos. Em 1957, Newton e Horne também 

observaram a presença de estruturas similares em S. oncopelti, denominando-as de 

“corpos bipolares”. Observações posteriores comprovaram a presença de DNA, 

similar ao de bactérias, nestas estruturas. Isto levantou a hipótese de que tais 

“corpos” seriam na verdade bactérias que teriam entrado na célula em um 

determinado momento da evolução e se adaptado, vivendo em processo de 

simbiose com o hospedeiro (Marmur et al., 1963). A natureza bacteriana do 

simbionte foi corroborada posteriormente por experimentos realizados por Bruesk 

nos quais, após tratamento com o antibiótico cloranfenicol, tais tripanossomatídeos 

perdiam o simbionte, sendo estas cepas denominadas “curadas” ou apossimbióticas 

(Bruesk, 1967). 

Apesar de procedimentos para o isolamento do simbionte terem sido 

desenvolvidos, constatou-se que o mesmo só é capaz de sobreviver fora de seu 

hospedeiro por apenas algumas horas, demonstrando uma total integração e 

dependência do tripanossomatídeo (De Souza & Motta, 1999; Tuan e Chang, 1975; 

Novak et al., 1988). O sequenciamento da subunidade 16S RNAr de simbiontes 

isolados de A. deanei e S. culicis demonstrou alta similaridade, de ambos, com a 

bactéria Bordetella bronchiseptica, espécie pertencente à Família Alcaligenaceae da 

divisão das β-Proteobactérias. As espécies bacterianas isoladas de cada um dos 

parasitos foram denominadas Candidatus Kinetoplastibacterium crithidii e 

Candidatus Kinetoplastibacterium blastocrithidii, respectivamente. Dados 

moleculares indicam que o conteúdo genômico é altamente reduzido em ambos os 

simbiontes, indicando a perda de genes e/ou fenômenos de transferência ao núcleo 

do hospedeiro. Estes dados associados aos dados moleculares oriundos da análise 

de sequências de RNAr 16S e 18S dos endossimbiontes e seus hospedeiros 

protozoários, respectivamente, sugerem que um único evento evolutivo deu origem a 

todos os tripanossomatídeos que albergam simbionte, da mesma forma como 

ocorreu para a formação das mitocôndrias, envolvendo a aquisição de uma bactéria 

por um hospedeiro ancestral, e posterior co-evolução para diferentes espécies (Du 

et al, 1994a,b; Hollar et al., 1998; Teixeira et al, 2011; Motta et al, 2013). 

É possível que esses simbiontes estejam em processo de evolução rumo a 

uma nova organela, capaz de fornecer fatores essenciais ao hospedeiro, como é o 

caso do ocorrido com a mitocôndria e os plastídeos (Margulis, 1981; Timmis et al., 
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2004). Diversas evidências indicam para esta direção evolutiva, tais como: (1) a 

sincronia de divisão do parasito e da bactéria (2) a presença de uma parede celular 

reduzida e a não formação do anel Z durante a divisão do simbionte (Motta et al., 

2004); (3) a presença de uma membrana dupla envolvendo o simbionte, como 

ocorre em bactérias, tendo como fosfolipídeos majoritários a cardiolipina e a 

fosfatidilcolina, já descrita como principal componente de membrana em bactérias 

intracelulares obrigatórias (de Azevedo-Martins, 2007); (4) a identificação de porinas, 

canais aquosos, com estrutura e filogenia similares aos descritos para bactérias 

Gram-negativas, na membrana do endossimbionte (Andrade et al., 2007). 

Tais evidências contribuem para a constatação de que o endossimbionte de 

tripanossomatídeos apresenta características de organela e de bactéria, 

representando um passo evolutivo intermediário de uma organela, tornando-o um 

interessante modelo para o estudo da evolução celular em tripanossomatídeos. 

Em associações simbióticas obrigatórias, é natural que os dois organismos se 

beneficiem desta relação. O simbionte possui enzimas e precursores metabólitos 

que complementam vias de síntese essenciais do protozoário. Mas o inverso 

também ocorre, sendo o hospedeiro responsável por prover ao simbionte condições 

físico-químicas ideais e parte do ATP necessário para a sua manutenção (revisto por 

Motta 2010).  

Dentre as vantagens conferidas ao protozoário, já foi demonstrado que 

espécies que contêm o endossimbionte apresentam um requerimento nutricional 

simples, não sendo necessária a adição de vitaminas e derivados de heme ao meio 

de cultura, enquanto cepas “curadas” são mais exigentes nutricionalmente. Os 

endossimbiontes contribuem com algumas vias bioquímicas, auxiliando a célula 

hospedeira a suprir carências nutricionais. O exemplo mais notável é a ineficácia dos 

tripanossomatídeos, em geral, de sintetizar o grupo tetrapirrol, necessitando da 

adição de hemina, hematina ou hemoglobina em seu meio de cultivo, necessidade 

esta inexistente em espécies que albergam simbiontes, uma vez que o simbionte 

possui as enzimas necessárias para produção de precursores que complementam a 

rota biossintética de heme. Dados bioquímicos e moleculares confirmam que a 

biossíntese de heme é basicamente realizada pelo simbionte, sendo apenas as 

últimas três etapas realizadas pelo protozoário, o que indica que eventos de 

transferência lateral e perda de genes aconteceram no tripanossomatídeo (Alves et 

al., 2011; Motta et al., 2013).  
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O endossimbionte é capaz de suprir a célula hospedeira com cofatores 

enzimáticos, formas finais de vitaminas e aminoácidos e metabólitos intermediários 

aproveitáveis pelo tripanossomatídeo (revisto por Motta, 2010). De acordo com os 

dados genômicos gerados por Motta e colaboradores (2013) a bactéria sintetiza 

histidina, folato, riboflavina e coenzima A, não sendo necessária a adição de 

nenhuma destas substâncias ao meio de cultura, sugerindo, portanto, que as rotas 

biossíntéticas destes metabólitos são funcionais.   

A presença do endosssimbionte também está associada a alterações 

ultraestruturais do hospedeiro, tal como a redução da estrutura paraflagelar. Apesar 

da complexidade proteica da estrutura flagelar, a estrutura paraflagelar é formada, 

majoritariamente, pela associação de duas proteínas, PFR1 e PFR2, sendo essa 

associação fundamental para o devido funcionamento do flagelo, afetando 

diretamente o processo de divisão celular (em tripanossomatídeos a reprodução 

celular por fissão binária é iniciada pelo flagelo), a movimentação do protozoário, e a 

sua capacidade de interagir com o hospedeiro (Gadelha et al., 2004). Apesar da 

essencialidade das funções previamente descritas, alguns parasitos, como espécies 

monoxênicas que albergam simbionte, apresentam a estrutura paraxial reduzida, 

porém sua capacidade motora e de adesão ao hospedeiro não é alterada (Holwill, 

1965; Freymuller e Camargo, 1981; Fampa et al., 2003). No trabalho de Gadelha e 

colaboradores (2005) o grupo comprovou a existência de estrutura paraflagelar 

reduzida e limitada aos primeiros 2/3 do comprimento do flagelo de A. deanei, tendo 

sido identificada, nesta espécie, apenas a proteína PFR1, estando ausente a 

proteína PRF2. Aparentemente, mesmo não apresentando uma das duas principais 

proteínas, e do seu tamanho reduzido, a estrutura paraxial mantém sua função em 

parasitos que albergam simbionte. 

 Outras alterações estruturais observadas em tripanossomatídeos que 

albergam simbionte estão relacionadas ao cinetoplasto, à mitocôndria e à rede de 

microtúbulos subpeliculares. O cinetoplasto apresenta um arranjo menos 

condensado, a mitocôndria é mais ramificada e os microtúbulos subpeliculares estão 

ausentes nos pontos da membrana plasmática tocados pelos ramos mitocondriais 

(Freymuller e Camargo, 1981).   

Os endossimbiontes induzem alterações bioquímicas como mudanças na 

composição dos carboidratos de superfície (Dwyer e Chang, 1976; Esteves, et al., 

1982; Faria e Silva et al., 1994; d’Avila-Levy et al., 2005a), na carga de superfície 
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celular (Oda et al., 1984) e na secreção de enzimas proteolíticas (d’Avila-Levy et al., 

2001; d’Avila-Levy et al., 2003; d’Avila-Levy et al., 2005b). Acredita-se que as 

diferenças nos componentes de superfície entre as cepas apossimbiótica e 

selvagem de uma mesma espécie de tripanossomatídeo possam ser influenciadas 

pelo endossimbionte (Dwyer e Chang, 1976; Esteves, et al., 1982; Faria e Silva et 

al., 1994; d’Avila-Levy et al., 2005a,b). Tais alterações influenciam diretamente a 

interação parasito-hospedeiro, já tendo sido demonstrado que tripanossomatídeos 

que possuem o endossimbionte interagem com maior eficácia com células de 

insetos. Além disso, apenas a cepa selvagem de S. culicis é capaz de colonizar in 

vivo o mosquito Aedes aegypti, o que reforça o caráter mutualístico desta relação 

(Correa-da-Silva et al., 2006).  

Recentemente, a capacidade de cepas selvagens de S. culicis e A. deanei de 

infectar macrófagos e fibroblastos foi mais uma vez comprovada, mostrando que 

cepas com simbionte são mais infectivas que cepas apossimbióticas (Barreto-de-

Souza et al., 2008; Matteoli et al., 2009). O mecanismo de ação detalhado para esse 

fenômeno ainda é desconhecido; porém, já é sabido que as peptidases gp63 e 

cruzipaína são expressas diferencialmente em cepas selvagem e curada de S. 

culicis, ocorrendo o mesmo, para gp63 nas cepas de A. deanei (d’Avila-Levy et al., 

2008; d’Avila-Levy et al., 2006; d’Avila-Levy et al., 2005), o que ajudaria a explicar a 

maior capacidade das cepas selvagens em aderir a células epiteliais do intestino de 

A. aegypti (d’Avila-Levy et al., 2008; d’Avila-Levy et al., 2006) e de infectar 

fibroblastos (Matteoli et al., 2009). Porém nestes estudos a incapacidade de inibição 

por completo do processo de interação indica que outras proteínas devem atuar 

neste processo.  

Ao que tudo indica, diferentes características de superfície celular, de cepas 

apossimbiótica e selvagem, poderiam colaborar para a habilidade da espécie em 

interagir e colonizar possíveis hospedeiros, como por exemplo, peptidases, carga e 

carboidratos de superfície (Dwyer e Chang, 1976; Esteves et al., 1982; Oda et al., 

1984; d’Avila-Levy, 2005b). 
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1.3.1 Strigomonas culicis  

 

S. culicis, anteriormente denominada Blastocrithidia culicis (Teixeira et al. 

2011; Tabela 1.1 ), é uma espécie de tripanossomatídeo monoxênico capaz de 

infectar insetos tanto da ordem Diptera quanto Hemiptera, sendo considerada uma 

espécie promíscua tendo em vista sua ampla distribuição geográfica, podendo ser 

encontrada em insetos nas Américas e na Europa, e distintos hospedeiros, como, 

por exemplo, os mosquitos Aedes vexans, Culex pipens, Mansonia richardii e 

Anopheles maculipennis (Wallace, 1966; Maslov et al., 2013). 

O gênero Blastocrithidia é formado por um grande número de espécies. 

Segundo Manzine e colaboradores (2006) mais de 30 espécies são reconhecidas e 

apresentam corpo celular com tamanho variando de 10 a 50 µm e flagelos com 5 a 

12 µm de comprimento. Apesar da forma predominante ser a epimastigota, é 

possível encontrar grande diversidade de morfotipos em cultura, incluindo a forma 

tripomastigota (Souza, 1994). 

Como mencionado previamente, a mudança de gênero é explicada por 

análises filogenéticas mais recentes, as quais posicionam os tripanossomatídeos 

que albergam endossimbiontes em um cluster único, subdividido em dois clados, 

Angomonas e Strigomonas, separando a espécie S. culicis de outras espécies do 

gênero Blastocrithidia. O mesmo ocorreu para espécies dos gêneros Crithidia e 

Herpetomonas, que albergam simbiontes, evidenciando a polifilia desses gêneros 

(Teixeira et al., 2011).  

O trabalho de Teixeira e colaboradores (2011) descreve detalhadamente as 

características do gênero Strigomonas, o qual passou a ser representado por três 

espécies: S. culicis, S. oncolpelti e S. galati. Microscopias óptica e eletrônica revelam 

grande polimorfismo em formas oriundas de cultura, as quais apresentam pequena 

membrana ondulante em S. culicis, sendo os tripanossomatídeos dessa espécie os 

mais alongados do gênero, apresentando média de 19,3 ± 2,82 µm para 

comprimento de corpo celular, e 7,0 ± 1,8 µm de flagelo livre. Com auxílio da 

microscopia eletrônica de varredura foi possível observar que parasitos desse 

gênero apresentam corpos celulares torcidos e com estriações em sua superfície e o 

flagelo frequentemente exibe uma lamela, localizada próxima ao ponto de emersão 

da bolsa flagelar (Figura 1.4 ).  
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Figura 1.4 - Microscopia óptica e eletrônica de var redura da espécie S. culicis. 

Destaque para o endossimbionte indicado em A (microscopia óptica). Núcleo (n), cinetoplasto (k), 
endossimbionte (e) e flagelo (f) (Teixeira et al., 2011). 
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Características bioquímicas de S. culicis começaram a ser estudadas em 

1967, porém estudos comparativos entre cepas apossimbiótica e selvagem foram 

iniciados em 1974 por Chang. Neste trabalho, comparações ultraestruturais foram 

realizadas após tratar a cepa selvagem com antibióticos, promovendo um processo 

de eliminação de seu endossimbionte e gerando, desta forma, a primeira cepa 

“curada” ou apossimbiótica. No ano seguinte, o mesmo autor em parceria com Tuan 

desenvolveu uma metodologia de isolamento do endossimbionte de S. culicis 

através de etapas de lise mediada por ação de complemento e centrifugações 

diferenciais (Tuan e Chang, 1975). Análises ultraestruturais revelaram uma 

mitocôndria com maior número de ramificações e pontos de interação com a 

membrana plasmática, local no qual ocorre ausência pontual da rede de 

microtúbulos subpeliculares, característica incomum aos tripanossomatídeos que 

não alberguem simbiontes (Freymuller e Camargo, 1981). 

No início do século XXI, diversos estudos começaram a detalhar processos 

de interação desta espécie com hospedeiros invertebrados, rotas metabólicas 

compartilhadas entre o tripanossomatídeo e o simbionte, bem como o processo de 

divisão celular, o qual, como previamente descrito, ocorre em total sincronia entre os 

dois organismos. 

Dentre os diversos trabalhos publicados visando comprovar a origem 

bacteriana do simbionte, Motta e colaboradores (2004) descreveram a identificação 

da proteína FtsZ em cepas selvagens de tripanossomatídeos que albergam 

simbiontes e em seus simbiontes isolados. FtsZ é uma proteína homóloga à tubulina 

de células eucarióticas, a qual possui função essencial no processo de divisão 

celular bacteriana. Durante o processo de divisão bacteriana a proteína FtsZ atua 

formando um anel no ponto onde futuramente estará localizado o septo de divisão, 

sendo um sítio de ancoragem de outras proteínas atuantes no processo. Brum e 

colaboradores (2014) descreveram detalhadamente o processo de divisão celular de 

S. culicis. Este processo é iniciado pela duplicação do corpo basal seguido do 

crescimento do flagelo, segregação do cinetoplasto e processo de segregação 

cromossomal. O simbionte de S. culicis, durante o processo de divisão do 

protozoário, sofre alterações de tamanho e forma, e apesar de ser possível observar 

facilmente, por microscopia confocal e eletrônica de transmissão, o desenvolvimento 

de uma constrição em seu corpo celular, o mesmo não apresenta a estrutura 

clássica de septo e anéis presentes em bactérias. Diferentemente da descrição 
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anterior para A. deanei, para a qual o simbionte apresenta forma de haltere, o 

simbionte de S. culicis apresenta forma mais alongada e seu posicionamento no 

interior do protozoário varia a cada etapa do ciclo de divisão, sendo necessário um 

contato íntimo com o núcleo para que ocorra sua divisão. Após a divisão do 

simbionte ocorre, aparentemente ao mesmo tempo, a divisão do cinetoplasto e do 

núcleo (Motta et al., 2010; Brum et al, 2014).  

d’Avila-Levy (2005) e colaboradores compararam os perfis proteolíticos em 

gel de poliacrilamida de peptidases secretadas e associadas à membrana de cepas 

selvagem e apossimbiótica. Apesar de não ter sido observada alteração qualitativa 

foi possível observar um aumento na atividade proteolítica na cepa apossimbiótica. 

É interessante notar que apesar de S. culicis não ser classicamente patogênica a 

indivíduos humanos saudáveis e de estar filogeneticamente distante de T. cruzi e 

Leishmania sp., ela possui estruturas de superfície e características imunogênicas 

similares a estes tripanossomatídeos. Uma das características mais marcantes é a 

presença de homólogos de cruzipaína e gp63, fatores de virulência característicos 

de T. cruzi e Leishmania, respectivamente (d’Avila-Levy et al., 2005). 

Além do aumento da atividade proteolítica, cepas apossimbiótica também 

apresentam maior exposição de resíduos de ácido siálico e menores índices de 

adesão a células intestinais explantadas de Aedes aegypti, o que sugere que a 

perda do simbionte interfere na modulação dessas moléculas, gerando uma 

superfície majoritariamente negativa, que interferiria na capacidade de adesão e 

interação com o epitélio intestinal do inseto hospedeiro (d’Avila-Levy et al., 2005b). 

Fampa e colaboradores (2003), avaliaram a capacidade de interação do par 

selvagem e curado de S. culicis com diferentes culturas de células intestinais de 

mosquitos e flebotomíneos. Neste trabalho, dentre os monoxênicos analisados o que 

apresentou maiores índices de associação com as células foi S. culicis, sendo capaz 

de interagir com células de Anopheles gambiae, Lutzomia longipalpis e Anopheles 

albopictus. Diferenças marcantes nos índices de adesão foram observadas ao 

comparar cepa apossimbiótica e selvagem, havendo uma redução de 55% na 

capacidade de adesão da cepa curada, sendo os mesmos resultados corroborados 

em ensaios com intestinos explantados. Além da capacidade de interação, após 

processo de alimentação dos insetos com solução açucarada contendo S. culicis, os 

autores constataram aumento no número celular no decorrer dos dias pós-infecção, 

considerando este um processo de colonização do intestino pela cepa selvagem, 
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enquanto rapidamente, em um período de 24 horas, se abolia a cepa apossimbiótica 

do intestino (Correa-da-Silva, et al. 2006).  

Apesar de ainda não existir uma descrição do ciclo de vida da espécie S. 

culicis em mosquitos, em sua interação com a espécie A. aegypti já foi demonstrada 

que após a infecção ocorre colonização do trato digestivo, invasão do epitélio 

intestinal e posterior detecção dos protozoários na hemolinfa. Apesar de in vitro ser 

possível a adesão às glândulas salivares, ainda não se sabe se in vivo indivíduos 

que alcançam a hemolinfa seriam capazes de infectar as glândulas salivares do 

mosquito, o que permitiria, possivelmente, sua transmissão para um hospedeiro 

vertebrado (Corrêa-da-Silva et al., 2006; Nascimento et al., 2010). 

Ainda explorando o contexto de interação com hospedeiros invertebrados, a 

atividade ecto-fosfatásica foi recentemente inferida como mais uma das variáveis 

que poderia explicar as diferentes capacidades de interação e colonização das 

cepas de S. culicis. O trabalho recentemente publicado por Catta-Preta e 

colaboradores (2013) relata o efeito do simbionte na atividade ecto-fosfatásica do 

tripanossomatídeo, indicando que sua presença aumenta essa atividade. Apesar de 

ainda não existir um papel biológico classicamente definido para essas enzimas em 

protozoários, o trabalho aponta um papel fundamental no processo de interação com 

a célula hospedeira, no qual após inibir a atividade no tripanossomatídeo, este se 

torna incapaz de aderir ao epitélio, configurando, desta forma, uma função essencial 

das fosfotirosina fosfatases na interação S. culicis - A. aegypti. O grupo discute duas 

hipóteses, não excludentes, de trabalho para explicar o mecanismo de ação do 

fenômeno observado: (1) a remoção dos grupamentos fosfato, com consequente 

atenuação da repulsão eletrostática entre as células e/ou indução de mudanças 

conformacionais de superfície, resultaria em exposição de sítios de adesão 

adicionais; (2) a atuação da própria enzima como entidade ligadora, promoveria 

diretamente a interação e ligação das duas células. 

Recentemente o genoma de S. culicis e de seu simbionte, bem como o 

conteúdo proteico predito, foi identificado por Motta e colaboradores (2013). O grupo 

identificou a presença de 12.157 e 769 quadros de leitura, respectivamente nos 

genomas de S. culicis e de sua bactéria simbionte.  

As principais diferenças gênicas observadas no genoma de S. culicis, quando 

comparada a L. major, estão relacionadas a genes que codificam proteínas de 

citoesqueleto, cinetoplasto e estrutura paraflagelar, enquanto que as funções 
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constitutivas se mostraram conservadas. Um grande número de genes para 

calpaínas símile citosólicas e gp63 de superfície foi identificado, sendo observado 

um baixo número de genes associados a cisteíno peptidases de compartimentos 

celulares, o que poderia estar relacionado à adaptação à presença do simbionte. O 

genoma do simbionte indicou a presença de enzimas que complementam rotas 

biossintéticas de aminoácidos, lipídeos e purinas/pirimidinas (Motta et al., 2013). 

 

1.4 Tecnologia proteômica 

O termo proteoma foi inicialmente apresentado à comunidade científica em 

1994 por Marc Wilkins durante uma conferência, porém o primeiro artigo a utilizar o 

termo só foi publicado em 1995 (Wasinger et al., 1995). Naquele momento o termo 

era utilizado para descrever todo o conteúdo de proteínas expresso por uma célula, 

ou todo o equivalente de um genoma, sendo atualmente estendido para proteínas 

que sofrem splicing alternativo e proteínas modificadas pós-traducionalmente, 

sintetizadas por tipos celulares específicos, tecidos ou até mesmo estágios de 

desenvolvimento (Twyman, 2014). 

O proteoma, por definição, é dinâmico, tendo em vista a grande variabilidade 

que o conjunto de proteínas de uma célula sofre quando esta é submetida a 

diferentes estímulos, como condições nutricionais, ambientais e de estresse, e que 

as proteínas podem sofrer modificações pós-traducionais, translocações dentro da 

célula, ter sua síntese alterada, e até mesmo sofrer degradação. A determinação do 

proteoma de uma célula representa o reflexo do momento no qual o estudo foi 

realizado, sob condições experimentais previamente determinadas (Graves e 

Haystead, 2002).  

O sequenciamento em larga escala do DNA de diversas espécies, e a 

publicação de genomas completos, promoveu uma mudança drástica nas pesquisas 

biológicas. O que antes era feito utilizando um foco reducionista, no qual a única 

maneira de estudar um sistema biológico era subdivindo este em seus 

componentes, para posteriormente analisá-los individualmente, deduzindo sua 

participação no sistema e inferindo como este funcionava, foi se transformando aos 

poucos no que hoje conhecemos como biologia de sistemas. No estudo de 

proteínas, abordagens direcionadas eram, e ainda são, muito utilizadas para 
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quantificar a abundância e localizar proteínas de interesse, sendo as técnicas de 

Western blot e microscopia as mais amplamente utilizadas, quando disponíveis 

anticorpos ou versões marcadas da proteína alvo (Walther e Mann, 2010; Twyman, 

2014).  

No entanto, a informação dos componentes gênicos de um organismo por si 

só não é capaz de explicar todas as variações fenotípicas observadas. O estudo da 

expressão das proteínas através da análise de RNA mensageiros (transcriptômica) 

apesar de promissor, uma vez que revela o padrão predito de expressão de 

proteínas, nem sempre traduz correlações diretas entre o conteúdo de RNAm e os 

níveis de proteínas efetivamente expressas, uma vez que esses níveis são 

determinados por processos pós-traducionais complexos, podendo ser alterados a 

qualquer momento (Anderson e Seilhamer, 1997; Abbott, 1999; Gygi et al., 1999; 

Walther e Mann, 2010; Cox e Mann, 2011;).  

A proteômica apareceu como uma fonte rica em informações, quando 

comparada à genômica, uma vez que as proteínas estão envolvidas na maioria das 

atividades biológicas e apresentam propriedades diversas, favorecendo o 

entendimento de um sistema. Desse modo, o estudo de proteínas que, na era pré-

genômica, era reduzido a poucas por projeto, sendo suas identificações baseadas 

em sequenciamento pelo método de degradação de Edman, passou a ser realizado 

em larga escala na era pós-genômica, o que alavancou a proteômica (Wilkins et al., 

1995; Graves e Haystead, 2002; Patterson e Aebersold, 2003). 

Idealmente, a proteômica permite o estudo simultâneo de todas as proteínas 

em uma unidade biológica, sendo possível descrever cada proteína que compõe um 

sistema (proteômica descritiva), determinar a abundância de proteínas (proteômica 

quantitativa), variações dependentes do genoma (proteômica de populações), 

modificações induzidas pelo ambiente ou pelo desenvolvimento celular (proteômica 

diferencial ou comparativa), modificações pós-traducionais e interações com outras 

proteínas, sendo possível, até mesmo, prever suas funções biológicas (Fields, 2001; 

Zhu et al., 2003; revisto por Valledor e Jorrín, 2011). 

As abordagens “ômicas” fazem parte da chamada “ciência dirigida por 

descoberta”, a qual é baseada na investigação do sistema biológico, ou de seus 

processos, pela enumeração dos elementos do sistema, não sendo dependente de 

hipóteses ou do conhecimento da funcionalidade do sistema. Assim sendo, o 

objetivo da tecnologia proteômica é obter uma visão global e integrada da biologia 
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celular, estudando todas as proteínas de uma célula ao invés de analisá-las uma de 

cada vez (Graves e Haystead, 2002).  

Dessa forma, estudos proteômicos podem utilizar três abordagens para a 

identificação de proteínas em uma amostra: bottom-up, middle-down e top-down 

(revisto por Han et al., 2008; revisto por Bruce et al., 2013). Na abordagem mais 

utilizada, bottom-up, um extrato bruto ou frações de uma amostra, são submetidos a 

processo de clivagem enzimática, seguido de sequenciamento dos peptídeos 

gerados por espectrometria de massas (MS). Na abordagem top-down, uma 

tecnologia ainda em desenvolvimento, a amostra de proteínas é submetida 

diretamente à análise por MS, ocorrendo, inicialmente, a determinação da massa 

molecular da proteína de interesse, ou de cada um dos componentes da amostra 

biológica, seguida de etapas de fragmentação da proteína. Quando não é possível o 

uso desta abordagem, utiliza-se a abordagem middle-down, na qual as proteínas 

são clivadas enzimaticamente em peptídeos maiores e depois identificadas por MS 

(Figura 1.5 ). 
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Figura 1.5 - Abordagens proteômicas. 
A identificação de uma proteína por espectrometria de massas pode ser realizada após clivagem 
enzimática, utilizando abordagem bottom-up e middle-down, ou, na ausência de clivagem, como 
ocorre na top-down. Na abordagem bottom-up as proteínas são clivadas por ação da tripsina 
(protease mais utilizada nesta abordagem), gerando peptídeos pequenos. Na abordagem middle-up 
enzimas específicas são utilizadas (como Gluc-C), gerando peptídeos maiores. 
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A identificação automatizada de proteínas pode ser realizada por ao menos 

duas abordagens. A primeira metodologia se baseia no conceito de que para cada 

proteína, podemos criar um mapa de massas, ou uma digital de massas de 

peptídeos (PMF – peptide mass fingerprint). Dessa forma, proteínas que apresentem 

distintos conjuntos de aminoácidos em sua sequência irão, após ação de uma 

peptidase, gerar grupos de peptídeos com massas específicas, como uma digital. 

Estas massas são então comparadas às massas teóricas de peptídeos gerados pela 

digestão in silico das proteínas de um banco de dados com a mesma peptidase 

usada experimentalmente (Aebersold e Goodlett, 2001; Aebersold e Mann, 2003; 

Thiede et al., 2005). Entretanto, a metodologia mais utilizada, denominada peptide-

spectrum match (PSM), compara espectros MS/MS não interpretados com espectros 

teóricos gerados a partir da sequência de peptídeos, oriundos de um banco de 

dados de proteínas. Este método foi inicialmente utilizado por John Yates e Jimmy 

Eng, desenvolvedores do programa Sequest. Atualmente, diversos algoritmos são 

capazes de fazer essa comparação. O algoritmo Mascot faz uso dessa metodologia 

para identificação de proteínas, no qual ocorre a sobreposição dos espectros obtidos 

com espectros teóricos, utilizando scores para classificar os pareamentos 

encontrados (Eng e Yates, 1994; Perkins et al., 1999; Craig e Beavis, 2004; Sadygov 

et al., 2004; revisto por Cottrel, 2011, revisto por Junqueira e Carvalho, 2012). 

 

1.4.1 Eletroforese bidimensional (2DE) 

 

Estudos proteômicos que possuem como objetivo determinar o perfil de 

proteínas de uma amostra complexa, necessitam de metodologias que permitam a 

redução da sua complexidade, permitindo, desta forma, a separação, detecção e 

identificação do máximo de proteínas possíveis. Nesse contexto, a eletroforese 

bidimensional (2DE) foi inicialmente descrita por O’Farrel e Klose em 1975, e mesmo 

antes do termo proteoma existir, permitiu o início da formação de bancos de dados 

de proteínas de Escherichia coli e camundongo (Klose, 1975; O’Farrel, 1975). A 

possibilidade de analisar as proteínas de interesse oriundas de um gel bidimensional 

foi um avanço crucial dentro das análises proteômicas. Nessa metodologia, misturas 

complexas de proteínas são fracionadas baseadas em dois parâmetros físico-

químicos ortogonais: ponto isoelétrico e volume molecular (“tamanho”). Na 

focalização isoelétrica, primeira etapa da eletroforese bidimensional, as proteínas 
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são separadas em um gel de poliacrilamida contendo um gradiente de pH, e migram 

até atingirem uma posição estacionária,  seu ponto isoelétrico. Em seguida, na 

maioria das abordagens de 2DE, as proteínas são desnaturadas, têm suas pontes 

dissulfeto reduzidas e as cisteínas alquiladas. O próximo passo é a separação por 

eletroforese em condições desnaturantes e redutoras (SDS-PAGE), como descrita 

por Laemmli (1970). A combinação das duas dimensões aumenta o poder resolutivo 

da SDS-PAGE convencional, possibilitando até mesmo a visualização de 

modificações pós-traducionais, uma vez que tais modificações podem ocasionar 

alterações na carga e na massa de uma proteína. Em uma SDS-PAGE, um número 

limitado de bandas pode ser visualizado, ocorrendo, em muitos casos, sobreposição 

devido à proximidade das massas moleculares relativas de cada proteína que 

compõe a amostra. Em contrapartida, na 2DE, com a combinação dos dois 

processos previamente citados, é possível separar até 5.000 proteínas em um único 

gel (Anderson e Anderson, 1996; Görg et al., 2004, revisto por Rogowska-

Wrzesinska et al., 2013). 

Ao longo dos anos, a técnica sofreu modificações visando aumentar sua 

reprodutibilidade. Uma importante modificação foi o desenvolvimento dos géis em 

forma de tiras contendo gradientes de pH imobilizados (IPG – immobilized pH 

gradient) (Bjellqvist et al., 1982; Görg et al., 1985; Görg et al., 2000; Görg et al., 

2009) a partir da co-polimerização da acrilamida com anfólitos, que possuem grupos 

tamponantes ácidos e básicos (ImmobilineTM), conjugado aos aperfeiçoamentos das 

metodologias de preparação de amostras, que constituem: melhoramentos no 

processo de extração, precipitação da amostra para aumentar a concentração dos 

seus componentes e eliminação de interferentes, e melhor solubilização das 

proteínas (Damerval et al., 1986; Rabilloud et al., 1997, Herbert 1999; Rabilloud e 

Lelong, 2011). 

Após a separação eletroforética, os géis são submetidos a etapas de 

coloração, para visualização das proteínas, a fim de observar o resultado obtido. 

Diversas metodologias de coloração podem ser utilizadas, e a escolha da 

metodologia deve ser adequada ao propósito do estudo. A detecção de proteínas 

pode ser realizada por: corantes orgânicos, coloração por prata e corantes 

fluorescentes (Candiano et al., 2004; Morrissey, 1981; revisto por Miller et al, 2006; 

revisto por Rabilloud e Lelong, 2011). As cadeias polipeptídicas são visualizadas 

como manchas arredondadas (spots), podendo ser posteriormente excisadas, 
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digeridas com auxílio de uma peptidase, e submetidas à identificação por 

espectrometria de massas. A observação de mapas de proteínas pode refletir 

mudanças de expressão proteica, presença de isoformas e modificações pós-

traducionais, somadas às informações de ponto isoelétrico e massa molecular das 

proteínas visualizadas. Com a comparação de mapas é possível realizar estudos 

quantitativos, permitindo a identificação de proteínas diferencialmente abundantes 

(Görg et al., 2004, revisto por Rogowska-Wrzesinska et al., 2013). 

A combinação da eletroforese bidimensional à espectrometria de massas 

(2DE-MS ou 2DE-MS/MS) pode ser considerada como efetiva para análise de 

proteomas globais, baseada em sua habilidade para quantificar e identificar milhares 

de proteínas em um único gel. Porém, já é sabido que classes específicas de 

proteínas estão sempre ausentes, ou pobremente representadas nos géis. Como 

exemplos clássicos estão as proteínas nos extremos de pI e de massa molecular, 

bem como proteínas de membrana (devido ao seu baixo rendimento de extração nas 

condições químicas utilizadas compatíveis com a focalização isoelétrica). Uma 

alternativa a essa limitação da metodologia pode ser o uso do fracionamento de 

amostras biológicas complexas pela cromatografia líquida, seguida da identificação 

das frações por espectrometria de massas (LC-MS/MS) (Aebersold e Goodlett, 

2001).  

Apesar das limitações, a técnica se provou extremamente robusta, sendo 

facilmente reproduzida. Atualmente, o principal problema relacionado a 2DE é a 

quantidade de amostra necessária, conjugado a este fato os principais fatores que 

influenciam a reprodutibilidade estão relacionados a etapas prévias a 2DE, como 

obtenção da amostra, extração e precipitação de proteínas, bem como etapas 

posteriores, como revelação dos géis e análise de imagem. Sem dúvida a 2DE 

promove uma boa separação das proteínas em uma amostra complexa, 

concentrando as proteínas de interesse em spots, reduzindo o número de possíveis 

proteínas a serem identificadas por cada spot analisado. Sendo assim, ainda hoje, 

em laboratórios que dominam a técnica, os géis bidimensionais são de fácil 

manipulação e possuem um baixo custo relativo, o que justifica seu uso em análises 

rotineiras, fazendo da técnica uma das preferidas em estudos de proteômica 

comparativa (revisto por Rabilloud et al., 2010; revisto por Valledor e Jorrín, 2011). 
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1.4.2 Espectrometria de massas 

 

A espectrometria de massas surgiu no início do século XX, porém, apenas na 

última década tornou-se uma importante técnica para análise de biomoléculas como 

proteínas, peptídeos, carboidratos e lipídeos (Hager, 2004). De maneira geral, um 

espectrômetro de massas é capaz de determinar a razão entre massa e carga (m/z) 

de uma molécula ionizada, ou de seus componentes, em fase gasosa. Para isto se 

faz necessário a ionização da molécula de interesse e sua conversão a gás.  Apesar 

de ser uma técnica centenária, sua aplicação proteômica só foi iniciada a partir do 

desenvolvimento de técnicas de ionização brandas, no final da década de 1980, por 

John Fenn [eletrospray (ESI)]; (Fenn et al., 1989) e por Karas, Hillenkamp e Tanaka 

[dessorção/ionização a laser assistida por matriz (MALDI)] (Karas et al., 1987). Com 

estas técnicas se tornou possível não apenas a conversão de moléculas grandes e 

polares (como as proteínas) à fase gasosa sem que ocorresse fragmentação ou 

decomposição da amostra mas, também, a utilização de quantidades mínimas de 

peptídeos ou proteínas. Com o desenvolvimento dessas técnicas foi possível 

determinar com acurácia a massa molecular e analisar a sequência de peptídeos em 

quantidades subpicomolares (revisto por Cañas et al., 2006).  

Um espectrômetro é composto por uma fonte de íons, um analisador de 

massas e um detector. Para a análise, as amostras são inicialmente ionizadas em 

sua forma líquida, no caso de ionizações por ESI ou em fase sólida no caso de 

ionizações por MALDI, seguido de desolvatação (ESI) ou dessorção (MALDI) e 

transferência dos íons para a fase gasosa. Esse processo de ionização é essencial, 

uma vez que o espectrômetro só é capaz de analisar espécies carregadas.  Os íons 

em fase gasosa são introduzidos no analisador de massas, componente principal do 

espectrômetro. Um campo elétrico ou magnético deve ser formado para que possa 

ocorrer a separação dos íons, sendo capaz de influenciar sua trajetória espacial, 

velocidade e/ou direção. Desta forma, o efeito de um campo magnético ou elétrico 

sobre o movimento de um íon é inversamente proporcional à massa (m) do íon e 

diretamente proporcional à sua carga (z), com isso o espectro de massas formado 

corresponderá à abundância do íon versus sua m/z.  O analisador de massas é o 

componente que determina a precisão e a acurácia de um espectrômetro de 

massas. Em estudos proteômicos, podemos destacar cinco tipos de analisadores de 

massas: quadropolo (Q), armadilha iônica tridimensional (IT) ou linear (LT), tempo de 
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voo (TOF), ressonância ciclotrônica de íons (ICR) e armadilha orbital (Orbitrap), 

estes dois últimos fazendo uso da transformada de Fourier (FT). A maioria dos 

instrumentos em uso é híbrida, ou seja, composta por ao menos dois analisadores, 

com objetivo de aproveitar as distintas capacidades de cada um deles, como por 

exemplo: Q-TOF, TOF-TOF, LTq-ICR/FT e LTq-Orbitrap/FT (revisto por Cañas et al., 

2006; revisto por Han et al., 2008). 

 

 

1.4.2.1 MALDI-TOF/TOF 

 

Karas, em 1988, descreveu pela primeira vez o uso de dessorção/ionização a 

laser assistida por matriz. Nesse tipo de ionização os peptídeos são misturados a 

uma matriz (ácido orgânico que absorve na região do ultravioleta do espectro de luz) 

e a mistura depositada na superfície de uma placa. Devido ao excesso de matriz 

adicionado à amostra, após a evaporação do solvente, ocorre um processo de 

cristalização da matriz contendo os peptídeos. A placa é então introduzida no 

espectrômetro de massas e a amostra bombardeada com pulsos de luz laser (cujo 

comprimento de onda está na faixa do ultravioleta). A maior parte da luz é absorvida 

pela matriz, a qual transfere uma parcela dessa energia aos peptídeos de forma 

branda, causando a sublimação do peptídeo e da matriz, gerando os íons, em fase 

gasosa, que serão separados pelo analisador de massas e posteriormente 

detectados individualmente, em condições ideais (Karas e Hillenkamp, 1988; Forner 

et al., 2007; Zenobi e Knochenmuss, 1998).  

O analisador de massas comumente utilizado em conjunto com a ionização 

do tipo MALDI é o TOF. Analisadores do tipo TOF podem ser utilizados sozinhos ou 

em tandem (MS/MS), configurando um equipamento do tipo MALDI-TOF/TOF, capaz 

de gerar espectros de massas que possibilitam o sequenciamento de peptídeos. 

Esse analisador é formado basicamente por um tubo de voo sob alto vácuo. Íons 

acelerados percorrem o tubo com velocidades distintas de modo inversamente 

proporcional à sua massa; com isto íons menores alcançam o detector antes de íons 

maiores (revisto por Cañas et al., 2006).   

Quando dois analisadores TOF são utilizados em tandem a função do 

primeiro é determinar a massa do peptídeo intacto, gerado pelo processo de 
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clivagem enzimática, o qual pode ser posteriormente fragmentado sendo os íons-

fragmento analisados no segundo TOF. 

A fragmentação dos íons pode ocorrer de duas formas distintas: 

fragmentação por colisão com gás inerte, também denominada dissociação induzida 

por colisão (CID). Neste tipo de reação, peptídeos em fase gasosa sofrem múltiplas 

colisões com átomos de gás raro, promovendo fragmentação peptídica na ligação C-

N e gerando íons-fragmento do tipo b (série N-terminal de íons oriundos da 

fragmentação do peptídeo) e y (série C-terminal de íons). Devido ao aquecimento 

lento são comuns a fragmentação interna e as perdas neutras de água, amônia e 

modificações pós-traducionais lábeis, além da geração de espectros com limitada 

informação de sequência. Um segundo tipo de fragmentação, mais suave, ocorre 

por quebra de ligações peptídicas sem a necessidade de colisão, utilizando apenas 

a energia acumulada nos íons durante o processo de ionização por MALDI, 

denominada post source decay (PSD). 

Devido à simplicidade de uso do MALDI-TOF/TOF, conjugada a sua acurácia 

(10-20 ppm), alta sensibilidade (sub-femtomol) e rapidez de análise, este 

equipamento é geralmente a primeira abordagem utilizada na identificação de 

centenas de amostras oriundas de spots gerados por 2DE.  

Para aquelas amostras que não são identificadas nesta primeira análise, uma 

nova análise espectrométrica pode ser realizada com técnicas mais sofisticadas, tais 

como nanocromatografia com nanoeletrospray acoplado a um LTq-Orbitrap. 

 

 

1.4.2.2 ESI-Orbitrap 

 

O analisador de massas Orbitrap começou a ser utilizado em estudos 

proteômicos em 2005 (Hu et al., 2005), tendo sido desenvolvido em 1999 por 

Makarov (Makarov et al., 2000). Neste analisador os íons iniciam uma trajetória 

orbital de oscilações harmônicas ao longo de um eletrodo axial. A frequência de 

oscilação axial (proporcional a m/z) é detectada e transformada em um espectro 

através da transformada de Fourier (Makarov et al., 2000).   

O nano ESI-LTq/Orbitrap é um instrumento que consiste em uma fonte de 

ionização ESI acoplada ao analisador híbrido LTq/Orbitrap.  Neste método, a 

amostra em solução é inicialmente bombeada através de uma coluna cromatográfica 
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até alcançar uma ponta estreita, próxima à entrada do analisador, sendo dispersa 

eletrostaticamente em gotículas micrométricas que evaporam rapidamente, 

preservando a carga nos analitos (Mann et al., 2001).  O uso da ionização por ESI 

acoplada ao Orbitrap permitiu a geração de um poder resolutivo de massas superior 

a 150.000 e acurácia a 2 ppm, reduzindo significativamente falsas identificações de 

peptídeos em estudos bottom-up (revisto por Liu et al., 2007; revisto por Han et al., 

2008; revisto por Perry et al., 2008, revisto por Zubarev e Makarov, 2013). 

Uma forma comum de análise, envolve a determinação das massas dos íons 

precursores em alta resolução (Orbitrap) seguido de sua fragmentação por CID no 

LTq e análise dos íons-fragmento neste último analisador. O LTq inicialmente 

mantém os fragmentos presos em uma trajetória helicoidal estável aplicando uma 

corrente direta e uma corrente alternada (rádio-frequência).  O aumento gradativo da 

amplitude da rádio-frequência induz, seletivamente, a instabilidade dos íons. Esta 

instabilidade é relacionada à relação m/z do fragmento (Aebersold e Mann, 2003; 

Dommon e Aebersold, 2006).  A vantagem desse instrumento híbrido é a junção da 

alta resolução e acurácia do Orbitrap com a velocidade e sensibilidade do LTq, ideal 

para o estudo de misturas complexas (Yates et al, 2009). 

 

1.5 Proteômica aplicada ao estudo de tripanossomatí deos 

Após a publicação do genoma dos tripanossomatídeos de importância 

médica, Leishmania major, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, na forma do 

banco de dados TritrypDB, ocorreu um aumento no número de trabalhos científicos 

que abordam proteômica de parasitos. Os trabalhos de parasitologia que fazem uso 

de ferramentas proteômicas visam identificar (i) a funcionalidade de proteínas 

hipotéticas; (ii) novas moléculas que sirvam como biomarcadores; (iii) alvos 

potenciais para novas drogas e vacinas e (iv) mecanismos específicos relacionados 

à biologia dos tripanossomatídeos (Cuervo et al, 2010). 

Muitos estudos proteômicos têm sido realizados na esfera dos 

tripanossomatídeos heteroxênicos mas, até o momento, nenhuma abordagem 

fazendo uso de tripanossomatídeos monoxênicos foi realizada, provavelmente 

devido à inexistência, já superada, do genoma desses tripanossomatídeos (Motta et 

al., 2013). O primeiro proteoma de tripanossomatídeos a ser publicado foi o de T. 
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cruzi (cepa Berenice) (Paba et al., 2004) antes mesmo da anotação completa do 

genoma. Neste trabalho foi realizado um proteoma comparativo entre os estágios 

tripomastigota, epimastigota e amastigota utilizando 2DE conjugada a MALDI 

TOF/TOF. Naquele momento apenas 19 proteínas foram identificadas como sendo 

diferencialmente abundantes. 

Posteriormente, no mesmo ano e na mesma revista em que foi publicado o 

genoma de T. cruzi, Atwood e colaboradores realizaram um estudo proteômico 

comparativo entre os quatro estágios do ciclo de vida do parasito da cepa Brasil, 

utilizando pela primeira vez, uma abordagem livre de gel (cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas). O grupo encontrou um total de 2.784 

proteínas, sendo 838 presentes em todos os estágios de desenvolvimento. Os 

principais grupos de proteínas identificadas foram de superfície e associadas à 

biossíntese/degradação de polipeptídeos (Atwood et al, 2005). Este trabalho, apesar 

de comparar estágios do ciclo de vida, não foi capaz de identificar as proteínas 

relacionadas ao processo de metaciclogênese por utilizar parasitos completamente 

diferenciados. 

Um estudo proteômico do processo de metaciclogênese da cepa Dm28c, 

utilizando MALDI-TOF, identificou 43 proteínas diferencialmente abundantes, das 

quais a maioria estava relacionada ao metabolismo celular (Parodi-Talice et al., 

2007). Porém, foi o trabalho de Godoy e colaboradores (2012) que trouxe maiores 

informações acerca deste processo, identificado e quantificando, por LC-MS/MS, 

aproximadamente 3.000 proteínas, das quais a trans-sialidase foi uma das mais 

abundantes, apresentando um total de 18 isoformas positivamente reguladas em 

tripomastigotas. 

Após esses estudos, diversos outros foram desenvolvidos, não apenas para 

observação de diferenças entre os morfotipos mas também para a determinação de 

localização de proteínas, fazendo uso de proteômica de organelas, bem como 

descrição de modificações pós-traducionais e busca por novos alvos para 

quimioterapia. Grande parte das publicações utiliza como modelo de estudo T. cruzi 

e diversas espécies de Leishmania.  

No âmbito de proteoma de organelas, o trabalho de Ulrich e colaboradores 

(2011) identificou proteínas de vacúolo contrátil de T. cruzi. Sabendo da importância 

desta estrutura no processo de osmoregulação celular, a identificação e 

caracterização de suas proteínas permite o entendimento da fisiologia desta 
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organela para o parasito. Para isto, vacúolos contráteis foram separados e o extrato 

bruto total foi submetido a SDS-PAGE, sendo as proteínas posteriormente 

identificadas por LC-MS/MS. Deste modo, combinando fracionamento subcelular, 

proteômica e abordagens de bioinformática, foi possível identificar o metabolismo de 

fosfatos como mais uma função para esta organela.  

Tendo em vista que o processo de interação celular pode ser mediado não 

apenas por receptores de superfície como também por proteínas secretadas no 

ambiente, estudos de secretomas vêm sendo realizados, como é o caso do trabalho 

de Bayer-Santos e colaboradores (2013). Neste trabalho, a combinação de 

imunofluorescência, SDS-PAGE e LC-MS/MS, permitiu a identificação proteômica de 

duas populações de vesículas extracelulares e de proteínas solúveis em meio 

condicionado de T. cruzi, provendo dados substanciais para a existência de, pelo 

menos, dois mecanismos de secreção neste parasito.  

Como exemplos de proteômica comparativa de tripanossomatídeos estão os 

trabalhos de Magalhães e colaboradores (2014) e Matrangolo e colaboradores 

(2013). No primeiro trabalho proteínas de L. amazonensis diferencialmente 

abundantes, identificadas pela combinação de 2DE e MALDI TOF/TOF, foram 

associadas à diminuição da virulência deste parasito. Em um estudo comparativo 

entre cepas de L. infantum e L. braziliensis, resistentes e sensíveis a antimônio, 

utilizando 2DE e LC-MS/MS, a maioria das proteínas identificadas, que 

supostamente estariam relacionadas ao processo de resistência, foram 

correlacionadas com sistema de defesa antioxidante, resposta a estresse, 

metabolismo de glicose e aminoácidos e reorganização de citoesqueleto. Desse 

modo, a resistência ao antimônio é um processo complexo, dependente da 

integração de múltiplos fatores (Matrangolo et al., 2013). 

 A abrangência de proteínas observadas e identificadas em estudos 

proteômicos, gera um grande volume de dados, o qual favorece estudos complexos 

de biologia celular, podendo ser utilizados para identificar comportamentos celulares. 

Em seguida, metodologias clássicas de bioquímica de proteínas podem ser 

utilizadas para aumentar nossos conhecimentos em arquitetura e dinâmica das 

células. 
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2 JUSTIFICATIVA 

A Família Trypanosomatidae é alvo de numerosos estudos por possuir 

membros causadores de importantes doenças em humanos, como leishmaniose, 

doença de Chagas e tripanossomíase africana. Por outro lado, tripanossomatídeos 

monoxênicos, classicamente não patogênicos ao homem, têm sido estudados pela 

facilidade de manejo laboratorial, uma vez que seu nível de biossegurança é de grau 

1 (NB-1) mas principalmente por representarem um modelo para estudos de 

bioquímica, fisiologia, biologia celular, genética, filogenia e evolução. Alguns 

tripanossomatídeos monoxênicos apresentam uma bactéria em seu citoplasma, 

como é o caso de S. culicis, existindo uma sofisticada e intrincada relação 

mutualística entre a bactéria e o protozoário, na qual diversas vias metabólicas, 

classicamente incompletas em tripanossomatídeos, são complementadas pelo 

endossimbionte, tornando-os mais aptos do ponto de vista bioquímico. Além disso, a 

expressão diferenciada de glicoproteínas de superfície do protozoário contendo o 

endossimbionte leva a uma maior capacidade de aderir a células de insetos e até 

infectar células de hospedeiros mamíferos. Por outro lado, o endossimbionte é 

incapaz de sobreviver fora do protozoário, sendo sua divisão celular regulada e 

coordenada com o protozoário, com intensa transferência gênica, como é observado 

com a mitocôndria. 

A possibilidade de obter cepas livres do endossimbionte, em laboratório, nos 

permite analisar, separadamente, cepas selvagem e apossimbiótica (curada), 

possibilitando uma avaliação mais aprofundada da influência do simbionte no 

metabolismo e estrutura da célula hospedeira. Esse modelo tem um enorme 

potencial de contribuir com informações valiosas acerca da origem evolutiva de 

organelas, considerando-se a teoria da origem simbiótica de organelas, e que o 

endossimbionte de tripanossomatídeos apresenta características de organela e de 

bactéria, representando um passo evolutivo intermediário. 

A utilização de abordagens bioquímicas clássicas está normalmente limitada 

a responder perguntas específicas decorrentes de uma hipótese inicial de trabalho, 

gerando resultados pontuais, podendo não incluir a descoberta de variações, 

exceções e, inclusive, mecanismos adicionais. Por outro lado, a ciência dirigida por 

descoberta, da qual a tecnologia proteômica faz parte, gera um volume de dados 
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abrangente que pode posteriormente ser utilizado para retroalimentar projetos de 

ciência dirigida por hipótese. 

Ainda não existem na literatura estudos proteômicos utilizando espécies de 

tripanossomatídeos que albergam simbiontes, muito menos uma comparação 

abrangente da abundância global e diferencial de proteínas em cada uma dessas 

cepas (e no simbionte isoladamente); por outro lado, já se encontram finalizados os 

genomas tanto de S. culicis quanto de A. deanei (espécie filogeneticamente mais 

próxima), assim como de seus respectivos endossimbiontes. Nesse contexto, a 

tecnologia proteômica foi utilizada com o objetivo de estabelecer um painel 

molecular abrangente para cada uma das cepas, selvagem e “curada”, de S. culicis. 

Os dados proteômicos gerados neste projeto, conjugados aos dados 

genômicos, poderão significar uma melhor compreensão do processo evolutivo e da 

relação simbionte/protozoário em tripanossomatídeos. Adicionalmente, a 

identificação de vias metabólicas compartilhadas entre os organismos, traria maiores 

informações acerca desta inter-relação bem como da biologia do parasito.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

Estabelecer um proteoma diferencial das cepas selvagem e apossimbiótica 

do tripanossomatídeo monoxênico Strigomonas culicis. 

3.2 Objetivos específicos / metas 

• Estabelecer um protocolo de extração de proteínas das duas cepas; 

• Estabelecer um protocolo para separação por 2DE das amostras 

proteicas obtidas e geração dos perfis bidimensionais (2DE) das duas 

cepas; 

• Estabelecer, primariamente, a identidade dos spots eletroforéticos que 

apresentarem abundância relativa diferencial (estatisticamente 

significativa) através de espectrometria de massas;  

• Promover uma análise dos dados gerados. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Micro-organismos, condições de cultivo e determ inação da curva de 

crescimento 

As cepas apossimbiótica (Apo) (COLPROT 034) e selvagem (WT) (COLPROT 

041) de S. culicis, foram mantidas a 28 ºC em meio de infusão de fígado e triptose 

(LIT – Liver infusion tryptose), suplementado com hemina 0,1 % (p/v) e soro fetal 

bovino 20% (v/v). Os flagelados foram mantidos através de repiques semanais. As 

amostras foram obtidas da Coleção de Protozoários da Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz/COLPROT). Para as curvas de crescimento celular, as células retiradas da 

câmara fria foram repicadas três vezes, na ausência de antibióticos, antes de 

proceder à coleta do inóculo. Um inóculo inicial de 106 células/mL foi utilizado para 

dar início às curvas de crescimento, sendo as culturas realizadas em triplicata para 

cada uma das cepas e incubadas a 28 ºC. Após intervalos de tempo pré-

determinados (vide abaixo), células viáveis e móveis foram quantificadas em câmara 

de Neubauer.  

4.2 Extração e precipitação de proteínas 

Uma massa de 6,0 × 108 células foi coletada em cada uma das etapas de 

crescimento celular a ser analisada, considerando 3 amostras da cepa selvagem 

(tempos de 24, 56 e 80 h de crescimento celular) e 4 amostras para a cepa 

apossimbiótica (tempos de 24, 56, 80 e 92 h de crescimento celular) para proceder 

ao processo de extração de proteínas. Para cada amostra, cinco culturas foram 

realizadas, conforme descrição do tópico anterior, sendo todas as replicatas 

biológicas de uma mesma amostra processadas simultaneamente.  

Para o estabelecimento de um protocolo eficiente de extração de proteínas, cinco 

amostras da cepa selvagem em fim de fase exponencial (t=80 h) foram coletadas e 

após lavagem por três vezes com PBS pH 7,2, as mesmas foram rompidas em 600 

µL de cinco tampões de extração diferentes, através de 5 ciclos de congelamento e 

descongelamento em nitrogênio líquido, com 30 s de “vórtex” entre cada ciclo. Os 

tampões utilizados foram: (1) tampão Laemmli  [(SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), 
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azul de bromofenol 0,01% (p/v), betamercaptoetanol 2% (v/v) e tris-HCl 50 mM pH 

6,8]; (2) tampão A [SDS 1 % (p/v), tris 40 mM, ditiotreitol 60 mM e anfólitos 1% (v/v)]; 

(3) tampão B [uréia 8 M, CHAPS 4 % (p/v), tris 40 mM, ditiotreitol 60 mM e anfólitos 

1% (v/v)]; (4) tampão C [uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4% (p/v), tris 40 mM, 

ditiotreitol 60 mM e anfólitos 1% (v/v)]; ou (5) tampão Ci [tampão C adicionado de 

coquetel inibidor de proteases EASYpack (nº catálogo 04.693.124.001, Roche, 

Basel, Suiça)]. As amostras rompidas com tampão Laemmli e A foram fervidas por 5 

min e submetidas à centrifugação (14.000 × g por 15 min), coletando-se o 

sobrenadante. As amostras tratadas com tampões B, C e Ci foram incubadas por 30 

min à temperatura ambiente, submetidas à homogeneização por 10 s a cada 10 min, 

e centrifugadas (14.000 × g por 15 min) para coleta do sobrenadante. Conjugada a 

essa metodologia de lise celular também foi avaliada uma etapa de maceração 

celular com o kit comercial Sample Grinding (GE Healthcare). Cada tratamento foi 

realizado em triplicata biológica. 

 Duas metodologias de precipitação de proteínas foram avaliadas: ácido 

tricloroacético (TCA) + Triton/acetona e etanol/acetona. Na primeira metodologia, 

foram adicionados a cada amostra TCA 50% (v/v) para concentração final de 10% e 

Triton X-100 para concentração final de 0,1% (v/v), sendo a mesma homogeneizada 

em “vórtex” por 10 s e incubada por 1 h em gelo.  Após o período de incubação, as 

amostras foram centrifugadas (16.000 × g por 15 min a 4 ºC) e o sedimento lavado 2 

vezes com acetona 90% (v/v) em gelo, sendo o mesmo deixado à temperatura 

ambiente até a total evaporação dos solventes. Para a segunda metodologia 2.400 

µL de etanol gelado foram adicionados a cada amostra com posterior 

homogeneização da mesma em “vórtex” por 10 s e adição de 2.400 µL de acetona 

gelada, seguida de nova homogeneização em “vórtex” [1 (extrato de proteínas): 4 

(etanol): 4 (acetona) v/v/v]. As amostras foram precipitadas overnight a - 20 ºC. Após 

o período de precipitação, as proteínas foram sedimentadas (16.000 × g por 15 min 

a 4 ºC) e o sedimento lavado 3 vezes com solução em gelo de etanol/acetona/água 

(4:4:2 v/v/v), sendo o mesmo deixado à temperatura ambiente até a total evaporação 

dos solventes. 

 A solubilização das proteínas foi realizada em 200 µL de solução de 

solubilização C [uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4% (p/v), tris 5 mM, ditiotreitol 60 

mM, anfólitos 1% (v/v)] por 1 h a 4 ºC sob agitação constante, seguido de 
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centrifugação (14.000 × g por 10 min) e coleta do sobrenadante, o qual foi estocado 

a - 80 ºC. 

4.3 Dosagem de proteínas 

Alíquotas de cada amostra foram submetidas à dosagem de proteínas 

utilizando o kit comercial 2-D Quant Kit (GE Healthcare, EUA) de acordo com o 

protocolo estabelecido pelo fabricante. Resumidamente, uma curva padrão foi 

preparada com albumina sérica bovina (BSA) 2 mg/mL em intervalo de 10 a 50 µg. 

Alíquotas da amostra foram misturadas a 500 µL de solução precipitante e 500 µL de 

solução co-precipitante. As amostras foram centrifugadas (14.000 × g por 10 min), o 

sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram adicionados 100 µL de solução 

de cobre e 400 µL de água Mili-Q, seguido de adição de 1 mL de reagente de 

trabalho (100 partes de Reagente A e 1 parte de Reagente B). Após 15 min de 

incubação à temperatura ambiente, a absorvância foi avaliada a 480 nm em leitora 

de microplacas VersaMax Microplate Reader Tunable (Molecular Devices, EUA). 

 

4.4 Eletroforese bidimensional 

O desenho experimental foi formado por dois grupos (células de S. culicis 

selvagem e curada em diferentes etapas do crescimento celular) em quintuplicata 

biológica. De cada amostra, para padronização de géis preparativos de, um volume 

equivalente a 300 µg e 600 µg de proteína total foi coletado e o volume ajustado 

para 450 µL com solução de solubilização C [uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4% 

(p/v), tris 5 mM, ditiotreitol 60 mM, anfólitos 1% (v/v)]. As amostras foram 

centrifugadas (14.000 × g por 10 min) e ao sobrenadante foi adicionado azul de 

bromofenol 0,002% (p/v). O sobrenadante foi depositado no centro de um suporte de 

strip e sobre ele uma fita de gradiente de pH imobilizado (IPG 24 cm pH 3-10 NL ou 

4-7) (GE Healthcare, Suécia) foi suavemente depositada (com a face contendo o gel 

de acrilamida para baixo), sendo sobre esta adicionados 3 mL de óleo mineral, 

evitando a evaporação e cristalização da uréia. A focalização isoelétrica foi realizada 

utilizando o sistema IPGPhor III (Amersham Biosciences, Suécia). Após a 
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reidratação da amostra in gel a 30 V por 12 h, as seguintes condições de focalização 

isoelétrica foram utilizadas: 200 V por 1 h, 500 V por 1 h, 1.000 V por 1 h, um 

gradiente de 1.000 a 8.000 V por 30 min totalizando 64.000 Vh, para fitas de 

gradiente de pH 3-10 NL e 80.000 para fitas de gradiente de pH 4-7.  

 As proteínas, contidas nas fitas de gradiente de pH imobilizado, foram 

fracionadas em géis SDS-PAGE a 15% de poliacrilamida em sistema Ettan Dalt Six 

(GE Healthcare, EUA), sendo previamente desnaturadas e reduzidas pelo 

tratamento com ditiotreitol em tampão de equilíbrio [tris-HCl 50 mM pH 8,8, uréia 6M, 

glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,002% (p/v), ditiotreitol 65 mM]  

por 15 min, seguido de alquilação das pontes dissulfeto pelo tratamento com 

iodoacetamida em tampão de equilíbrio [tris-HCl 50 mM pH 8,8, uréia 6 M, glicerol 

30% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,002% (p/v), iodoacetamida 216 mM], 

por 15 min ao abrigo da luz, ambos em sistema de agitação constante. Os strips 

foram lavados com tampão de corrida/eletrodo tris-glicina [tris 25 mM, glicina 192 

mM, SDS 0,1% (p/v) ] e posicionados na superfície do gel de poliacrilamida, sendo 

imobilizados pela adição de agarose a 0,5% (p/v) em tampão de corrida previamente 

liquefeita e aquecida a 80 ºC. A separação eletroforética foi realizada sob as 

seguintes condições elétricas: 2,5 W por gel, por 30 min, e 100 W totais até o final 

da separação. Foi adicionado ao compartimento superior da cuba de eletroforese o 

mesmo tampão de eletrodo descrito previamente, porém 2 vezes concentrado. Os 

padrões de massa molecular (GE Healthcare, Reino Unido) foram fervidos por 5 min, 

misturados com agarose 1% (p/v) em água na proporção de 1:1 (v/v) e aplicados em 

pequenos pedaços de papel de filtro depositados ao lado da fita de focalização 

isoelétrica (Görg et al., 2004). 

 

4.5 Revelação dos géis por Coomassie coloidal  

Após a 2DE, as proteínas distribuídas na malha de poliacrilamida foram 

fixadas por 30 min em etanol 30% (v/v), ácido fosfórico 1,7% (v/v). A solução foi 

descartada e o procedimento repetido mais duas vezes. Após fixação, os géis foram 

lavados 3 vezes por 20 min em solução de ácido fosfórico 1,7% (v/v), seguido de 

incubação dos géis por 30 min em solução composta por ácido fosfórico 1,7% (v/v), 

etanol 18% e sulfato de amônio 15% (p/v), à qual foi adicionada solução aquosa de 
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Coomassie Blue G-250 2% (p/v) (Sigma Aldrich, EUA), em volume suficiente para 

alcançar a concentração final de 0,02% do corante. A coloração procedeu por 72 h 

(tempo equivalente ao ponto-final teórico de coloração) à temperatura ambiente sob 

agitação constante (Rabbiloud e Charmont, 2000).  

 

4.6 Digitalização e análise de imagem 

Imagens digitalizadas dos géis foram obtidas em densitômetro Image Scanner 

III (GE Healthcare, EUA) e a análise das imagens foi realizada utilizando o software 

Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, EUA). A detecção de spots foi feita 

automaticamente pelo programa com algumas edições manuais. Os parâmetros 

smooth, saliência e área mínima foram definidos manualmente. Para os géis de 

início de fase log e meio de fase log da cepa selvagem estes parâmetros foram 

determinados em 6, 400 e 100, respectivamente, enquanto para os géis de fim de 

fase log 6, 600 e 100. Para os géis da cepa apossimbiótica os parâmetros foram 

ajustados, respectivamente, para 6, 200 e 100.  
Análises comparativas foram realizadas pareando as condições 

representadas por cada gel duas a duas (4 replicatas por condição analisada), 

sendo realizadas comparações intercepas e intracepa. 

Uma das replicatas biológicas foi retirada sendo os dados gerados nesta tese 

referentes a ensaios em quadruplicata (vide seção “Resultados e Discussão”). 

4.7 Análise estatística 

As análises estatísticas foram feitas através de colaboração com o Dr. Veit 

Schwammle do Protein Research Group da Universidade do Sul da Dinamarca 

(Odense, DK) 

Para a análise, sete condições foram consideradas: cepa selvagem coletada 

em fase logarítmica (log) [início (24 h), meio (56 h) e fim (80 h)] e cepa 

apossimbiótica coletada em fase log [início (24 h), meio (56 h) e fim (80 h)] e fase 

estacionária (92 h). Para cada condição os dados foram formados por quatro 

replicatas biológicas. A área do spot para cada replicata foi transformada para log2 e 



 

41 

 

normalizada para a mediana. Os spots eletroforéticos que apresentaram matching 

entre os géis foram submetidos à análise estatística pelo método LIMMA (Linear 

Models for Microarray Data) (Smyth, 2005).  

 Foram considerados, para fins de identificação por espectrometria de 

massas, os spots que estavam presentes em no mínimo 3 géis, representando 

valores de missing value igual a 1, de cada condição experimental. Para estes, um 

teste estatístico para comparações não pareadas do nível de intensidade de cada 

spot foi realizado. P-valores foram corrigidos por testes múltiplos (Storey, 2002). 

Todas as comparações de abundância com q-valores menores ou iguais a 0,05, 

correspondendo a uma taxa de falsa descoberta de 5%, foram consideradas como 

representativas de proteínas reguladas. 

 

4.8 Digestão tríptica em gel de poliacrilamida e de ssalinização 

As cadeias polipeptídicas separadas por eletroforese bidimensional, 

referentes aos spots eletroforéticos que apresentaram abundância relativa 

diferencial (após análise estatística) foram submetidas à digestão tríptica in gel 

(Schevchenko et al., 1996). Inicialmente, os spots foram excisados da malha do gel 

(com auxílio de ponteiras de 1 mL) e transferidos para tubos previamente lavados, 

sequencialmente, com metanol, água e metanol. Os spots foram então descorados 

overnight em 200 µL de acetonitrila 50% (v/v) e bicarbonato de amônio 25 mM pH 

8,0. A descoloração foi repetida por mais duas vezes em tempos de 15 min, 

agitando os pedaços de gel em agitador do tipo “vórtex”. Após a etapa de 

descoloração os spots foram desidratados, por duas vezes, em acetonitrila 100 %, 

seguido de secagem total em concentrador de amostras Speed Vac por 15 min. Aos 

spots secos adicionou-se 15 µL de solução de tripsina (20 ng/µL em bicarbonato de 

amônio 40 mM pH 8,0) (Promega, USA) e os géis foram mantidos em gelo por 45 

min com o objetivo de permitir a penetração da enzima na malha do gel sem o início 

de sua atividade proteolítica. Após este tempo o excesso de tripsina foi retirado e 20 

µL de bicarbonato de amônio 40 mM foram adicionados, sendo os spots incubados a 

37 ºC por 18 a 24 h. Após o período de incubação os pedaços de gel foram 

submetidos à sonicação em ultrassom por 10 min, seguido de agitação em “vórtex” 

por 20 s. O sobrenadante foi removido e transferido para novo microtubo 
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previamente lavado como descrito acima. Ao pedaço de gel restante foram 

adicionados 30 µL de solução de extração [ácido fórmico 5% (v/v) e acetonitrila 50% 

(v/v)] seguido de agitação em “vórtex” por 20 s, incubação por 15 min à temperatura 

ambiente, sonicação por 2 min e agitação por 20 s adicionais em vortex. A solução 

contendo os peptídeos foi removida e adicionada ao sobrenadante previamente 

coletado. O procedimento de extração foi repetido mais uma vez. A solução de 

peptídeos obtida foi concentrada até 10 µL em concentrador a vácuo. Previamente à 

análise por espectrometria de massas, os peptídeos trípticos foram dessalinizados e 

concentrados em micro colunas de fase reversa Zip Tip C18 (Millipore, Irlanda), de 

acordo com o protocolo do fabricante. 

  

4.9 Espectrometria de massas 

4.9.1 MALDI-TOF/TOF 

 

As amostras foram analisadas em espectrômetro de massas do tipo MALDI-

TOF/TOF (AB SCIEX TOF/TOF 5800) no modo reflectron positivo. Para isto foram 

aplicadas na placa pelo método de gota sobre gota em proporção equivolumétrica 

de amostra para matriz. Alíquotas de 0,3 µL de cada amostra, previamente 

dessalinizadas com Zip Tip C18 (Millipore, Irlanda), foram aplicadas seguidas de 

alíquotas de uma solução de matriz saturada [10 mg/mL de ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico (Sigma Aldrich, EUA) em acetonitrila 50% (v/v) e 0,1% de ácido 

trifluoroacético]. A placa de MALDI foi calibrada para MS com os seguintes padrões 

de massas: arg-bradicinina (m/z 904,468), angiotensina I (m/z 1.296,685), glu1-

fibrinopeptídeo B (m/z 1.150,677), ACTH-(18-39) (m/z 2.465,199). Para a calibração 

de MS/MS foi utilizado o espectro de fragmentação de glu1-fibrinopeptídeo B. 

Espectros de MS foram obtidos selecionando uma faixa de 800 a 4.000 Da, 

com um foco em 1.500 Da, sendo cada espectro resultante de 2.040 tiros de laser 

aleatórios e uniformes. A intensidade do laser foi ajustada entre 9,0 x 103 a 1,0 x 104 

e a voltagem final do detector foi de 2 kV. No modo MS/MS, foram selecionados 

para fragmentação por PSD os dez íons mais abundantes (relação sinal/ruído acima 

de 30) observados no espectro de MS. Os espectros de MS/MS foram obtidos 

selecionando uma faixa de 60 Da até a massa do precursor, sendo cada espectro 
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gerado correspondente a 1.000 tiros aleatórios e uniformes. A voltagem final do 

detector foi de 2 kV. Os seguintes parâmetros foram utilizados para geração da lista 

de massas dos fragmentos: para cada intervalo de 200 Da, um máximo de 200 picos 

com relação sinal/ruído mínima de 2 e área mínima de 10.  

 

 

 

 

4.9.2 ESI-LTQ/Orbitrap 

 

Um microlitro do digesto tríptico dessalinizado com Zip Tip foi analisado por 

ESI-LTq/Orbitrap após a adição de 9 µL de ácido fórmico 1 % (v/v) em água. Em 

seguida, 4 µL desta solução foram aplicados a uma pré-coluna (trap column) de 2 

cm (diâmetro interno de 100 µm) empacotada com matriz Magic C18 AQ de 5 µm e 

200 Å (Michrom Bioresources, EUA), seguido de separação em coluna de 10 cm 

(diâmetro interno de 75 µm), empacotada com a mesma matriz, diretamente em um 

PicoTip emitter (New Objective, EUA) vazio com ponta de 15 µm de diâmetro. A 

cromatografia líquida foi realizada em instrumento EASY-nLC II (Thermo Fisher 

Scientific). As amostras foram carregadas na pré coluna a 2.000 nL/min, enquanto a 

separação cromatográfica ocorreu a 200 nL/min. A fase móvel A foi composta por 

ácido fórmico 0,1% (v/v) em água e a fase móvel B foi composta por ácido fórmico 

0,1% (v/v) em acetonitrila. As condições de gradiente foram: 2 a 40% B em 32 min e 

até 80% B em 4 min, mantendo essa concentração por 2 min, totalizando 38 min de 

análise. Os peptídeos eluídos foram introduzidos diretamente no espectrômetro de 

massas LTq/Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) para serem analisados. A 

voltagem da fonte foi ajustada para 1,9 kV, a temperatura do capilar para 200 °C e a 

voltagem das lentes para 100 V. Espectros MS1 foram adquiridos no analisador 

Orbitrap (com intervalo de m/z entre 300 a 1.700) a 60.000 de resolução. Para cada 

espectro, os 10 íons mais abundantes foram submetidos à fragmentação por CID 

(sinal mínimo requerido de 10.000); largura de isolamento de 2.5 m/z; energia de 

colisão normalizada em 35,0. A opção de exclusão dinâmica foi habilitada e ajustada 

com os seguintes valores para cada parâmetro: número de repetições = 1; duração 

= 30 s; tamanho da lista de exclusão = 500 massas; duração de exclusão = 45 s e 

uma variação da massa de exclusão = 10 ppm. 
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4.9.3 Análise dos dados 

 

4.9.3.1 Banco de Dados 

 

Os dados de sequenciamento utilizados nesta tese foram obtidos em 

colaboração com a Dra. Ana Tereza Ribeiro de Vasconcelos do Laboratório Nacional 

de Computação Científica (LNCC, Petrópolis, RJ, Brasil). O banco de dados foi 

montado pela junção de sequências, das ORFs hipotéticas e das ORFs validadas, 

obtidas para Strigomonas culicis e Angomonas deanei, bem como para seus 

respectivos endossimbiontes, totalizando 30.041 entradas. Além disso, adicionamos 

115 entradas de proteínas contaminantes usualmente achadas em experimentos 

proteômicos (cRAP – common Repository of Adventitious Proteins - 

http://www.thegpm.org/cRAP/index.html). Para estas 30.156 entradas, geramos suas 

sequências reversas como estratégia de decoy. O banco de dados final, 

denominado de LNCC&cRAP_20130412, continha 60.312 entradas. 

 

 

4.9.3.2 Busca dos dados gerados por MALDI-TOF/TOF 

 

Os espectros de massas (MS/MS) foram transformados para a forma de 

centróide, seguido de desconvolução para determinação da carga, finalizando com a 

obtenção do valor da massa monoisotópica. Todas as amostras foram analisadas 

utilizando a ferramenta de busca Mascot (Matrix Science, Londres, UK; versão 

2.4.1). Os parâmetros utilizados ao buscar o banco de dados 

LNCC&cRAP_20130402 assumiram o uso da enzima tripsina e até duas clivagens 

perdidas; uma tolerância de 0,40 Da para a massa dos íons-fragmento e 50 ppm 

para a massa dos íons precursores. A carbamidometilação de cisteínas foi 

considerada como uma modificação fixa enquanto que a oxidação de metionina foi 

considerada como modificação variável.  
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4.9.3.3 Busca dos dados gerados por ESI-LTQ/Orbitrap 

 

Os arquivos RAW (MS e MS/MS) foram transformados para arquivos 

concatenados DTA utilizando programa RAW Xtractor (versão 1.9.9.2) configurado 

para experimentos de dados dependentes na forma de centróide, seguido de 

desconvolução para determinação da carga, finalizando com a obtenção do valor da 

massa monoisotópica. Todas as amostras foram analisadas utilizando a ferramenta 

de busca Mascot (Matrix Science, Londres, UK; versão 2.4.1). Os parâmetros 

utilizados ao buscar o banco de dados LNCC&cRAP_20130402 assumiram o uso da 

enzima tripsina e até duas clivagens perdidas; uma tolerância de 0,50 Da para a 

massa dos íons-fragmento e 20 ppm para a massa dos íons precursores 

considerando apenas íons de carga 2+ e 3+. A carbamidometilação de cisteínas foi 

considerada como uma modificação fixa enquanto que a oxidação de metionina foi 

considerada como modificação variável. 

 

4.9.3.4 Critérios para identificação proteica 

 

O software Scaffold (versão 4.3.0, Proteome Software Inc., Portland, EUA) foi 

utilizado para validar as identificações de peptídeos e proteínas baseadas na análise 

por PSM do algoritmo MASCOT. A identificação de peptídeos foi aceita quando 

alcançados valores acima de 90% de probabilidade pelo algoritmo Peptide Prophet 

(Keller et al., 2002) com correções pelo Scaffold delta-mass. A identificação de 

proteínas foi aceita quando alcançado valores acima de 95% de probabilidade e 

contendo pelo menos 1 peptídeo.  Probabilidades proteicas foram determinadas pelo 

pelo algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Estabelecimento de protocolo para extração de p roteínas 

Um conceito básico em estudos proteômicos baseados em 2DE é de que este 

é um processo realizado em duas etapas, a focalização isoelétrica e a separação 

por eletroforese em gel. Porém, as etapas anteriores ao processo de fracionamento, 

como a preparação da amostra, são críticas para um estudo reprodutível, tendo em 

vista que estas etapas influenciam diretamente os resultados obtidos; deste modo a 

preparação da amostra deve ser realizada de forma cautelosa sendo criticamente 

padronizada (Rabilloud e Lelong, 2011). 

Tripanossomatídeos em cultura, mesmo quando em cultivo axênico, podem 

apresentar intensa variabilidade de morfotipos (Sousa, 1994). Portanto, como 

primeira etapa para o estabelecimento de um protocolo de extração de proteínas das 

cepas de S. culicis, curvas de crescimento celular foram determinadas para ambas 

as cepas visando definir quais os tempos de crescimento seriam selecionados para 

coleta das células a serem analisadas, visando a redução da variabilidade 

metabólica intrínseca da espécie em distintas etapas de crescimento celular (Figura 

5.1). Para isto, durante a quantificação das células viáveis, a manutenção da 

morfologia celular foi acompanhada por microscopia óptica de contraste de fase. A 

presença de morfologias distintas foi considerada um fator indicativo de estresse, 

principalmente no fim de fase logarítmica e na fase estacionária. 
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Figura 5.1 - Curvas de crescimento celular de S. culicis. 
Os gráficos representam as curvas de crescimento das cepas (A) selvagem e (B) apossimbiótica de 
S. culicis. Os dados representam a média ± o desvio-padrão do número de células viáveis de quatro 
culturas distintas. 
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A cepa WT apresentou uma fase de adaptação (fase lag) e uma fase de 

crescimento exponencial (fase log) bem definidas, sendo o crescimento máximo 

obtido após 80 horas de cultivo. Ao final da fase log, a células entram em fase de 

declínio rapidamente, não sendo possível observar uma fase estacionária de 

crescimento celular (Figura 5.1A ) mesmo quando realizadas contagens celulares 

com intervalos de tempo menores (dados não mostrados). Para a cepa 

apossimbiótica, diferente da cepa selvagem, não foi possível observar uma fase lag 

definida, sendo a fase log iniciada prematuramente, quando comparada à curva de 

crescimento da cepa selvagem. Mais uma vez, foi observado no tempo de 80 horas 

o máximo de crescimento celular. Uma fase estacionária bem definida está presente 

na curva de crescimento da cepa apossimbiótica e se estendeu até o último tempo 

analisado (107 horas) (Figura 5.1B ). A presença de fase estacionária na cepa 

apossimbiótica pode estar relacionada à menor densidade populacional observada, 

o que permite a manutenção dos nutrientes do meio de cultura por um período de 

tempo maior, associado a menor concentração de subprodutos tóxicos no meio de 

cultura. 

A comparação das curvas de crescimento das cepas selvagem e 

apossimbiótica mostrou que a cepa selvagem alcançou uma densidade populacional 

cinco vezes maior que a cepa apossimbiótica, corroborando os dados de Chang 

(1974), a partir dos quais o autor sugeriu que o simbionte beneficia o crescimento do 

tripanossomatídeo. Atualmente, a hipótese de Chang já está comprovada com 

dados que indicam que o simbionte confere ao protozoário, por exemplo, vitaminas e 

complementos de rotas metabólicas, como é o caso da via biossintética de heme 

(Alves et al., 2011; Motta et al., 2013).  

Após analisar as curvas de crescimento, os tempos de 24, 56 e 80 horas 

foram estabelecidos, para ambas as cepas, como representantes do início, meio e 

fim de fase log, respectivamente. No caso específico de Apo, o tempo de 92 horas 

foi definido como fase estacionária. Condições otimizadas para extração de 

proteínas e 2DE foram determinadas para WT, tendo em vista a facilidade de 

obtenção de um grande número de células. Desse modo, células coletadas em meio 

de fase log foram utilizadas nas etapas de padronização. Diversos tampões de 

extração de proteínas (Laemmli, A, B, C e Ci) conjugados a duas técnicas distintas 

de lise celular (congelamento em nitrogênio líquido conjugado, ou não, a processo 

de maceração), foram avaliados com relação à sua eficiência. A Figura 5.2 
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apresenta o perfil eletroforético de um experimento representativo de SDS-PAGE 

realizado com as amostras obtidas após as diferentes metodologias de extração.  
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Figura 5.2 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE das proteínas da cepa WT de S. culicis. 
SDS-PAGE 15% obtidos após extração de proteínas com diferentes tampões, utilizando ou não 
maceração celular. Tampão Laemmli (L), Tampão A (A), Tampão B (B), Tampão C (C) e Tampão C 
com adição de coquetel inibidor de proteases (Ci). PM – Padrão de Massa Molecular. Imagem 
representativa de experimento realizado em triplicata biológica. 
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A comparação dos perfis eletroforéticos, em SDS-PAGE unidimensional, 

obtidos para cada uma das soluções de lise, refletiu diferenças quantitativas na 

extração, para as quais podemos observar que o tampão A, aparentemente, obteve 

um melhor rendimento quantitativo em relação aos outros tampões, comparável ao 

obtido com o tampão Laemmli. Porém, diferenças quantitativas ou qualitativas não 

foram visualizadas, independente de ter sido utilizada, ou não, a metodologia de 

maceração das células, indicando que este procedimento não favoreceu o processo 

de extração de proteínas. 

A dosagem de proteínas, dos extratos obtidos das distintas metodologias, foi 

realizada objetivando avaliar o rendimento quantitativo destas. O melhor rendimento 

proteico foi obtido com os tampões A e Laemmli, não havendo diferença significativa 

entre os dois. Com relação aos outros tampões avaliados, tanto o tampão B, quanto 

o C e o Ci, apresentaram rendimentos muito parecidos, sendo todos menores que 

tampões A e Laemmli. Com relação à etapa de maceração, esta não interfere no 

rendimento proteico, não contribuindo para um aumento significativo na 

concentração de proteínas para nenhum dos tampões utilizados (Figura 5.3 ). 



 

51 

 

 

 

 

 

 

 

 

   * 

Laemmli A B C Ci
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

com maceração
sem maceração

extrações

co
n

ce
n

tr
a

çã
o

 p
ro

té
ic

a 
(u

g
/u

L
)

 
Figura 5.3 - Quantificação de proteínas após distin tas metodologias de extração. 
Após cada uma das metodologias de extração das proteínas da cepa WT de S. culicis utilizando 
diferentes tampões: Tampão Laemmli, Tampão A (A), Tampão B (B), Tampão C (C) e Tampão C com 
adição de coquetel inibidor de proteases (Ci), com ou sem maceração celular. Dados referentes à 
média ± o desvio-padrão de duplicata experimental, utilizando as mesmas amostras obtidas em 
triplicata biológica. * P>0,05 
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Com objetivo de realizar uma análise qualitativa dos extratos obtidos, as 

amostras proteicas foram submetidas à 2DE, o que permitiu avaliar a capacidade 

das distintas metodologias em extrair diferentes proteínas e isoformas (Figuras 5.4 e 

5.5). Nesse momento, optou-se pela utilização de fitas de gradiente de pH 

imobilizado de 3-10 não linear para a etapa de focalização isoelétrica, objetivando 

uma observação global das proteínas presentes nas amostras. Amostras obtidas 

com tampão Laemmli não foram utilizadas devido à incompatibilidade dos 

componentes deste tampão com a etapa de focalização isoelétrica da 2DE. 

Tendo em vista a composição química incompatível de alguns tampões com a 

etapa de focalização isoelétrica, duas metodologias de precipitação de proteínas 

foram avaliadas, sendo os perfis bidimensionais representados após as 

metodologias de precipitação por ácido tricloroacético/acetona (Figura 5.4 ) e 

etanol/acetona (Figura 5.5 ). 
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Figura 5.4 - Perfil eletroforético bidimensional da s diferentes metodologias de extração de 
proteínas após precipitação com TCA/acetona. 
Mini géis utilizando fitas de 7 cm com gradiente de pH imobilizado 3-10 NL contendo as amostras 
proteicas oriundas de lisado total de S. culicis WT. Cada gel representa uma metodologia de extração 
de proteínas distinta com posterior precipitação com TCA/acetona. Apenas 1 amostra biológica foi 
utilizada para cada condição apresentada. 
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Figura 5.5 - Perfil eletroforético bidimensional da s diferentes metodologias de extração de 
proteínas após precipitação com etanol/Acetona. 
Mini géis utilizando fitas de 7 cm com gradiente de pH imobilizado 3-10 NL contendo as amostras 
proteicas oriundas de lisado total de S. culicis WT. Cada gel representa uma metodologia de extração 
de proteínas distinta com posterior precipitação com etanol/acetona. Apenas 1 amostra biológica foi 
utilizada para cada condição apresentada. 
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Uma análise visual destes dados indicou que as soluções de extração C e Ci 

apresentam os melhores perfis eletroforéticos, em relação à abundância de spots, 

quando comparados às outras soluções utilizadas, o que pode ser justificado pela 

combinação de uréia e tiouréia na composição destas soluções. A combinação dos 

dois agentes caotrópicos confere um maior poder de solubilização quando 

comparado a soluções contendo apenas uréia, favorecendo a solubilização de 

proteínas mais hidrofóbicas nas fitas de gradiente de pH imobilizado, além de 

facilitar sua transferência para a segunda dimensão da 2DE (Molloy et al. 1998; 

Rabilloud et al., 1997). Com relação à utilização da etapa de maceração das células, 

a conjugação desta técnica com a utilização das soluções C e Ci não interfere na 

abundância de spots observados. Desta forma, a extração de proteínas por 

maceração da amostra não foi selecionada para ser utilizada nos experimentos 

posteriores.  

Uma preocupação no estudo de proteínas é a manutenção da estrutura 

proteica, a qual pode ser drasticamente alterada pela presença de enzimas 

hidrolíticas, como fosfatases, glicosidases e principalmente as peptidases. A maioria 

das enzimas hidrolíticas acaba sendo inativada rapidamente, pela ação dos agentes 

caotrópicos presentes nas soluções de extração, favorecendo a manutenção das 

modificações pós-traducionais. Porém, essa rápida inativação não acontece para a 

maioria das peptidases, já tendo sido relatada atividade proteolítica após 

solubilização em tampões contendo 9 M de uréia  ou mesmo na presença de SDS, 

indicando um lento processo de desnaturação para essas enzimas, permitindo assim 

uma janela de tempo de atuação sobre proteínas que já foram desnaturadas e estão 

apresentando seus sítios para clivagem mediada por peptidases (Rabilloud e 

Chevallet, 2000; Colas dês Francs et al., 1985; Granzier e Wang, 1993).  Por esta 

razão, optou-se pela metodologia de extração de proteínas utilizando a solução de 

extração Ci, devido ao grande número de proteases sabidamente expressas por 

tripanossomatídeos, visando garantir maior integridade da amostra obtida.  

Com o objetivo de definir a melhor metodologia de precipitação de proteínas, 

uma comparação quantitativa dos perfis proteicos bidimensionais das amostras de 

S. culicis WT foi realizada após a utilização das metodologias de precipitação de 

proteínas. Os géis obtidos foram comparados em software de análise de imagens 

Image Master 2D platinum 7 (GE), sendo quantificado o número de spots 

apresentados nas distintas condições de precipitação e na ausência desta etapa. A 
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análise das imagens apresenta uma grande variedade de manchas obtidos na 

condição após precipitação com etanol/acetona, em comparação à precipitação por 

TCA/acetona, o que indica que uma maior quantidade de proteínas distintas 

conseguiu ser precipitada e/ou ressuspensa com esta metodologia (Tabela 5.1 ). A 

verificação quantitativa do rendimento proteico, após precipitação de proteínas, foi 

realizada por dosagem de proteínas, como apresentado na Figura 5.6 . Neste gráfico 

podemos observar o maior rendimento proteico conferido pela precipitação com 

etanol/acetona em relação à precipitação com TCA/acetona. Desta forma, a 

precipitação utilizando etanol/acetona foi selecionada para dar continuidade aos 

experimentos.  

 

 

   

 

 

 

Tabela 5.1 - Comparação quantitativa dos perfis ele troforéticos bidimensionais 
das amostras de S. culicis WT após precipitação com diferentes metodologias. 
 

 

 

  

Precipitação Número de spots  

Sem 318 

Etanol 297 ± 50 

TCA 271 ± 61 
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Figura 5.6 - Avaliação do rendimento proteico após diferentes metodologias de precipitação de 
proteínas da cepa WT de S. culicis. 
Dados referentes à porcentagem da concentração proteica relativa aos experimentos em que não foi 
realizada nenhuma precipitação (Sem) prévia à dosagem. Dados referentes à média de cinco 
experimentos individuais, realizados em duplicata técnica, com seus respectivos desvios-padrões. 
*P<0,022 



 

58 

 

Para a otimização dos géis bidimensionais preparativos, duas massas 

proteicas foram avaliadas (300 e 600 µg), bem como os intervalos de pH 3-10 não 

linear e 4-7 linear em fitas de 24 cm. As imagens dos géis obtidos nessas condições 

estão representadas na figura 5.7 e o dado quantitativo após análise das imagens, 

está representado na tabela 5.2 . A maior massa proteica analisada induziu não 

apenas um aumento na intensidade bem como um maior número de spots em 

ambas as condições de focalização isoelétrica, tendo sido observado um número 

significativamente maior de spots na condição utilizando um gradiente de pH 3-10 

não linear. Dessa forma, objetivando avaliar o máximo de diferenças entre as cepas 

estudadas, estes parâmetros foram selecionados para serem utilizados em todo o 

projeto tendo em vista a maior diversidade obtida. 
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Figura 5.7 - Avaliação da massa proteica e gradient e de pH a serem utilizados em géis 
preparativos. 
Proteínas da cepa WT de S. culicis obtidas após extração com tampão Ci e técnica de congelamento 
e descongelamento em nitrogênio líquido, com posterior precipitação com etanol/acetona. Massas 
proteicas de 300 (A) e 600 µg (B) e gradientes de pH de 3-10 NL e 4-7 L imobilizados em fitas de 24 
cm, foram testadas e os perfis eletroforéticos obtidos. Imagens representativas de um experimento 
com uma amostra biológica por condição testada. 
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Tabela 5.2 - Número de spots  observados em géis 2D preparativos. Variação na 

massa proteica e no gradiente de pH utilizado. 

 

 
 

* A massa proteica utilizada foi obtida da cepa WT de S. culicis após extração de proteínas com 

tampão Ci e técnica de congelamento e descongelamento, seguido de precipitação de proteínas 

utilizando etanol/acetona. 

 

 

 

 

 

 

 

Gradiente de pH 
Massa proteica 

(µg) * 
Número de spots  

3 – 10 NL 300 699 

3 – 10 NL 600 1.121 

4 – 7 L 300 441 

4 – 7 L 600 622 
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5.2 Geração dos perfis 2DE das cepas WT e Apo de Strigomonas culicis 

A Figura 5.8  apresenta os géis referência para a cepa selvagem, para a qual 

um total de 15 géis foram obtidos para a fase log: 5 géis representando início (24 

horas), 5 géis representando meio (56 horas) e 5 géis representando fim (80 horas). 

A Figura 5.9  apresenta os géis referência para a cepa apossimbiótica, para a qual 

um total de 20 géis foram obtidos para as fases logarítmica e estacionária: 5 géis 

representando início (24 horas), 5 géis representando meio (56 horas) e 5 géis 

representando fim de fase log (80 horas), e 5 géis representando a fase estacionária 

(92 horas). Os mesmos géis, em maior ampliação, podem ser individualmente 

visualizados no Anexo  (item 9.1). 

 O uso de replicatas biológicas em detrimento de replicatas técnicas é 

justificado pela fórmula de cálculo de erro padrão. Nesta, o erro padrão (SE) pode 

ser calculado pela fórmula, onde Sb corresponde ao desvio padrão entre amostras 

biológicas e St entre replicatas técnicas de uma mesma amostra, n representa o 

número de replicatas biológicas e m o número de técnicas. Por este cálculo, é 

possível compreender que aumentos em n ou m induzem a uma redução de SE, 

porém um aumento de n induzirá uma maior redução de SE do que um aumento de 

m. Sendo assim, quando apenas um número limitado de géis pode ser 

confeccionado, tendo em vista a grande massa de proteínas a ser utilizada e a 

limitação metodológica de como lidar com uma grande quantidade de géis, como 

acontece em estudos utilizando 2DE, replicatas biológicas são sempre melhores que 

replicatas técnicas (revisto por Valledor e Jorrín, 2011). 
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Figura 5.8  - Perfil eletroforético bidimensional das proteínas e xtraídas da cepa WT de S. culicis 
em distintas etapas da fase logarítmica de crescime nto celular.  
Representação do perfil eletroforético de uma amostra contendo 600 µg de proteínas, oriundas do (A) 
início, (B) meio e (C) fim da fase logarítmica de crescimento celular da cepa WT de S. culicis, obtida 
após extração com tampão de lise Ci e técnica de congelamento e descongelamento em nitrogênio 
líquido, com posterior precipitação de proteínas utilizando a metodologia de etanol/acetona. 
Focalização isoelétrica em fitas de pH imobilizado de 3-10 NL. Imagem, redimensionada, 
representativa do gel referência (master) de um experimento realizado em quintuplicata biológica. 
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Figura 5.9 - Perfil eletroforético bidimensional da s proteínas extraídas da cepa Apo de S. culicis 
em distintas etapas da fase logarítmica e da fase e stacionária de crescimento celular. 
Representação do perfil eletroforético de uma amostra contendo 600 µg de proteínas, oriundas do (A) 
início, (B) meio e (C) fim da fase log e de (D) fase estacionária de crescimento celular da cepa Apo de 
S. culicis, obtida após extração com tampão de lise Ci e técnica de congelamento e descongelamento 
em nitrogênio líquido, com posterior precipitação de proteínas utilizando a metodologia de 
etanol/acetona. Focalização isoelétrica em fitas de pH imobilizado de 24 cm 3-10 NL. Imagem, 
redimensionada, representativa do gel referência (master) de um experimento realizado em 
quintuplicata biológica. 
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Uma das réplicas do tempo de 80 h (fim de fase exponencial – cepa WT) 

apresentou perfil eletroforético diferente do resto das replicatas do grupo. Na figura 

5.10A pode-se observar o gel referente à réplica citada. Quando comparado às 

outras replicas (Figura 5.10B, C, D e E), este gel apresentou uma redução de 52,7% 

no número de spots, sendo observado um grande número de arrastes. Os motivos 

envolvidos nesta redução drástica podem estar relacionados a algum defeito na fita 

de pH imobilizado utilizada, tendo em vista que este foi o único strip oriundo de lote 

diferente dos utilizados para as outas replicatas. Tendo em vista o ocorrido, este gel 

foi excluído das análises de imagem, e visando igualar o número de réplicas 

utilizadas, para cada grupo experimental analisado, um gel de cada grupo também 

foi excluído, utilizando-se como parâmetro para exclusão o maior desvio padrão 

apresentado após quantificação de spots. 

A análise de imagem dos géis da cepa WT de S. culicis, mostrou um aumento 

no número de spots detectados de acordo com o avanço da fase logarítmica do 

crescimento celular, como podemos observar pelos dados apresentados na Figura 

5.11A. Para a cepa apossimbiótica, a análise de imagem dos géis indicou um 

aumento no número de spots quando a célula alcança a metade da fase 

exponencial, porém na passagem desta etapa para o fim da fase exponencial ocorre 

uma manutenção no número de spots, com ligeira diminuição na fase estacionária 

(Figura 5.11B ). O perfil eletroforético das proteínas de ambas as cepas é 

semelhante, apresentando um maior número de proteínas de alta massa molecular, 

compreendidas entre 97 e 45 kDa, com uma grande concentração na região mais 

central referente ao processo de focalização isoelétrica, correspondente ao intervalo 

de pH de 4 a 6. Proteínas nos extremos de pI e volume molecular são representadas 

em menor quantidade e intensidade. 
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Figura 5.10 - Géis bidimensionais referentes às rep licatas biológicas de fim de fase logarítmica 
de S. culicis.  
Cada amostra utilizada foi oriunda de uma extração de proteínas após 80 horas de crescimento 
celular, equivalendo à etapa de fim de fase logarítmica da cepa WT de S. culicis. 

 



 

 65

             

 

 

 

         (A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (B) 

 
Figura 5.11 - Quantificação de spots (A) em distint as etapas da fase log de crescimento celular 
da cepa WT e (B) das fases logarítmica e estacionár ia da cepa Apo de S. culicis. 
Os dados obtidos representam a média do número de spots em cada uma das etapas com seus 
respectivos desvios-padrões. Experimento realizado em quadruplicata biológica. * p<0,05 
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5.3 Análise comparativa dos perfis proteômicos bidi mensionais 

Um pré-processamento dos dados foi realizado, tendo em vista que dados 

proteômicos brutos tendem a apresentar uma grande variabilidade. Esta 

variabilidade está relacionada ao baixo número de replicatas utilizadas sendo 

inerente: (1) a técnica 2DE, (2) ao número de spots ausentes em uma série de 

réplicas de uma mesma amostra (denominados missing values), e (3) às diferentes 

variâncias entre os spots. Sabendo que a intensidade de um spot é diretamente 

proporcional ao número de pixels identificados pelo instrumento, manchas maiores 

sofrem maior interferência do processo de digitalização de imagem, a variância 

observada nos dados não é igualmente distribuída. Por estes motivos, 

transformações dos dados se fazem necessárias, sendo a transformação 

logarítmica, com normalização dos dados, uma das mais adequadas para dados de 

2DE (Valledor e Jorrín, 2011). 

Previamente à análise comparativa dos dados, a área de todos os spots 

detectados foi transformada e reorganizada a fim de realizar uma análise de 

componentes principais. O resultado mostrou que a variação entre as réplicas foi 

suficientemente pequena para distinguir as condições experimentais estabelecidas 

(Figura 5.12 ). 
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Figura 5.12 - Análise de componentes principais das  replicatas biológicas de cepas de S. 
culicis. 
Cada cor representa um conjunto de replicatas de uma condição experimental. A cepa WT está 
representada pelas cores: vermelha (início de fase log), verde (meio de fase log) e azul (fim de fase 
log). A cepa Apo está representada pelas cores: ciano (início de fase log), lilás (meio de fase log), 
amarela (fim de fase log) e cinza (fase estacionária). Nos eixos X e Y a sigla PC equivale a 
componente principal 1 e 2. 
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Os perfis proteômicos bidimensionais foram comparados dois a dois em 

programa de análise de imagens Image Master 2D platinum 7 (GE Healthcare), 

sendo dois tipos de análises comparativas realizadas: intercepa e intracepa. Na 

análise intracepa, também denominada neste trabalho de análise temporal, géis de 

início de fase log foram comparados aos géis de meio de fase log, e géis de meio de 

fase log foram comparados aos de fim de fase log. No caso específico da cepa Apo, 

géis de fim de fase log foram comparados aos de fase estacionária. Na análise 

intercepa, foram realizadas todas as combinações possíveis entre os géis de fase 

log da cepa WT e da cepa Apo. 

Com esta análise foram definidos todos os spots que apresentaram 

abundância relativa diferencial, bem como os que só estavam presentes em uma 

das condições analisadas, sendo, portanto, denominados, exclusivos. O termo 

exclusivo indica apenas que aquele spot não pode ser detectado pela metodologia, 

não necessariamente implicando que a proteína representada pelo spot não esteja 

presente na amostra. 

Os spots que apresentaram abundância relativa diferencial foram submetidos 

à análise estatística. No caso do uso de quatro replicatas biológicas, comumente os 

softwares de análise de imagens realizam o teste T ou análise de variância 

(ANOVA), testes que não são suficientemente poderosos para detectar, com alta 

confiabilidade, as diferenças observadas. Por este motivo escolhemos o método 

LIMMA (Smyth, 2005), inicialmente desenvolvido para ensaios de micro arranjos de 

RNA, o qual pode lidar com baixo número de replicatas e presença de missing 

values (Schwämmle, 2013). Para a análise, foi permitido até um missing value por 

grupo de replicatas biológicas sendo seguido por testes estatísticos para 

comparações não pareadas da intensidade dos spots. P valores foram corrigidos por 

múltiplos testes (Storey, 2002). Toda comparação da abundância com q valor inferior 

ou igual a 0,05, correspondendo a valores de taxas de falsa descoberta (false-

discovery rate - FDR) de 5%, foi considerada como sendo representativa de 

spot/proteína regulada. A Figura 5.13  apresenta os gráficos do tipo volcano plot 

onde o eixo horizontal representa o logaritmo de base 2 do valor da razão entre as 

abundâncias, de determinado spot/proteína, de duas condições experimentais sendo 

comparadas. Esta razão é usualmente chamada de fold-change na literatura. Para o 

ponto 0 (zero) temos que log2 fold-change = 0. Logo, fold-change (razão entre as 

abundâncias) = 2
0
 = 1. Ou seja, neste caso, o spot (proteína) encontra-se na mesma 
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concentração nas duas amostras comparadas. Valores de log2 fold-change maiores 

do que zero indicam maior abundância relativa daquele spot, na amostra que 

encontra-se como numerador. Por outro lado, valores negativos de log2 fold-change 

indicam abundância relativa diminuída. O eixo vertical da figura 5.13  representa o 

valor negativo do logaritmo (base 10) dos q valores encontrados para cada 

comparação. A linha preta determina o ponto de corte, acima do qual estão as 

abundâncias com valores taxa de falsa descoberta (FDR) inferiores a 5%.  

 

 

56h x 24h (WT) 80h x 24h (WT) 80h x 56h (WT) 56h x 24h (Apo)
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Figura 5.13 - Abundância diferencial de spots  em condições pareadas de S. culicis. 
Representação dos spots diferenciais por estatística (DifEstat), após comparação duas a duas para 
cada uma das condições analisadas (cepa e tempo de crescimento). A linha horizontal  indica o ponto 
de corte acima do qual estão os spots que apresentam taxa de falsa descoberta inferiores a 5%. 
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5.3.1 Comparações intracepas  

 

Dentre as comparações realizadas entre as fases de crescimento da cepa 

WT, é possível observar que a comparação que apresenta o maior número de spots 

com abundância diferencial com significância estatística é a realizada entre fim e 

início de fase log (80 h versus 24 h). Para a cepa Apo, isto acontece para as 

comparações entre meio e início de log (56 h versus 24 h) e fim e início de log (80 h 

versus 24 h). Na cepa Apo, a comparação entre fase estacionária e fim de fase log 

(92 h versus 80 h) apresenta maiores diferenças do que a comparação entre fase 

estacionária e meio de fase log (92 h versus 56 h), sendo que existem menos 

diferenças entre fase estacionária e início de fase log (92 h versus 24 h), indicando 

que possivelmente ocorre uma readaptação metabólica desta cepa na fase 

estacionária, aproximando-a às características celulares de início e meio de fase log, 

uma condiçao bem distinta do fim de fase log (Figura 5.13 ). Estes dados estão em 

concordância com a análise de componentes principais (Figura 5.12 ) onde, para a 

cepa Apo, ocorreu o agrupamento das replicatas biológicas dos géis bidimensionais 

de fase estacionária próximo aos géis de início de fase log da mesma cepa 

A partir dos dados apresentados na Figura 5.13 , foi quantificado o número de 

spots que apresentaram abundância relativa diferencial, com significância 

estatística, entre as condições analisadas. Estes serão denominados a partir desse 

momento diferenciais por estatística (DifEstat). Nas Figuras 5.14 e 5.15  podemos 

observar as comparações intracepas. Nestes gráficos, além da quantificação dos 

DifEstat, estão também representados os spots exclusivos de cada condição. Estes 

últimos serão denominados diferenciais por exclusividade (DifExclusiv). 
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Figura 5.14 - Relação de spots  diferenciais por estatística (DifEstat) e diferenc iais por 
exclusividade (DifExclusiv) na cepa WT de S. culicis.  
Todas as comparações foram feitas duas a duas e estão representadas por pares de barras. Barras 
pretas indicam o número de spots diferenciais por exclusividade (DifExclusiv) e barras brancas 
indicam o número de spots diferenciais por estatística (DifEstat). O somatório do número total de 
spots diferenciais está indicado no topo de cada comparação. 
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Figura 5.15 - Relação de spots  diferenciais por estatística (DifEstat) e diferenci ais por exclusividade (DifExclusiv) na cepa Apo de S. culicis. 
Todas as comparações foram feitas duas a duas e estão representadas por pares de barras. Barras pretas indicam o número de spots diferenciais por 
exclusividade (DifExclusiv) e barras brancas indicam o número de spots diferenciais por estatística (DifEstat). O somatório do número total de spots diferenciais 
está indicado no topo de cada comparação. 

Início 
 



 

 73

Na cepa WT, há ocorrência de uma maior quantidade de DifExcluiv, na 

metade da fase log (249 spots). Desta forma, quando quantificado o número total de 

spots diferenciais (soma dos DifEstat e DifExclusiv) a comparação feita entre meio e 

fim de fase log (56 h versus 80 h) apresenta o maior número de diferenças 

observadas, somando 441 spots, significando uma maior modulação de 

spots/proteínas entre estas etapas. Esta modulação pode estar relacionada não 

apenas à expressão de novas proteínas, mas também às modificações pós-

traducionais de proteínas já expressas. 

Diferentemente da cepa WT, a cepa Apo apresenta um padrão de aumento 

crescente no número de DifExclusiv com o decorrer da fase log de crescimento 

celular (28, 173 e 201), seguido de diminuição na fase estacionária (103). O 

somatório do número total de spots diferenciais indica a ausência de uma etapa 

marcantemente diferenciada entre a maioria das comparações realizadas, com 

exceção da comparação de início de fase exponencial com fase estacionária, para a 

qual está representada a menor quantidade de spots totais diferenciais (156), em 

relação a todas as outras comparações, as quais apresentaram uma média de 364 ± 

35 spots, sendo este mais um indicativo, em conjunto com a quantificação de 

DifEstat e com a análise de componentes principais de que, possivelmente, ocorre 

uma readaptação metabólica desta cepa na fase estacionária, aproximando-a às 

características celulares de início de fase log. 

Em ambas as cepas, DifEstat apresentam razões de abundância distintas 

(eixo das abscissas da Figura 5.13 ), porém poucos apresentam uma alteração 

visualmente marcante. Considerando um valor arbitrário de razão de abundância 

(fold-change) igual a 3,00 [equivalente a valores acima de aproximadamente 1,58 no 

eixo x], apenas 11 spots se encontram nesta condição; destes, cinco em 

comparações realizadas intracepa selvagem e seis em comparações intracepa 

apossimbiótica. Quando consideramos uma razão de abundância igual a 0,33 

[equivalente a valores abaixo de aproximadamente -1,58 no eixo x], existem apenas 

12 spots, sendo três destes em comparações realizadas intracepa selvagem e nove 

em comparações intracepa apossimbiótica. Estes valores não correspondem a 10% 

do total de DifEstat de cada uma das cepas.  

A análise das abundâncias dos spots com intuito de definir quais devem ser 

considerados importantes para identificação de proteínas deve sempre ser feita com 

cautela. A expectativa errônea de que apenas grandes variações em abundância, 

em distintas condições experimentais, são biologicamente importantes, não deve 



 

 74

nortear a seleção de spots a serem identificados. A justificativa para tal afirmação se 

baseia no fato de que nem sempre são necessárias grandes alterações na 

expressão de uma proteína para se enxergar sua função ou sua atuação, como é o 

caso de proteínas que atuam em controles finos e delicados dentro de uma célula, 

como por exemplo, fatores de inibição e transcrição gênica (revisto por Valledor e 

Jorrín, 2011). Sendo assim, mesmo com uma baixa taxa de DifEstat que apresentem 

grandes variações de abundância, diversas proteínas importantes podem estar 

sendo representadas por pequenas variações. Deste modo, todos os DifEstat, de 

acordo com os parâmetros previamente descritos, foram selecionados para serem 

identificados por espectrometria de massas. 

A imagem de 2DE representativa de cada comparação realizada está 

representada no Anexo  (subitem 9.2), nesta é possível observar o posicionamento 

dos spots DifEstat e DifExclusiv. 

 

 

 

5.3.2 Comparações intercepas 

 

As comparações realizadas entre as distintas cepas de S. culicis foram 

realizadas pareando tempos de crescimento iguais. Desta forma, os perfis 2DE de 

início, meio e fim de fase log da cepa Apo foram comparados, respectivamente, com 

os perfis de início, meio e fim de fase log da cepa WT. 

Os três últimos gráficos apresentados na Figura 5.13  compreendem 

resultados desta análise. A quantificação de DifEstat e DifExclusiv está representada 

na Figura 5.16 . Nesta figura podemos observar que o início de fase log, para ambas 

as cepas, é a etapa que apresenta o menor número total de spots diferenciais (195 

spots), sendo ainda a etapa com menor número de DifExclusiv. Meio e fim de fase 

exponencial apresentam, respectivamente, número total de spots diferenciais 2,5 e 

2,0 vezes maiores que o total apresentado pelo início de fase exponencial.  

A imagem de 2DE representativa de cada comparação realizada está 

representada no Anexo  (subitem 9.2), nesta é possível observar o posicionamento 

dos spots DifEstat e DifExclusiv. 
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Figura 5.16 - Relação de spots  diferenciais por estatística (DifEstat) e diferenc iais por 
exclusividade (DifExclusiv) na comparação entre cep as WT e Apo de S. culicis. 
Todas as comparações foram feitas duas a duas e estão representadas por pares de barras. Barras 
pretas indicam o número de spots diferenciais por exclusividade (DifExclusiv) e barras brancas 
indicam o número de spots diferenciais por estatística (DifEstat). O somatório do número total de 
spots diferenciais está indicado no topo de cada comparação. 
 

 



 

 76

A quantificação relativa de DifEstat e DifExclusiv, em relação ao número total 

de spots detectados em cada etapa do crescimento celular, está representada na 

Figura 5.17 . Nesta figura podemos observar que a cepa Apo apresenta uma maior 

porcentagem de spots totais diferenciais, independente da comparação realizada. 

Além disso, a proporção de DifExclusiv em cada condição analisada se mantém 

parecida entre as cepas, ocorrendo uma maior variação na proporção de DifEstat. 

Apesar da fase de início de crescimento celular ser a detentora do menor número 

total de spots diferenciais, é esta a etapa que apresenta as maiores diferenças entre 

as cepas WT e Apo, sendo esta diferença representada pelos DifEstat. O mesmo 

ocorre quando comparamos o fim de fase log, porém nesta etapa a maior 

porcentagem de spots totais diferenciais é caracterizada pelos DifExclusiv. 

Estes dados indicam que as diferenças estruturais e metabólicas entre as 

cepas WT e Apo de S. culicis são fruto conjunto da diferença em níveis proteicos 

bem como da presença de proteínas distintas ou de isoformas, diferencialmente 

expressas em cada cepa. No entanto, em início de fase log, as diferenças na 

abundância de proteínas compartilhadas entre ambas as cepas poderiam ser as 

responsáveis pelas diferenças observadas entre ambas.   

Pelos mesmos motivos expostos na seção anterior, todos os DifEstat, de 

acordo com os parâmetros previamente descritos, foram selecionados para serem 

identificados por espectrometria de massas.  

A importância dos DifExclusiv é inegável, porém devido ao grande número 

destes, se tornou impossível a identificação de todos durante esta tese, sendo, 

portanto, selecionados para identificação apenas uma parcela, compreendida pelos 

spots exclusivos em início de fase log de ambas as cepas, e os 10 mais intensos 

presentes em meio e fim de fase log de cada cepa. 
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Figura 5.17 – Porcentagem relativa de spots  diferenciais por estatística (DifEstat) e diferenc iais 
por exclusividade (DifExclusiv) na comparação entre  cepas WT e Apo de S. culicis. 
Todas as comparações foram feitas duas a duas e estão representadas por pares de barras. Barras 
pretas indicam o número de spots diferenciais por exclusividade (DifExclusiv) e barras brancas 
indicam o número de spots diferenciais por estatística (DifEstat). Os dados correspondem a 
percentagem de spots em relação ao número total de spots detectados em cada etapa do 
crescimento celular de cada cepa. 
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5.3.3 Proteínas identificadas  

  

Todos os DifEstat e a parcela selecionada dos DifExclusiv foram identificados 

por peptide-spectrum matching (PSM) utilizando espectrômetro de massas do tipo 

MALDI-TOF/TOF. Na ausência de identificação por esta metodologia, as amostras 

foram identificadas por nano ESI-LTQ XL/Orbitrap. Com o objetivo de minimizar 

identificação de spots errôneos, foram excluídos do processo de identificação os que 

apresentavam intensidade de coloração insuficiente para serem detectados 

visualmente e os que não apresentavam definição de borda, impedindo a detecção 

de seu exato posicionamento frente aos spots circundantes. 

Para a cepa Apo, do total de DifEstat, 194 foram submetidos à identificação 

por espectrometria de massas. Destes 106 (54,6%) foram identificados por MALDI-

TOF/TOF e 22 (11%) por espectrometria de massas de alta resolução (Anexo 

subitem 9.3, Tabela 1 ). Para a cepa selvagem, do total de DifEstat 104 foram 

submetidos à identificação por espectrometria de massas. Destes, 69 (66,3%) foram 

identificados por MALDI-TOF/TOF e 5 (5%) por espectrometria de massas de alta 

resolução (Anexo subitem 9.3, Tabela 2 ). A comparação entre as cepas WT e Apo 

originou 174 DifEstat que foram submetidos à identificação por espectrometria de 

massas. Destes 112 (64,4%) foram identificados por MALDI-TOF/TOF e 28 (25%) 

por espectrometria de massas de alta resolução (Anexo subitem 9.3, Tabela 3 ). Os 

dados detalhados de cada comparação realizada estão representados nas tabelas 

5.3, 5.4 e 5.5. 

 

Tabela 5.3 – Relação entre número de spots DifEstat e quantidade de proteínas 

identificadas na comparação intracepa WT de S. culicis. 

 

Identificação 

Comparação intracepa (WT) 

Início x Meio de 

log 

Início x Fim de 

log 

Meio x Fim de  

log 

# spots  DifEstat 59 115 25 

# spots  DifEstat 

identificados 
30 53 17 

# proteínas 

identificadas 
45 72 22 
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Tabela 5.4 - Relação entre número de spots DifEstat e quantidade de proteínas identificadas n a comparação intracepa Apo de S. 

culicis. 

 

Identificação 

Comparação intracepa (Apo) 

Início x Meio de 

log 

Início x Fim de 

log 

Meio x Fim de 

log 

Início de log x 

Estacionária 

Meio de log x 

Estacionária 

Fim de log x 

Estacionária 

# spots  DifEstat 110 116 13 25 42 33 

# spots  DifEstat 

identificados 
70 60 2 17 29 22 

# proteínas 

identificadas 
114 93 9 34 50 35 
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Tabela 5.5 – Relação entre número de spots DifEstat e quantidade de proteínas 

identificadas na comparação intercepas WT e Apo de S. culicis. 

 

 

Identificação 
Comparação intercepa (WT x Apo) 

Início de log Meio de log Fim de log 

# spots  DifEstat 115 73 113 

# spots  DifEstat 

identificados 
78 45 71 

# proteínas 

identificadas 
125 57 120 
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Um total de 128 DifExclusiv foram submetidos à identificação, dos quais 47 

(36,7%) foram identificados por MALDI-TOF/TOF e 20 (16%) por espectrometria de 

massas de alta resolução (Anexo subitem 9.3, Tabela 4 ). 

Devido ao baixo número de spots DifExclusiv submetidos a identificação por 

MS aliado a baixa taxa de identificações destes, optamos por trabalhar com os 

DifEstat, utilizando-os para detalhamento de alguns processos biológicos: (1) 

expressão de peptidases, (2) síntese de heme e (3) interação tripanossomatídeo-

hospedeiro. 

 

 

5.3.3.1 Expressão de peptidases 

 

As peptidases estão presentes em todos os domínios da vida: eukarya, 

archea e bacteria. Uma vez que estas enzimas compreendem um grupo de 

proteínas que catalisam a hidrólise de ligações peptídicas, é natural a sua 

participação em diversas funções biológicas, tendo em vista que em todas as etapas 

de desenvolvimento celular se faz necessário processamento ou degradação 

proteolítica de proteínas (revisto em Santos et al., 2013). Estas enzimas são 

primariamente, e historicamente, subdivididas em dois grandes grupos de acordo 

com a reação catalisada: endopeptidases e exopeptidases. Atualmente, a 

classificação se tornou mais complexa devido à grande quantidade de informações 

estruturais e funcionais dessas enzimas, fazendo com que estas sejam subdivididas 

em classes, as quais podem ser agrupadas em famílias, sendo cada família 

representada por seu domínio catalítico: aspártico, cisteíno, metalo, serino, treonino, 

glutâmico e asparagino peptidases. Estas famílias podem ser agrupadas em clãs 

dependendo de sua homologia e ancestralidade em comum (Lima et al., 2013; 

revisto em Santos et al., 2013). 

Em micro-organismos, além de exercerem funções biológicas básicas, as 

peptidases agem como fatores de virulência, atuando em processos de colonização, 

invasão, disseminação e evasão do sistema imunológico do hospedeiro (Lima et al., 

2013; revisto em Santos et al., 2013). Em tripanossomatídeos as classes mais 

abundantes de peptidases são: cisteíno e metalo peptidases (Santos et al., 2013). 

Nos últimos anos o estudo de peptidases de tripanossomatídeos tem ganhado maior 

atenção, uma vez que estas enzimas possuem função essencial no processo de 

interação entre parasito e hospedeiro, sendo um importante alvo para ação de 
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quimioterápicos e para o estudo de interação celular (revisto por Vermelho et al, 

2010; Lima et al, 2013). 

As peptidases presentes em tripanossomatídeos monoxênicos fazem parte 

das famílias das cisteíno peptidases (que inclui as calpaína-símile) e metalo 

peptidases (que inclui a gp63-símile), sendo a atividade destas enzimas evidenciada 

principalmente em frações aquosas e de membrana, respectivamente (Branquinha 

et al., 1996; revisto por Vermelho et al., 2010). Vale ressaltar que a atividade 

proteolítica para calpaínas-símile em tripanossomatídeos ainda não foi 

inequivocamente demonstrada (revisto por Branquinha et al., 2013). 

As calpaínas foram inicialmente descritas em células de mamíferos e estão 

implicadas em funções celulares básicas, e como tal, sua atividade desregulada 

parece ser o fato crucial para o desencadeamento de importantes doenças 

humanas, como Alzheimer (revisto por Branquinha et al., 2013). As calpaínas típicas 

de mamíferos são peptidases heterodiméricas, compostas por duas subunidades, 

uma menor regulatória (30 kDa) e uma maior catalítica (80 kDa), sendo a maior 

formada por 4 domínios. O domínio I contém a região N-terminal e sua função é 

desconhecida; o domínio II apresenta o sítio catalítico e regiões ligadoras de cálcio; 

o domínio III serve de ligador entre os domínios II e IV; e o domínio IV é essencial 

para a atividade enzimática e dimerização da enzima. Os homólogos de calpaína 

encontrados em micro-organismos ou em organismos invertebrados podem 

apresentar os quatro domínios típicos, bem como apresentar diferenças na 

composição de aminoácidos desses domínios. A atividade proteolítica é modulada 

por cálcio e outros fatores, como fosfolipídeos, sugerindo uma atividade proteolítica 

em sítios próximos à membrana plasmática, uma vez que as concentrações de 

cálcio requeridas para a ativação da enzima não são as encontradas 

fisiologicamente nas células. As calpaínas parecem agir especificamente sobre 

substratos, modificando-os, em detrimento de uma ação proteolítica com fins 

degradativos. Neste sentido, proteínas dessa família estão envolvidas em processos 

de apoptose, transdução de sinal, diferenciação, remodelação de citoesqueleto e 

interação com a célula hospedeira (Ono et al., 1998; Hosfield et al., 1999; Ersfeld et 

al, 2005; Giese et al, 2008; revisto por Vermelho et al., 2010; revisto por Branquinha 

et al., 2013).  

Famílias gênicas relacionadas à calpaínas em não-mamíferos são geralmente 

pequenas, porém em tripanossomatídeos essas famílias se destacam. O genoma 

recém-publicado indica para S. culicis a presença de 62 genes para cisteíno 
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peptidases do tipo calpaína-símile, enquanto A. deanei apresenta 85 genes, o que 

faz destas proteínas a maior família de genes presente em cada um dos genomas, 

podendo ser um indicativo da essencialidade destas enzimas para o 

desenvolvimento destes micro-organismos (Motta et al, 2013). Neste contexto, os 

estudos proteômicos ajudarão a aprofundar o conhecimento acerca desta família 

gênica, contribuindo para desvendar quais são os genes ou pseudogenes de fato 

expressos por estes tripanossomatídeos, questão ainda pouco compreendida. 

As calpaínas de tripanossomatídeos podem ser categorizadas em quatro 

grupos: grupo 1 e 2, denominadas de calpaína-símile (CALPs), apresentam os 

quatro domínios das calpaínas típicas de mamíferos. Esses dois grupos são 

distinguíveis pelo seu domínio N-terminal, que pode ser encontrado apenas em 

cinetoplastídeos (Ik), ou ser do tipo heterogêneo (IH) (Figura 5.18 ). O grupo 3 detém 

pequenas proteínas com homologia a Ik, sendo denominadas de pequenas proteínas 

de cinetoplastídeos relacionadas a calpaínas (SKCRPs). Em T. cruzi, T. brucei e L. 

major o comprimento médio destas proteínas é de 200 aminoácidos, a falta de 

similaridade deste domínio com outras calpaínas conhecidas impossibilita a 

determinação de sua função; por fim, as calpaínas do grupo 4 são altamente 

divergentes, e se caracterizam pela presença de uma ou mais regiões repetitivas 

(Figura 5.18 ) (Ersfeld et al, 2005). Calpaínas do grupo 4 têm sido detalhadamente 

estudadas por Galetovic e colaboradores (2011), porém sua função ainda não está 

claramente definida, mas sua detecção em estudos em T. cruzi, demonstram um 

relevante papel biológico (Andrade et al. 2008, Giese et al. 2008). Nossos dados 

proteômicos corroboram esses achados prévios e reforçam que a abundante 

expressão desta família multigênica em tripanossomatídeos monoxênicos e 

heteroxênicos indica uma função em processos celulares essenciais, ou em 

processos de interação com hospedeiros.  
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Figura 5.18 - Classificação das calpaína-símile de tripanossomatídeos. 
Agrupamento das calpaínas de tripanossomatídeos de acordo com a estrutura de domínios 
apresentada. Os domínios representados são: domínio I específico de cinetoplastídeos (Ik), domínio I 
heterogêneo (IH), domínio II que contém o sítio catalítico, mesmo que a tríade catalítica esteja 
alterada, domínio III de função desconhecida, domínio de sequências repetitivas (R) e domínio C-
terminal (C). Extraído de Ersfeld et al., 2005. 
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Dentre as proteínas identificadas nesta tese, é possível observar a modulação 

de cisteíno peptidases e, mais especificamente, de uma calpaína-símile. Na análise 

intracepa da cepa WT de S. culicis foi possível identificar a modulação de uma 

calpaína-símile de 169 aminoácidos, representada por uma proteína com 19,5 kDa e 

pI de 6,3, tendo sida identificada por MALDI-TOF/TOF com 17% de cobertura de 

sequência. Esta proteína está modulada entre início e fim de fase log da cepa WT, 

apresentando maior abundância no início do crescimento celular (Anexo subitem 

9.3, Tabela 2 ). Sua abundância diferencial também foi detectada na comparação 

intercepas. Nesta comparação é possível observar a modulação desta proteína, nas 

comparações entre início, meio e fim de fase log (Anexo subitem 9.3, Tabela 3 ). 

Este dado indica uma maior abundância em toda a etapa log de crescimento da 

cepa WT em comparação à cepa Apo. 

O uso da funcionalidade de busca de domínios conservados (Web CD-search 

tool) do NCBI permitiu correlacionar o domínio identificado na sequência de 

aminoácidos da calpaína encontrada com a arquitetura de domínios similares em 

outras proteínas, fazendo uso da funcionalidade Conserved Domain Architecture 

Retrieval Tool (Marchler et al., 2004, 2009, 2011; Geer et al., 2002). Como podemos 

observar na Figura 5.19 , o domínio DUF foi o único identificado na sequência desta 

proteína; este domínio possui função desconhecida e está presente em calpaínas do 

grupo 3, caracterizando esta como uma SKCRP. 
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Figura 5.19 - Identificação de domínios conservados . 
A sequência de aminoácidos da calpaína-símile de S. culicis, identificada neste trabalho, foi submetida à busca 
por domínios conservados (Web CD-search tool). Cada linha indica a similaridade com proteínas de outros 
organismos. O domínio DUF 1935 está representado em verde e o domínio II representado em rosa (CysPC). 

 



 

 87

Até o momento a identificação de calpaínas em tripanossomatídeos 

monoxênicos, realizada através de reatividade cruzada de anticorpos só foi realizada 

para A. deanei e H. samuelpessoai (d’Avila-Levy et al., 2003; Pereira et al., 2009). 

Para A. deanei, uma calpaína-símile secretada foi purificada por cromatografia e sua 

massa molecular estimada em 80 kDa, o que poderia corresponder a um dímero. A 

atividade hidrolítica relacionada a esta enzima foi inibida por EGTA e por E-64. Além 

disso, a apoenzima gerada pela incubação com EGTA e 1,10-fenantrolina teve a 

atividade completamente restaurada por cloreto de cálcio mas apenas parcialmente 

por outros íons divalentes. Desta forma, os dados bioquímicos indicavam se tratar 

de uma calpaína-símile. Além disso, a reatividade ao anticorpo anti-calpaína de uma 

calpaína atípica de Drosophila melanogaster reforçou esta possibilidade. Entretanto, 

no momento da publicação do artigo, devido à falta de dados genômicos da espécie, 

não foi possível definir se a enzima identificada correspondia a um membro 

verdadeiro da família das calpaínas (d’Avila-Levy et al., 2003). 

Um estudo proteômico utilizando L. donovani identificou uma SKCRP 

correlacionando-a a processos de sensibilidade a antimônio. Uma maior abundância 

desta proteína aumenta a sensibilidade a antimônio por apoptose. Os autores 

propõem que esta proteína, a qual apresenta estrutura de domínio idêntica à 

calpaína descrita nesta tese, atue como um regulador de morte programada, 

devendo interagir com outras calpaína-símiles detentoras de domínios II e III 

(Vergnes et al., 2007).  

A dualidade de massas moleculares observadas para as calpaínas de A. 

deanei e a identificada por abordagem proteômica pode estar relacionada a 

diferentes grupos de calpaínas sendo identificados. Uma vez que as SKRCPs não 

apresentam atividade hidrolítica, sua identificação por estudos que utilizem perfil de 

inibição de atividade enzimática não pode ser alcançada. 

A grande abundância de genes de calpaínas em tripanossomatídeos que 

albergam simbionte pode estar relacionada à presença do simbionte, uma vez que 

sua presença requer um maior controle de regulação do ciclo celular e da 

distribuição das organelas no citoplasma, atividades biológicas intimamente 

associadas às funções de calpaínas (Ersfeld et al., 2005; Motta et al., 2013). Deste 

modo, nosso achado de maior abundância em início de fase log (para a comparação 

intracepa WT), e em cepa WT quando comparado à cepa Apo (para a comparação 

intercepas) é justificado pelo momento em que a célula se encontra, no qual a 

mesma está se preparando para iniciar o processo de divisão celular, ocorrendo 
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uma remodelação da estrutura citoplasmática, incluindo a movimentação de 

organelas e do próprio simbionte (Brum et al., 2014). 

 Além da presença destas enzimas, uma cisteíno peptidase, de 95 kDa e pI 

de 4,8 também foi identificada na análise intracepa Apo, não sendo observada 

abundância diferencial para a mesma cisteíno peptidase em cepa WT e nem quando 

as duas cepas são comparadas. Para esta peptidase, ocorre apenas a modulação 

entre início e meio de fase log de cepa Apo, apresentando maior abundância no 

início desta fase (Anexo subitem 9.3, Tabela 1 ).  

Interessantemente, no trabalho de Santos e colaboradores (2001), o grupo 

analisou a influência das condições de cultivo sobre peptidases de S. culicis WT 

associadas à célula (de membrana e citoplasma) e secretadas e observou um 

aumento da atividade proteolítica com o desenvolvimento celular. Esta atividade 

estaria relacionada a cisteíno peptidases de baixa massa molecular (< 60 kDa) 

associada à célula (Santos et al., 2001). Este trabalho deixa claro que a composição 

do meio de cultura interfere diretamente nos tipos e na abundância de peptidases 

associadas à célula e secretadas, o que não excluiria a observação realizada em 

nosso trabalho, tendo em vista a utilização de meio de cultura e condições de cultivo 

diferenciadas. Além disso, o trabalho de Santos e colaboradores (2001) não 

padroniza massa de proteínas para a análise de atividade proteolítica por 

enzimografia, trabalhando com um determinado número de células a ser submetido 

à extração de proteínas, e pré-determinando um volume do extrato proteico total a 

ser utilizado. É sabido que a espécie S. culicis apresenta uma tendência ao 

agrupamento celular na forma de rosetas à medida que a densidade populacional 

aumenta, proporcionando a presença de grandes agrupamentos celulares em 

culturas de fim de fase log. A abordagem metodológica utilizada por Santos e 

colaboradores não leva em consideração esta situação, o que poderia permitir a 

utilização de um número bem maior de células em fim de fase exponencial em 

comparação com as outras etapas. Desta forma, em suas análises o aumento da 

atividade proteolítica pode estar relacionado à utilização de uma maior concentração 

destas enzimas devido à extração de proteínas de um maior número de células.   

Em nosso trabalho, nenhum spot correspondente a outras peptidases foi 

identificado como diferencialmente abundante entre cepa WT e Apo. No entanto, um 

estudo comparativo prévio, realizado entre as cepas de S. culicis, uma maior 

atividade gelatinolítica foi observada na cepa Apo em fase exponencial do 

crescimento celular (d’Avila-Levy et al., 2005). Diferenças qualitativas não foram 
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observadas, porém o repertório enzimático total foi quantificado por ensaio utilizando 

gelatina solúvel, comprovando-se dados de zimografia para maior atividade 

gelatinolítica em cepa desprovida de seu simbionte. A não detecção desta diferença 

entre as cepas em nosso trabalho pode ser explicada por: (1) modificação pós-

traducional que selecionaria quais enzimas estariam ativas em cada cepa, 

justificando a diferença na intensidade de atividade observada no trabalho de 

d’Avila-Levy e colaboradores (2005) e não se correlacionando à quantidade de 

proteínas; (2) ausência de correlação direta (limitação da técnica de 2DE), entre a 

massa de uma peptidase e a intensidade de sua atividade hidrolítica, a qual 

posteriormente não seria identificada como diferencialmente abundante pelos 

programas de análise de imagem e (3) a classe de enzima mais abundante 

detectada por zimografia corresponde a das metalo-peptidases, sendo estas 

homólogas à gp63 de Leishmania spp. (d’Avila-Levy et al. 2005). A análise do 

genoma de S. culicis indica a presença de 9 genes de gp63-símile (Motta et al., 

2013). Sabendo que esta é uma proteína de membrana e que tais proteínas são 

difíceis de serem detectadas em géis bidimensionais, devido ao seu caráter 

hidrofóbico, é possível que as diferenças observadas por d’Avila-Levy e 

colaboradores sejam relacionadas a gp63, que não foi detectada neste estudo. 

 

 

5.3.1.1 Biossíntese de heme 

 

Heme é um grupamento prostético composto por um átomo de ferro Fe+2 

inserido em um anel tetrapirrólico (também denominado porfirina). Para a maioria 

dos organismos vivos este é um componente essencial por fazer parte de diversos 

processos celulares como: transporte de elétrons (componente dos complexos II-IV), 

metabolismo de drogas e esteróis, transdução de sinais e transcrição e regulação de 

enzimas do sistema de defesa antioxidante. Logo, os índices intracelulares de heme 

devem ser finamente controlados (Furuyama et al., 2007; Ryter e Tyrrel, 2000). 

Em tripanossomatídeos, com exceção dos que albergam simbiontes, a 

biossíntese de heme é deficiente ou até mesmo ausente, e por isso hemina, 

hematina ou hemoglobina devem ser adicionadas aos meios de cultura. Esses 

organismos podem viver sem a rota biossintética de heme tendo em vista o fácil 

acesso a este composto no ambiente em que vivem. Nas análises dos genomas de 

T. cruzi e T. brucei nenhum gene relacionado a enzimas da via biossintética de 
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heme foi identificado mas, interessantemente, a análise dos genomas de L. 

braziliensis, L. amazonensis, L. infantum, L. mexicana e L. tarentolae, revelou a 

presença de genes para três enzimas da via biossintética (coproporfirinogênio III 

oxidase, protoporfirinogênio oxidase e ferroquelase), composta por um total de dez 

enzimas (Figura 5.20 ). Este achado pode ser um indicativo de que o 

tripanossomatídeo ancestral dos que existem atualmente na natureza tenha 

sobrevivido sem nenhuma das enzimas necessárias para biossíntese de heme e em 

algum momento do processo evolutivo teria ocorrido uma transferência horizontal de 

genes para as três últimas proteínas da rota, enquanto o gênero Trypanosoma se 

manteve como o ancestral, sem nenhum gene, obtendo este composto diretamente 

de seus hospedeiros, o que suportaria a teoria de um ancestral heteroxênico (Chang 

e Traeger, 1974; Kořený et al., 2010; Tripodi et al., 2011). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.20 - Via biossintética de heme. 
Enzimas representadas: glutamil-RNAt sintetase (gltX), glutamil-RNAt redutase (hemA), glutamato-1-semialdeído 
2,1-aminomutase (GSA), ácido aminolevulônico desidratase (ALAD), porfobilinogênio desaminase (PBGD), 
uroporfirinogênio III sintase (UROS), uroporfirinogênio III descarboxilase (UROD), coproporfirinogênio III oxidase 
(CPOX), coproporfirinogênio III oxidase independente de oxigênio (HemN), protoporfirinogênio oxidase (PPOX), 
ferroquelase (FeCH). Compostos representados: L-glutamina (1), L-glutamil-RNAt (2), glutamato-1-semialdeído 
(3), ácido aminolevulônico (4), porfobilinogênio (5), hidroximetilbilina (6), uroporfirinogênio (7), coproporfirinogênio 
III (8), protoporfirinogênio IX, protoporfirina IX (10) e heme (H) (Tripodi et al., 2011). 
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Diferente dos tripanossomatídeos que não albergam simbiontes, S. culicis e 

outros tripanossomatídeos que albergam simbionte não necessitam da adição de 

fontes exógenas de heme, tendo em vista que seus simbiontes possuem as enzimas 

necessárias para a síntese de heme (Chang et al., 1975). O genoma nuclear de S. 

culicis possui genes codificadores de coproporfirinogênio oxidase III (CPOX), 

protoporfirinogênio oxidase (PPOX) e ferroquelase, enquanto os sete outros genes 

codificadores das proteínas remanescentes da via estão ausentes. O genoma do 

simbionte apresenta os genes codificantes de todas as proteínas da via, com 

exceção da proteína CPOX, para a qual o simbionte possui o gene para uma CPOX 

independente de oxigênio (Alves et al., 2011). 

Nossa análise proteômica indicou a presença de CPOX tanto em cepa WT 

quanto em cepa Apo (Anexo subitem 9.3, Tabelas 1 e 2 ), o que é condizente com 

achados genômicos, tendo em vista que esta proteína tem sua origem em um gene 

nuclear do tripanossomatídeo. Esta enzima sofre modulação tanto no crescimento 

celular da cepa Apo e da cepa WT, quanto entre as cepas. A identificação desta 

enzima foi feita a partir de três spots distintos, obtendo-se valores de massa 

molecular de 34,1 kDa e pI de 6,2 em cepa Apo, e para cepa WT valores de 34,5 e 

43,2 kDa e pI, respectivos, de 6,1 e 5,3.  

A modulação na cepa WT ocorre com o avanço da fase log, sendo a etapa 

iniciada com uma menor quantidade de CPOX em relação ao meio e fim de fase log, 

não tendo sido identificada diferença significativa entre a abundância da proteína 

entre o meio e fim de fase log (Anexo subitem 9.3, Tabela 2 ). Na cepa Apo, a 

abundância diferencial da enzima está aparente entre início e meio de fase log, 

estando mais abundante em meio de fase log (Anexo subitem 9.3, Tabela 1 ).  

CPOX está mais abundante em todas as etapas da fase log da cepa WT 

quando comparada à cepa Apo (Anexo subitem 9.3, Tabela 3 ). Este resultado não 

poderia ser justificado pela presença da mesma enzima no simbionte, uma vez que 

o simbionte de S. culicis não apresenta uma CPOX clássica, possuindo uma CPOX 

independente de oxigênio. O alinhamento das sequências de ambas as proteínas 

mostra um baixo nível de identidade (13%), caracterizando duas proteínas 

completamente distintas, o que indica a correta identificação por espectrometria de 

massas das duas proteínas identificadas como CPOX, mesmo apresentando perfis 

eletroforéticos distintos. A maior abundância de CPOX em cepa selvagem pode 

estar relacionada à própria síntese de heme, um metabolismo mais ativo na cepa 

WT. Uma via biossintética mais ativa nesta cepa, devido à presença do simbionte, 
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poderia induzir a um aumento de expressão de CPOX do tripanossomatídeo para 

finalizar a síntese de heme. Uma explicação para uma maior síntese de heme, 

independente da presença ou ausência do simbionte, poderia estar relacionada a 

maior necessidade de síntese de proteínas ligadoras de heme, como por exemplo 

proteínas que compõem a cadeia transportadora de elétrons e proteínas 

relacionadas à detoxificação de espécies reativas de oxigênio, uma vez que o 

grupamento heme em peroxidases, no caso triparedoxina peroxidases em 

tripanossomatídeos, é capaz de consumir peróxido de hidrogênio, atuando 

diretamente no balanço de espécies reativas de oxigênio intracelulares. Sendo a 

mitocôndria uma importante fonte de espécies reativas de oxigênio dentro da célula, 

uma cepa que respire mais (desta forma fazendo uso constante da fosforilação 

oxidativa) necessitará de maiores quantidades dessas hemeproteínas, e portanto, 

maior quantidade de heme poderá ser sintetizado (revisto por Toh et al., 2010; 

revisto por Van Dooren et al., 2012; revisto por Kořený et al., 2013; revisto por Mena-

Barreto e Castro, 2014). 

Em tripanossomatídeos o metabolismo energético pode variar entre as 

espécies, indo desde um metabolismo basicamente alimentado por via glicolítica, 

como ocorre para a forma sanguínea de T. brucei, até um metabolismo mediado por 

respiração aeróbia, dependente de cadeia transportadora de elétrons, na forma 

procíclica. Já em T. cruzi, existem indícios de que a ausência da atividade de 

oxidases alternativas às mitocondriais faz com que este parasito dependa 

exclusivamente da cadeia transportadora de elétrons (composta pelos complexos I, 

II, III, IV). Porém, para a forma sanguínea de T. brucei, o qual apresenta uma 

oxidase alternativa de tripanosoma, terminal à cadeia transportadora de elétrons e 

independente de citocromo, esta enzima se torna essencial, e unicamente 

necessária para o processo respiratório (Allen et al., 2004; Chaudhuri et al., 2006; 

Souza et al., 2009; revisto por Tripodi et al., 2011).  

O complexo IV da cadeia transportadora de elétrons é formado por um 

conjunto de 13 proteínas distintas. A subunidade IV encontra-se ligada 

covalentemente a heme, sendo este essencial para a funcionalidade do complexo 

citocromo c oxidase (Spejer et al., 1996; Tripodi et al., 2011). Em mamíferos, este 

complexo já foi reportado como o maior regulador da oxidação fosforilativa (Li et al., 

2006).  
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Em S. culicis, evidenciamos a modulação da abundância desta subunidade 

entre a cepa WT e Apo, ocorrendo em maior quantidade na cepa WT em início de 

fase log (Anexo subitem 9.3, Tabela 3).  

Ensaios comparando rotas bioenergéticas de ambas as cepas de S. culicis 

demonstraram que a cepa Apo apresenta um metabolismo energético mais 

fermentativo, diferente da cepa WT, a qual apresenta um metabolismo aeróbio 

(comunicação pessoal: Dra. Cristina Motta). Uma vez que o complexo citocromo c 

oxidase, componente da cadeia transportadora de elétrons, necessita da 

incorporação de heme para exercer suas funções (revisto por Tripodi et al., 2011), 

uma maior abundância de CPOX e da subunidade IV do complexo citocromo c 

oxidase na cepa WT são indicativos de diferenças no metabolismo energético.  

Nenhuma das enzimas da rota biossintética de heme expressas pelo 

endossimbionte foi identificada como diferencialmente abundante entre as cepas WT 

e Apo, provavelmente devido à baixa concentração dessas proteínas frente à 

quantidade total de proteínas do tripanossomatídeo, dificultando sua identificação 

por espectrometria de massas, e até mesmo devido a limitações de detecção na 

2DE. 

 

 

5.3.1.2 Interação tripanossomatídeo-hospedeiro 

 

Uma interação bem sucedida é iniciada pelo reconhecimento de uma célula 

hospedeira por um parasito. Para que isto ocorra, moléculas de superfície atuam 

neste reconhecimento. Em tripanossomatídeos a membrana plasmática possui 

diferenças morfológicas típicas que permitem sua subdivisão em três regiões 

distintas: membrana do flagelo, membrana da bolsa flagelar e membrana plasmática 

pelicular. Cada um desses domínios representa uma membrana altamente 

especializada apresentando funções distintas (Lopes et al., 2010).  

O flagelo é a estrutura motora dos tripanossomatídeos, porém sua função vai 

muito além de fornecer a mobilidade, atuando também no reconhecimento e adesão 

a células hospedeiras, podendo ser também, em conjunto com a bolsa flagelar, uma 

estrutura sensorial, já tendo sido identificada sinalização por cálcio nesta estrutura. A 

bolsa flagelar atua em processos de reconhecimento e adesão a células de 

hospedeiros, sendo o único sítio de endocitose de nutrientes e excreção de enzimas, 

além de atuar na integração de proteínas à membrana celular. Postula-se que o 
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movimento flagelar influencia a entrada de moléculas através da bolsa flagelar 

(revisto Landfear e Ignatushchenko, 2001; Ralston et al., 2009; Lopes et al, 2010). 

A complexidade flagelar foi desvendada, em T. brucei, após uma laboriosa 

metodologia de isolamento do flagelo, combinada à MS, 158 e 666 proteínas foram 

identificadas, respectivamente, nas frações de superfície e matriz, sendo 87 

encontradas em ambas as frações. Análises de ontologia gênica indicaram uma 

extensa gama de funcionalidades atribuídas às proteínas identificadas, porém para 

mais de 50% destas não foi possível atribuir uma função (Oberholzer et al., 2011). 

Um estudo avaliando a capacidade de interação de S. culicis com linhagens 

celulares de Anopheles gambiae, Aedes albopictus e Lutzomya longipalpis 

demonstrou a maior capacidade de adesão da cepa selvagem frente à cepa Apo, 

bem como a adesão mediada pelo flagelo (Fampa et al., 2003). A interação da cepa 

WT com células de glândula salivar de Aedes aegypti também é iniciada pelo 

flagelo, seguido de invasão celular, sendo esta invasão possivelmente mediada por 

enzimas secretadas e/ou intenso movimento flagelar (Nascimento et al., 2010). 

Estes dados confirmam a importância da estrutura flagelar, mas não explicam como 

esta estrutura atuaria, tampouco quais proteínas mediariam a interação. 

Na comparação proteômica entre as cepas WT e Apo realizadas, três 

proteínas de flagelo foram identificadas como diferencialmente abundantes entre as 

cepas, sendo elas: proteína de membrana de 11 kDa de kinetoplastideos (KMP-1); 

proteína miristoilada pequena 1 (SMP-1) e proteína miristoilada pequena 2 (SMP-2). 

A KMP-11 foi inicialmente identificada em L. donovani e T. brucei como uma 

proteína de membrana de flagelo indutora da proliferação de linfócitos T (Tolson et 

al., 1994).  Sua distribuição é diversa em tripanossomatídeos (Trypanosoma cruzi, 

Crithidia fasciculata, Leptomonas collosma e Phytomonas), estando localizada no 

flagelo e bolsa flagelar, mas também no citoplasma. A expressão desta proteína é 

diferenciada durante o ciclo de vida do parasito, sendo encontrada em grande 

quantidade na membrana de parasitos em estágios de interação com insetos, como 

a forma epimastigota de T. cruzi. A molécula de T. brucei apresenta reatividade 

contra anticorpos monoclonais de lipofosfoglicano de Leishmania mesmo 

apresentando sequência completamente distinta. O padrão de fluorescência exibido 

tanto em Leishmania quanto em Trypanosoma se estende por todo o flagelo com 

concentração da fluorescência em sua base, indicando que esta proteína poderia 

atuar como um componente estrutural e/ou funcional do flagelo e da bolsa flagelar 

(Stebeck et al.1995). Em T. brucei a depleção de KMP-11 bloqueia o processo de 
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citocinese, provavelmente devido a inibição da segregação do corpo basal, porém 

não afeta a progressão do processo mitótico, o qual continua com divisões 

defectivas do núcleo. Apesar de sua localização flagelar e sua associação com 

microtúbulos, esta proteína aparentemente não é essencial para a montagem do 

flagelo, uma vez que células depletadas de KMP-11 apresentam flagelo com 

comprimento total normal, porém a funcionalidade do flagelo na ausência desta 

proteína não foi avaliada (Li e Wang, 2008). Apesar da funcionalidade desta proteína 

ainda não ter sido definida, sua presença em diversos tripanossomatídeos sugere 

que esta seja uma proteína essencial. 

Em nossa análise proteômica, KMP-11 foi identificada com massa molecular 

de 12,1 kDa e pI de 5,6, sendo modulada na cepa Apo entre início e meio de fase 

log, com maior abundância em meio de fase log (Anexo subitem 9.3, Tabela 1 ), 

além de também ser regulada entre a cepa WT e Apo, com maior abundância na 

cepa WT em início e fim de fase log (Anexo subitem 9.3, Tabela 3 ), corroborando 

dados de que esta cepa apresenta maior capacidade de interação com células 

hospedeiras, e sugerindo um papel dessa proteína neste processo. 

Um segundo grupo de proteínas identificadas foram as proteínas miristoiladas 

pequenas, SMP-1 e SMP-2. A proteína SMP-1 foi inicialmente identificada em 

frações de membrana plasmática insolúveis em Triton X-100 ricas em proteínas 

ancoradas por glicosil-fosfatidil-inositol, esterol e esfingolipídeos (Denny et al., 2001; 

Ralton et al., 2002). SMP-1 pertence a uma família de proteínas mono ou diaciladas 

que existe em todos os tripanossomatídeos. Esta proteína apresenta localização 

celular restrita ao flagelo, podendo ser extraída da membrana flagelar sob condições 

que favoreçam a solubilização de membranas resistentes a detergente, mas não 

componentes do axonema, indicando a ausência de interações efetivas entre ela e 

proteínas do axonema ou da estrutura paraflagelar do flagelo, sendo sua localização 

limitada à face intracelular da membrana flagelar. Por analogia, a função de 

proteínas dessa família pode estar relacionada ao direcionamento de proteínas a 

membranas celulares (Tull et al., 2004). A função desta proteína foi avaliada em 

Leishmania, para a qual a existência de SMP-1 diacilada se mostrou essencial para 

a biogênese de um flagelo normal (Tull et al., 2010). A expressão desta enzima em 

Leishmania está diretamente associada à formação de um flagelo alongado durante 

a diferenciação de amastigota em promastigota, sendo detectada quando o flagelo 

começa a se estender através da bolsa flagelar, antes mesmo da detecção de PRF-

1. A deleção de SMP-1 está associada a alterações da dinâmica da membrana 
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flagelar, promovendo acúmulo de vesículas na matriz flagelar além de induzir, em 

promastigotas, um aumento da sensibilidade desta membrana, devido à perturbação 

na composição de lipídeos. A forma como esta proteína estabiliza a membrana 

ainda não é inteiramente compreendida. Provavelmente SMP-1 se estrutura em uma 

capa densa e compactada no folheto interno da membrana, prevenindo a formação 

de estruturas de membrana não planares e endovesículas, uma vez que membranas 

ricas em domínios resistentes a detergente tendem a formar vesículas internas. 

Desse modo, SMP-1 modularia o recrutamento de lipídeos e/ou o empacotamento 

da membrana, podendo atuar como conservadora de domínios lipídicos de 

membrana. Sendo assim, sua função biológica poderia representar, pelo menos em 

Leishmania, um processo adaptativo a alterações termonutricionais ocasionadas 

pelo ambiente no qual o parasito se encontra, impactando as propriedades e 

composição lipídica da membrana flagelar (Tull et al., 2004 e 2010). Quando as 

SMPs de tripanossomatídeos, SMP-1 e SMP-2 (uma variação de SMP-1 com 

localização limitada à bolsa flagelar e membranas próximas) são “deletadas”, as 

células resultantes apresentam flagelos reduzidos e defeitos de direcionamento da 

movimentação flagelar (Tull et al., 2010) 

Em S. culicis, evidenciamos a presença de SMP-1 e SMP-2 em ambas as 

cepas, ocorrendo maior abundância de ambas em fim de fase log da cepa WT, 

enquanto para SMP-2 ocorre ainda uma maior abundância em início de fase log 

(Anexo subitem 9.3, Tabela 3 ). A maior presença destas proteínas em cepa WT 

pode estar relacionada a dois fatores: (1) maior capacidade de aproveitamento de 

nutrientes do meio de cultura, o que proporcionaria uma maior secreção de 

proteínas hidrolíticas, assim como de subprodutos de metabolismo, no meio de 

cultura através da bolsa flagelar, papel representado pela SMP-2 e (2) aumento da 

capacidade de interação de cepas WT com células do hospedeiro, uma vez que 

SMP-1 atua na regulação e distribuição de lipídeos de membrana, estes poderiam 

atuar indiretamente na distribuição de proteínas de superfície envolvidas em 

processo de interações celulares, facilitando a distribuição das cargas superficiais e 

permitindo a exposição de epítopos importantes para este processo. 

Dentre as diversas proteínas propostas como mediadoras do processo de 

interação do tripanossomatídeo com células hospedeiras, em Leishmania, três se 

destacam: o lipofosfoglicano (LPG), os glicosil-inositol fosfolipídeos e a 

metaloproteinase dependente de zinco (gp63) (Descoteaux e Turco 1999; Ilgoutz e 

McConville 2001; Yao et al. 2003). Homólogos de gp63 também são encontrados em 
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S. culicis e compreendem a maior classe de glicoproteínas de membrana, além de 

compreenderem a segunda maior família de genes, composta por nove genes, em 

seu genoma (d’Avila-Levy et al. 2001, 2003; Motta et al, 2013). Curiosamente, 

apesar da abundância desta enzima em cepas WT de tripanossomatídeos que 

albergam simbionte e em Leishmania, nenhum estudo proteômico foi capaz de 

identificar a presença desta em extratos proteicos destes tripanossomatídeos. Em 

nosso estudo diferencial esta proteína não foi identificada, mesmo existindo dados 

concretos de variação da atividade proteolítica entre cepa WT e Apo, correlacionada 

a gp63 (d’Avila-Levy et al. 2005). Igualmente, proteínas identificadas em spots 

exclusivos, não identificaram a presença desta enzima em S. culicis, no entanto é 

importante ressaltar que ainda falta a identificação por MS de uma grande parcela 

destes spots. Para tanto, acredita-se que existam limitações técnicas que interfiram 

na identificação desta proteína. Tais limitações poderiam ser explicadas pela alta 

glicosilação da proteína, que promoveria uma inibição alostérica da atividade 

proteolítica da tripsina, impedindo que a enzima alcance diversos sítios de clivagem. 

A formação de poucos peptídeos trípticos da gp63 em uma mistura complexa de 

peptídeos trípticos de outras proteínas, poderia justificar a não identificação desta 

peptidase, devido ao princípio do intervalo dinâmico de uma amostra. 
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6   CONCLUSÕES 

 

• Um protocolo eficiente para extração de proteínas e eletroforese 

bidimensional foi desenvolvido sendo baseado em: extração de 

proteínas utilizando tampão Ci conjugado a cinco ciclos de 

congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido, seguido de 

precipitação de proteínas por Etanol/Acetona e solubilização em 

tampão C, com posterior focalização isoelétrica de 600 µg de proteínas 

em fitas de gradiente de pH imobilizadas de 3 a 10 NL e eletroforese 

em gel de poliacrilamida 15%. 

• Pela primeira vez o perfil bidimensional de proteínas de cepa WT e Apo 

de S. culicis foi obtido. Os perfis são similares, com grande abundância 

de proteínas com pI entre 4 e 6 e com massas moleculares entre 95 e 

45 kDa; como esperado, um maior número de spots foi visualizado na 

cepa selvagem. 

• As diferenças entre as cepas estão relacionadas tanto a alterações 

quantitativas, quanto a spots (proteínas) exclusivos de cada condição; 

é importante destacar que estas proteínas podem indicar não apenas 

proteínas distintas, mas também modificações pós-traducionais em 

uma das condições analisadas. 

• Durante o crescimento da cepa WT, uma maior modulação é 

observada entre meio e fim de fase exponencial. 

• Durante o crescimento da cepa Apo as etapas de início de fase log e 

fase estacionária apresentam a menor quantidade de diferenças. 

• A comparação entre as cepas indica menores diferenças entre o início 

de fase log.  

• Os spots diferenciais por estatística representam a maior parcela entre 

as cepas em início de fase log, enquanto para as outras etapas os 

diferenciais por exclusividade são a maior parcela.  

• Pela primeira vez foi identificada, na sua forma proteica, uma calpaína-

símile em S. culicis. A calpaína identificada é modulada não apenas 

entre as etapas da fase logarítmica de S. culicis WT mas também entre 

a cepa WT e Apo, com maior abundância em cepa WT, com possível 
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função relacionada ao remodelamento do citoesqueleto durante o 

processo de divisão celular. 

• A enzima CPOX foi identificada em ambas as cepas de S. culicis, 

comprovando dados genômicos da origem desta em genes do 

parasito, sendo diferencialmente abundante entre as cepas WT e Apo 

de S. culicis.  

• A modulação da subunidade IV do complexo citocromo c oxidase, com 

maior abundância em início de fase log, quando comparadas ambas as 

cepas de S. culicis, é mais um indicativo da diferença de metabolismo 

respiratório entre as cepas, pelo menos em início de crescimento. 

• Até o momento, para tripanossomatídeos monoxênicos, a única 

proteína relacionada ao processo de interação tripanossomatídeo-

hospedeiro descrita é a gp63. Os resultados apresentados sugerem a 

participação de outras proteínas, tendo em vista sua abundância 

diferencial entre cepa WT e Apo, e sua localização flagelar, estrutura 

sabidamente relacionada ao processo de adesão, a saber: KMP-1, 

SMP-1 e SMP-2. 
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7 PERSPECTIVAS 

A quantidade de dados gerados nesta tese expõe um leque amplo de 

análises comparativas a serem realizadas, uma vez que o tempo limitado de uma 

tese de doutoramento não permite abordar todas as vertentes possíveis oriundas de 

trabalhos de ciência dirigida por descoberta.   

Um dos pontos a ser investido é a anotação das proteínas diferencialmente 

abundantes por processos metabólicos/fisiológicos, uma vez que esta etapa não foi 

realizada por completo durante o sequenciamento do genoma de S. culicis. Esta 

informação nos trará um panorama mais informativo com relação às atividades 

diferenciais entre as cepas, permitindo traçar rotas metabólicas influenciadas pelo 

simbionte.  A influência da bactéria poderá ficar mais clara com a obtenção do seu 

proteoma descritivo, uma vez que, com esta informação, poderemos descrever seu 

metabolismo exclusivo. Esta etapa, apesar de ter sido iniciada, não foi completada 

tendo em vista as dificuldades em obtenção de uma fração de simbionte livre do 

tripanossomatídeo. O proteoma obtido por shotgun de ambas as cepas, já realizado 

e em etapa de análise, poderá adicionar a esta tese informações complementares, 

não obtidas com a abordagem baseada em gel. 

Como já previamente discutido, as peptidases apresentam importância crucial 

no ciclo de vida de tripanossomatídeos, porém a abordagem utilizada, não nos 

permitiu detectar a principal metalopeptidase de S. culicis, a gp63. Espera-se obter 

melhores resultados com a abordagem shotgun, uma vez que fazendo uso desta 

abordagem excluímos as impossibilidades técnicas discutidas nesta tese para a 

identificação de proteínas de membrana utilizando abordagem baseada na utilização 

de géis bidimensionais. Na ausência de resultados positivos, pretende-se 

desenvolver uma metodologia mais específica para identificação desta enzima por 

análises proteômica, objetivando sua posterior caracterização em 

tripanossomatídeos monoxênicos, na tentativa de contribuir para a compreensão das 

funções desempenhadas por essa molécula. 

Conforme abordado na discussão, as cepas com simbionte são mais aptas a 

interagir com os hospedeiros invertebrados quando comparadas às cepas 

apossimbióticas. O processo de interação é muti-fatorial, e as abordagens 

empregadas até o momento são pontuais. Os resultados obtidos nesta tese acerca 

das proteínas com expressão diferencial, bem como sua anotação funcional, 

poderão indicar caminhos a serem explorados para determinação das moléculas 
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moduladas pelo simbionte, que poderiam ajudar a compreender a maior capacidade 

da cepa selvagem no processo de adesão. 

 Por fim, o estudo das proteínas exclusivas de cada condição analisada é de 

suma importância para a caracterização de diferenças entre as cepas, porém o 

grande número de proteínas DifExclusiv obtidas inviabilizou a identificação de sua 

totalidade durante esta tese. A identificação dessas proteínas pode apontar 

mudanças cruciais, e até então não caracterizadas entre as cepas e, portanto, 

merecem atenção especial. Sua efetiva análise por espectrometria de massas 

depende de isolamento de spots de 2DE, e será efetuada.  
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9 ANEXOS 

9.1 Géis representativos das condições analisadas  

9.1.1 Cepa selvagem 
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Figura 9.1 - Gel 2DE representativo do início da fa se log de crescimento celular da cepa WT de S. culicis. 
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Figura 9.2 - Gel 2DE  representativo do meio da fas e log de crescimento celular da cepa WT de S. culicis. 
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Figura 9.3 - Gel  2DE representativo do fim da fase log de crescimento ce lular da cepa WT de S. culicis. 
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9.1.1.2 Cepa apossimbiótica 

 

 

Figura 9.4 - Gel 2DE representativo do início da fa se log de crescimento celular da cepa Apo de S. culicis. 
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Figura 9.5 - Gel 2DE representativo do meio da fase  log de crescimento celular da cepa Apo de S. culicis. 
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Figura 9.6 - Gel 2DE representativo do fim da fase log de crescimento celular da cepa Apo de S. culicis. 
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Figura 9.7 - Gel 2DE representativo da fase estacio nária de crescimento celular da cepa Apo de S. culicis. 
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9.2 Análise comparativa – mapa de spots DifEstat e DifExclusiv 

 

9.2.1 Comparação intracepa 
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Figura 9.8 – Visualização dos spots  DifEstat presentes em início de fase log de cresci mento celular da cepa WT e Apo de S. culicis. O gel apresentado é o 

gel 2DE referência de início de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após comparação das cepas em 

início de fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.9 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em início de fase log de cre scimento celular da cepa WT de S. culicis. O gel apresentado é um 

gel 2DE referência de início de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de início de 

fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.10 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em início de fase log de cre scimento celular da cepa Apo de S. culicis. O gel apresentado é um 

gel 2DE referência de início de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de início de 

fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.11 – Visualização dos spots  DifEstat presentes em meio de fase log de crescime nto celular da cepa WT e Apo de S. culicis. O gel apresentado é o 

gel 2DE referência de meio de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após comparação das cepas em 

meio de fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.12 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em meio de fase log de cresc imento celular da cepa WT de S. culicis. O gel apresentado é um 

gel 2DE referência de meio de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de meio de 

fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.13 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em meio de fase log de cresc imento celular da cepa Apo de S. culicis. O gel apresentado é um 

gel 2DE referência de meio de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de meio de 

fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.14 – Visualização dos spots  DifEstat presentes em fim de fase log de crescimen to celular da cepa WT e Apo de S. culicis. O gel apresentado é o 

gel 2DE referência de fim de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após comparação das cepas em fim 

de fase log de crescimento celular. 
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Figura 9.15 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em fim de fase log de cresci mento celular da cepa WT de S. culicis. O gel apresentado é um gel 

2DE referência de fim de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de fim de fase log 

de crescimento celular. 



 

 143

 

 

 

Figura 9.16 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em fim de fase log de cresci mento celular da cepa Apo de S. culicis. O gel apresentado é um 

gel 2DE referência de fim de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de fim de fase 

log de crescimento celular. 
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Figura 9.17 – Visualização dos spots  DifExclusiv presentes em fase estacionária de cres cimento celular da cepa Apo de S. culicis. O gel apresentado é um 

gel 2DE referência de fase estacionária da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifExclusiv identificados apenas nos géis de fase 

estacionária de crescimento celular. 
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9.2.2 Comparação intercepas 
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Figura 9.18 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre início e me io de fase log de crescimento celular da cepa WT. O gel 2DE 

apresentado é o gel referência de início de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a comparação 

entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.19 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre início e fi m de fase log de crescimento celular da cepa WT. O gel 2DE 

apresentado é o gel referência de início de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a comparação 

entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.20 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre meio e fim de fase log de crescimento celular da cepa WT. O gel 2DE 

apresentado é o gel referência de meio de fase log da cepa WT. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a comparação 

entre as distintas etapas de crescimento celular. 



 

 149

 

 

Figura 9.21 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre início e me io de fase log de crescimento celular da cepa Apo. O gel 2DE 

apresentado é o gel referência de início de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a comparação 

entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.22 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre início e fi m de fase log de crescimento celular da cepa Apo. O gel 2DE 

apresentado é o gel referência de início de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a comparação 

entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.23 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre meio e fim de fase log de crescimento celular da cepa Apo. O gel 2DE 

apresentado é o gel referência de meio de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a comparação 

entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.24 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre início de f ase log e fase estacionária de crescimento celular da cepa Apo. 

O gel 2DE apresentado é o gel referência de início de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a 

comparação entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.24 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre meio de fas e log e fase estacionária de crescimento celular da  cepa Apo. O 

gel 2DE apresentado é o gel referência de meio de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a 

comparação entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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Figura 9.25 – Visualização dos spots  DifEstat presentes na comparação entre fim de fase  log e fase estacionária de crescimento celular da cepa Apo. O 

gel 2DE apresentado é o gel referência de fim de fase log da cepa Apo. Os spots contornados em verde representam todos os DifEstat identificados após a 

comparação entre as distintas etapas de crescimento celular. 
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9.3 Identificação de spots  
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Tabela 1. Identificação de spots  diferencialmente abundantes (DifEstat) por espectr ometria de massas após comparação dos perfis 
2DE intracepa Apo de S. culicis. 

Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h /24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

0 
Homoserine kinase 

528248856 
37,0 / 39,7 6,2 / 6,3 3 12 - 1,5 - - - - 

4 kinetoplastid 
membrane protein 

KMP-11 

528256906 
11,1 / 12,0 5,9 / 5,6 2 15 1,5 - - - - - 

9 
hypothetical  528257386 12,9 / 15,5 8,9 / 8,8 

2 
18 1,5 -  - - - 

29 Nucleoside-
diphosphate kinase 528257238 16,5 / 17,2 6,8 / 6,8 9 30 1,6 1,7 - - 0,6 2,7 

18 Cofilin 528227814 15,6 / 15,8 
5,7 / 5,4 5 32 1,8 - - - 0,6 - 

22 
Tryparedoxin 528254309 

 17,3 / 16,6 5,7 / 5,5 7 45 

1,4 - - - - - 

DNA-directed RNA 
polymerase II 

subunit RPB11 

528250380 
 15,5 / 16,6 5,6 / 5,5 2 15 

cytosolic 
tryparedoxin 
peroxidase, 

trypanosomatid 
typical 2-Cys 
peroxiredoxin 

528204906 22,1 / 16,6 6,2 / 5,5 3 25 

32 
 

 

Flagellar associated 
protein 

528254274 16,7 / 15,6 
9,1 / 8,6 5 44 

- - 3,0 - - 3,7 
cytochrome c 
oxidase VII 

528250085 
 18,8 / 15,6 8,9 / 8,6 2 15 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
33 

FKBP-type peptidyl 
cis-trans isomerase 528256990 

16,7 / 18,2 
6,3  / 6,1 3 23 - -  - 0,6 

- 
 
 

49 Bis(5’-nucleosidyl)-
tetraphosphatase 

528242570 15,4 / 21,1 6,2 / 6,6 2 22 - 1,1 - - - - 

58 Cytosolic 
tryparedoxin 
peroxidase 

528257400 
22,1 / 23,2 8,2 / 8,0 3 17 0,6 - - 1,8 1,5 - 

64 nucleoside-
diphosphate kinase 528257238 16,5 / 24,1 6,8 / 4,8 6 50 - - - - 0,4 - 

71 cytochrome c 
oxidase subunit V 

528247959 22,1 / 23,9 
6,2 / 5,8 5 38 

- 0,7 0,5 - 0,4 0,7 

75 Cytosolic 
tryparedoxin 
peroxidase 

528204906 22,1 / 24,7 
6,2 / 5,6 4 20 

1,5 - - - - - 
Rab family 

528250100 22,9 / 24,7 
6,7 / 5,6 3 20 

Hypothetical  

528255293 22,6 / 24,7 
6,2 / 5,6 2 12 

528246918 26,5 / 24,7 
6,4 / 5,6 2 10 

76 Superoxide 
dismutase, Fe-Mn 

Family 

 

 

 

 

 

528238522 25,5 / 24,6 
8,2 / 6,9 7 31 - 1,6 - - - - 
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Spot  Nome da proteína gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp. 

Numero 
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
78 Mitochondrial 

tryparedoxin 
peroxidase, 

trypanosomatid 
typical 2-cys 
peroxiredoxin 

528224473 16,9 / 24,6 
5,0  / 5,2 6 51 

- - - - 1,3 - 

90 20S proteasome 
subunit alpha 528247276 25,2 / 26,2 5,4 / 5,3 1 6 0,4 0,3 0,1 - 0,3 0,4 

110 V-type H+-
transporting 

ATPase subunit E 

528240967 24,8 / 28,6 
6,5 / 6,2 6 34 - 2,5 - - - - 

117 Large subunit 
ribosomal protein 

L13e 

528242976 29,8 / 28,7 
11,5 / 5,6 1 7 1,8 - - - - - 

120 Tyrosyl or 
methionyl-tRNA 
synthetase-like 

protein 

528257550 25,6 / 29,5 
6,2 / 6,2 3 17 0,8 - - - - - 

125 F-type H+-
transporting 

ATPase subunit –
alpha 

528246523 56,6 / 28,9 9,0 / 5,8 2 6 - - 1,6 - - - 

126 20S proteasome 
subunit alpha 

528234589 33,2 / 29,3 
5,8 / 5,2 7 26 

0,7 - - - - - 
Rab family 

528242535 26,0 / 29,3 
5,5 / 5,2 4 15 

129 Uracil 
phosphoribosyltrans

ferase 
 

 
 

 

528249872 29,0 / 29,8 
6,5 / 6,4 3 15 - 1,7 - - - 0,6 
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Spot  Nome da proteína gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp. 

Numero 
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
135 Prostaglandin f 

synthase 
528245046 30,9 / 30,3 

5,8 / 5,9 5 21 1,4 1,5 - - - - 

141 Ubiquinone 
biosynthesis 

methyltransferase 

528238550 31,8 / 31,4 
5,8 / 5,3 14 53 

1,7 - - - - - 
Transcription 

elongation factor S-
II 

528246483 26,3 / 31,4 
6,8 / 5,3 2 10 

149 Ubiquinone 
biosynthesis 

methyltransferase 

528238550 31,8 / 32,2 
5,8 / 4,8 2 10 

1,5 - - - 0,6 - 

Tyrosine 3-
monooxygenase/try

ptophan 5-
monooxygenase 
activation protein 

528257498 29,2 / 32,2 
5,1 / 4,8 3 11 

Elongation factor 1-
beta 

528228892 22,6/ 32,2 
4,8 / 4,8 7 39 

155 Tubulin-specific 
chaperone 

528255477 26,1 / 33,4 
4,9 / 4,9 4 18 - 0,6 - - - - 

162 
nitrilase 

528247400 21,9 / 33,4 
5,8 / 5,7 3 17 2,8 2,2 - - 0,4 0,5 

165 Glyoxalase II 528226870 35,8 / 34,3 
6,1 / 6,0 4 

12 
- - - - 0,7 0,7 

168 Malate 
dehydrogenase 

 
 
 

528242015 33,6 / 35,3 9,3 / 9,2 2 8 - - 2,7 - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

56h/24h 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
172 5’-

methylthioadenosin
e phosphorylase 

528248536 33,4 / 34,9 
6,05 / 6,08 1 3 1,6 - - - - - 

175 phosphomannomut
ase 

528256670 28,1 / 35,4 
5,4 / 7,7 1 6 

- - - - 1,6 1,7 
hypothetical  

528248884 27,9 / 35,4 
5,8 / 7,7 

2 8 

177 Enoyl-[acyl-carrier 
protein] reductase 

528254757 33,8 / 35,7 
6,6 / 6,8 6 24 1,8 2,0 - - - - 

182 Pyruvate 
dehydrogenase E1 
component subunit 

beta 

528243782 37,6 / 35,5 
5,3 / 5,1 9 26 - - 4,0 - - - 

186 Guanine nucleotide-
binding protein 

subunit beta-2-like 1 
protein 

 

528229899 34,1 / 35,4 
5,4 / 5,3 6 33 - - 0,6 - 0,6 - 

191 Hypoxanthine 
phosphoribosyltrans

ferase 

528237723 23,3 / 36,8 
6,7 / 7,7 

6 
 22 

- - - - 1,6 - Succinyl-CoA 
synthetase alpha 

subunit 
528257470 30,9 / 36,8 

8,6 / 7,7 5 20 

194 GDP-fucose 
synthase 528251005 29,0 / 37,1 6,2 / 6,7 1 5 - 2,0 - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
200 

hypothetical  
528222379 36,3 / 37,2 

6,2 / 5,6 6 23 1,4 1,3 - - - - 

202 

hypothetical  

528212327 35,7  / 37,6 
7,8 / 7,4 2 7 

6,0 2,5 - 0,4 - - 

528253559 36,2  / 37,6 
7,1 / 7,4 8 24 

ribokinase 
528247338 34,5  / 37,6 

7,0 / 7,4 6 23 

NADPH 2:quinone 
reductase 

528247447 36,7  / 37,6 
8,8 / 7,4 6 17 

NADPH-cytochrome 
b5 reductase 

528253616 34,3  / 37,6 
6,9 / 7,4 2 7 

Succinyl-CoA 
synthase alpha 

subunit 

528253616 30,9 / 37,6 
6,9 / 7,4 2 11 

GDP-L-fucose 
synthase 

528249821 41,6  / 37,6 
6,8 / 7,4 3 8 

5’-AMP-activated 
protein kinase, 
regulatory beta 

subunit 

528247311 34,6  / 37,6 
7,2 / 7,4 5 21 

Glucose-6-
phosphate 1-

epimerase 
 
 

528257240 35,3 / 37,6 
8,1 / 7,4 5 18 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
209 

hypothetical  
528246898 36,8 / 38,2 

5,9 / 5,7 2 5 

1,5 1,4 - - - - 

2-oxoisovalerate 
dehydrogenase 

beta subunit, 
mithocondrial 

precursor 

528246898 36,8 / 38,2 
5,9 / 5,8 5 15 

NADPH2:quinone 
reductase 

528249842 30,4 / 38,2 
5,6 / 5,7 2 7 

Alcohol 
dehydrogenase 

528243459 41,3 / 38,2 
6,0 / 5,7 3 7 

210 5’-AMP-activated 
protein kinase, 
regulatory beta 

subunit 

528247311 34,6 / 38,1 
7,2 / 6,9 4 14 

1,8 2,1 1,9 - - - 
hypothetical  

528230198 38,1 / 38,1 
6,4 / 6,9 3 10 

Protein kinase 
528240871 38,4 / 38,1 

7,1 / 6,9 3 8 

219 Alcohol 
dehydrogenase 

(NADP+) [A. 
deanei] 

528273440 

 

38,3 / 38,9 

 6,1 / 6,4 4 9 1,5 2,1 - - - - 

225 Alcohol 
dehydrogenase 

 
 

528243459 41,4 / 38,9 
6,0 / 5,6 8 22 1,7 1,5 - - 0,4 0,5 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
230 Sterol 24-C-

methyltransferase 
528222259 40,2 / 40,3 

6,5 / 6,5 5 19 - 1,5 - - - - 

236 Cystathionine beta-
synthase 

528244906 38,7 / 40,5 6,1 / 6,1 
 10 31 1,4 1,4 - - - - 

263 
Argininosuccinate 

synthase 
528241568 47,8 / 43,1 

5,9 / 5,5 6 14 

- 1,9 1,8 - - - Isocitrate 
dehydrogenase 

528241562 45,8 / 43,1 
5,5 / 5,5 3 6 

Protein 
phosphatase 

528248181 41,3 / 43,1 
5,6 / 5,5 3 7 

266 Cytosolic 
tryparedoxin 
peroxidasem 

trypanosomatid 
typical 2-cys 
peroxiredoxin 

528243040 22,1 / 42,5 6,2 / 5,6 8 3 - 1,4 - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

271 Argininosuccinate 
synthase 

528241568 47,8 / 44,0 
5,9 / 6,1 6 16 

- - - - 0,8 0,5 

D-3-
phosphoglycerate 
dehydrogenase 

528237969 44,0 / 44,0 
5,9 / 6,1 11 32 

Cystathionine 
gamma-synthase 

528240456 52,5 / 44,0 
6,5 / 6,1 5 14 

Agmatinase-like 
protein 

528240456 36,7 / 44,0 
6,5 / 6,1 8 32 

hypothetical  
528236714 48,0 / 44,0 

5,9 / 6,1 2 5 

Acetylornithine 
deacetylase 

528216874 46,1 / 44,0 
6,5 / 6,1 2 5 

275 Translation initiation 
factor 4A 

528238662 45,3 / 43,9 
5,6 / 5,5 8 

 29 

- 2,0 - - 0,4 0,3 Elongation factor Tu 
528250888 42,9 / 43,9 

5,4 / 5,5 2 9 

Protein 
phosphatase 

528248181 41,4 / 43,9 
5,84 / 5,53 1 4 

278 Adenosylhomocyste
inase 

528221685 34,3 / 44,1 
6,0 / 6,0 3 12 0,2 - - - 4,1 - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

282 S-
adenosylmethionine 

synthetase 
528244340 43,2 / 44,4 5,8 / 5,6 3 10 - - - - 0,6 - 

288 
S-

adenosylmethionine 
synthetase 

528244340 43,2 / 45,7 5,77  / 6,3 10 30 

1,9 2,2 - - 0,6 0,5 
Glutamate-5-
semialdehyde 

dehydrogenase 
528242675 47,7 / 45,7 6,0 / 6,3 5 18 

ATP-dependent 
RNA helicase 
UAP56/SUB2 

528222789 48,9  / 45,7 6,3 / 6,3 
11 

 28 

291 Protein disulfide-
isomerase 528234909 52,0 / 45,6 5,5 / 5,4 8 2 0,6 0,7 - - - - 

292 
hexokinase 

528216037 51,9 / 45,2 
8,9 / 7,0 2 8 

- - - - 0,4 - 
Citrate synthase 528234944 52,3 / 45,2 

7,6 / 7,0 5 15 

315 Alanine 
transaminase 

528254034 53,2 / 49,7 
5,8 / 6,2 2 7 3,9 1,9 1,7 - - - 

345 ATP synthase beta 
chain, mitochondrial 

precursor 

528243840 56,0 / 55,1 
5,1 / 5,2 3 8 2,4 - - - - - 

346 
IMP dehydrogenase 528242410 55,4 / 56,0 

8,8 / 8,6 8 18 1,9 - - - - - 

350 
Hypothetical  

528226690 56,6 / 55,9 
6,2 / 6,0 2 4 - - 2,2 - - - 

351 Glutamine 
synthetase 

528241493 43,0 / 55,z 
5,19 / 6,49 5 15 - 1,6 - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

356 Pyruvate/indole-
pyruvate 

carboxylase 

528227460 60,8 / 55,9 
5,8 / 5,7 14 38 1,8 - - - - - 

365 Alcohol 
dehydrogenase 

528243459 41,3 / 54,8 
6,0 / 5,8 1 6 1,4 1,5 - - - - 

369 T-complex protein 1 
subunit gamma 528243248 51,9 / 58,8 5,6 / 5,6 6 13 - 1,6 - - - - 

370 T-complex protein 1 
subunit eta 

528250013 61,8 / 59,8 
5,9 / 5,8 5 10 - - 0,4 - - 0,4 

375 2-3-
biphospohoglycerat

e-independent 
phosphoglycerate 

mutase 

528247083 59,8 / 62,0 
5,4 / 5,3 4 8 - 0,5 - - - - 

380 2,3-
phophoglycerate-

independet 
phosphoglycerate 

mutase 

528247083 

 

59,8 / 62,0 

 5,4 / 5,3 9 26 - - - - 0,6 - 

385 Trypanothione 
reductase 

528246207 52,9 / 62,4 
6,0 / 6,1 2 4 

2,0 2,7 1,8 - - - 

UDP glucose 6-
dehydrogenase 

528238298 54,5 / 62,4 
6,3 / 6,1 2 4 

Alanine 
transaminase 

528254034 53,2 / 62,4 
5,8 / 6,1 3 6 

Extracellular signal-
regulated kinase 1/2 

528257312 58,7 / 62,4 
6,2 / 6,1 4 7 

Sucrose-phosphate 
synthase-like 

protein 
 
 

528235651 60,4 / 62,4 
6,0 / 6,1 4 10 



167 

 

Spot  Nome da proteína gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp. 

Numero 
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

396 
 Heat shock 70 KDa 

protein 1/8 

528255509 

 

64,7 / 70,2 

 5,8 / 5,0 6 13 

0,7 - - - - - cAMP-dependent 
protein kinase 

regulator 
528236423 57,8 / 70,2 

4,9 / 5,0 3 7 

414 Phenylalanyl-tRNA 
synthetase beta 

chain 

528222811 71,9 / 79,1 
5,6 / 5,4 11 20 

1,6 - - - 0,5 - 

Vesicle-fusing 
ATPase 

528236669 79,0 / 79,1 
6,0 / 5,4 9 14 

Prolyl 
oligopeptidase 

528214331 78,2 / 79,1 
5,5 / 5,4 2 3 

ATP-binding protein 
cassete 

528228962 76,3 / 79,1 
6,2 / 5,4 3 4 

Molecular 
chaperone DnaK 

528242500 71,4 / 79,1 
5,8 / 5,4 3 5 

Methylmalonyl-CoA 
mutase 

528231872 79,5 / 79,1 
6,4 / 5,4 8 13 

AP-1 complex 
subunit beta-1 

528232473 82,8 / 79,1 
5,5 / 5,4 4 6 

Paraflagelar rod 
protein 1D 

528251011 69,1 / 79,1 
5,4 / 5,4 8 16 

hypothetical  

528235611 81,8 / 79,1 
5,5 / 5,4 29 38 

528217899 70,5 / 79,1 
5,7 / 5,4 3 5 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

415 Propionyl-CoA 
alpha chain 

528234674 71,2/ 88,6 5,5 / 5,3 2 4 

0,4 0,3 0,3 - - - 

ATP-dependent Clp 
protease ATP-
binding subunit 

ClpB 

528221679 90,5/ 88,6 6,6 / 5,3 17 19 

Peptide alpha-N-
acetyltransferase 

528251229 80,0 / 88,6 6,2 / 5,3 2 3 

hypothetical  528235611 81,8 / 88,6 5,5 / 5,3 10 15 

Internalin A 528210945 72,8 / 88,6 5,8 / 5,3 3 4 

Methylmalonyl-CoA 
mutase 

528231872 79,5 / 88,6 6,4 / 5,3 3 4 

Vesicle-fusing 
ATPase 

528236669 80,0 / 88,6 6,0 / 5,3 5 8 

Carnitinine/choline 
acetyltransferase 

528239639 66,3 / 88,6 5,9 / 5,3 2 3 

430 Elongation factor 2 528214720 94,2 / 93,7 5,9 / 5,22 32 40 

- - - - - - 

Trypanothione 
synthetase/amidase 

528244134 82,6 / 93,7 5,3 / 5,2 5 7 

Cysteine peptidase 528229585 95,7 / 93,7 5,4 / 5,2 7 10 
26S proteasome 

regulatory subunit 
N1 

528241267 99,4 / 93,7 4,9 / 5,2 4 5 

Pyruvate, 
orthophosphate 

dikinase 
528215750 99,3 / 93,7 6,1 / 5,2 9 

 11 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
439 Pyruvate, 

orthophosphate 
dikinase 

528215750 99,3 / 86,3 
6,1 / 6,3 9 15 - - - - 0,6 - 

1168 Translation initiation 
factor 5A 

528255345 17,6 / 14,3 
4,7/ 7,3 2 18 - 0,4 - - - - 

1176 Cytochrome c 
oxidase subunit 6b 

528247919 19,1 / 18,1 
6,7 / 7,3 5 30 1,4 - - - - - 

1177 Large subunit 
ribosomal protein 

L26e 

528229729 20,3 / 18,8 
10,9 / 5,0 3 20 1,5 - - - - - 

1189 Succinate 
fdehydrogenase 

iron-sulfur subunit 

528255565 27,3 / 28,7 
8,3 / 5,7 1 8 1,4 4,3 - - - - 

1191 
Rab family 

528242535 26,0  / 29,4 
5,5 / 5,6 2 8 

- 0,2 - - - - Proteasome 
activator protein 

PA26 

528257502 26,8 / 29,4 
6,1 / 5,6 4 15 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

1197 
Hypothetical  

528243572 23,3 / 32,6 
5,9 / 5,4 11 54 

2,4 - - - - - 

ATP-binding protein 
involved in 

chromosome 
partitioning 

528248416 30,6 / 32,6 
5,5 / 5,4 4 20 

Cell cycle 
checkpoint protein 

528244048 32,0 / 32,6 
5,5 / 5,4 2 10 

Branch point 
binding protein 

528226794 30,3 / 32,6 
5,5 / 5,4 3 12 

1199 Coatomer épsilon 
subunit 

528222244 43,7 / 33,8 
5,2 / 5,3 

9 
 24 

- 0,4 - - - - 

Mithocondrial 
carrier protein 

528240337 35,0 / 33,8 
6,2 / 5,3 2 6 

hypothetical  
528253673 30,0 / 33,8 

5,4 / 5,3 3 13 

Ubiquinol-
cytochrome c 

reductase iron-
sulfur subunit 

528254377 33,6 / 33,8 
6,0 / 5,3 6 20 

1202 Coprophorphyrinog
en III oxidase 

528249860 34,8/ 34,5 
6,1 / 6,2 10 33 

- 1,6 - - - - 5’-
methylthioadenosin

e phosphorylase 

528248536 33,4 / 34,5 
6,0 / 6,2 8 31 

1240 U4/U6 small nuclear 
ribonucleoprotein 

SNU13 

528255694 20,1 / 
8,8 / 8,8 2 13 - 2,1 - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

1278 Arf/Sar family 528251008 23,3 / 43,0 5,78 / 4,9 5 17 1,9 - - - - - 
1283 hypothetical  528250186 22,1 / 47,2 4,64 / 5,0 5  0,5 - - - - - 
1298 20S proteasome 

subunit alpha 1 (A. 
deanei) 

528276665 27,2 / 59,2 5,48 / 5,6 1 
 4 0,5 - - - - - 

81 cytosolic 
tryparedoxin 
peroxidase, 

trypanosomatid 
typical 2-Cys 
peroxiredoxin 

528243040 22,1 / 26,4 6,2 / 6,2 1 6 1,8 - - - - - 

83 hypothetical  528251089 26,6 / 25,8 5,4 / 5,5 1 9 

- - 0,6 - 0,5 0,5 2,4-dihydroxyphept-
2-ene-1,7-dioic acid 

aldolase 
528256605 24,0/ 25,8 6,1 / 5,5 11 52 

91 
Guanylate kinase 528250097 26,2 / 26,0 7,1 / 5,6 

3 
 12 1,8 1,7 - - - 0,6 

97 GTP-binding protein 
nuclear protein Ran 528254870 24,8 / 28,0 6,4 / 6,2 10 63 - 1,6 - - - 0,6 

105 20S proteasome 
subunit alpha 528257396 27,6 / 27,7 6,0 / 5,9 6 

 35 - 1,4 - - 0,7 0,6 

106 adenine 
phosphoribosyltrans

ferase 
528256866 25,9 / 27,8 6,0 / 5,7 4 17 1,5 1,5 - - 0,7 0,7 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

109 Phosphomanumuta
se 

528256670 28,1 / 28,2 5,4 / 5,4 5 31 

1,9 1,9 - - - - 
Translation initiation 

factor 4E 
528250309 21,5  / 28,3 5,4  / 5,4 4 32 

116 
short chain 

dehydrogenase 528248594 24,9 / 28,5 5,9 / 5,7 6 27 1,5 1,5 - - - - 

119 cytochrome c 
oxidase subunit V 

528247959 22,1 / 29,2 6,2 / 5,0 4 28 - 2,8 - - - - 

121 Cytosolic 
tryparedoxin 
peroxidase, 

trypanosomatid 
typucal 2-cys 
peroxiredoxin 

528243040 22,1 / 29,3 6,2 / 4,9 1 6 - 0,5 - - - - 

123 2,4-dihydroxyhept-
2-ene-1,7-dioic acid 

aldolase 
528256605 24,0 / 30,0 6,1/ 6,1 3 19 

0,6 0,4 - - - - 
peptidylprolyl 

isomerase 528248052 23,9 / 30,0 6,2 / 6,1 2 10 

136 Protaglandin f 
synthase 

528214710 31,2 / 30,3 6,1 / 6,3 11 51 - - - - - - 

138 Lysophospgolipase 
I 528233803 38,2 / 31,4 6,0 / 6,2 6 24 1,5 - - - - - 

161 Coproporphyrinoge
n III oxidase 528249860 34,8 / 34,1 6,1 / 6,2 6 24 1,9 - - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

163 Spermidine 
synthase 528253706 34,6 / 34,1 5,2 / 6,2 6 22 1,6 - - - 0,5 - 

170 RNA binding protein 528229068 32,6 / 35,1 
6,2 / 6,3 2 

11 
3,1 - - - - - 

176 Pyridoxine kinase 528226060 33,7 / 35,4 6,0 / 6,1 5 22 2,4 - - - - - 

179 Cytochrome-b5 
reductase 

 

528243919 
 33,6 / 35,9 9,3 / 9,1 2 5 

2,0 - - - - - 
Malate 

dehydrogenase 528242015 38,0 / 35,9 9,3 / 9,1 1 4 

180 
hypothetical  528237994 34,0 / 35,4 6,2 / 6,3 1 

 3 

2,0 - - - - - hypothetical  528248391 33,2 / 35,4 6,8 / 6,3 3 11 

Hypothetical  528240827 29,9 / 35,4 6,9 / 6,3 5 27 
185 Proteasome 

activator PA26 528257502 26,8 / 35,9 6,1 / 6,2 4 21 

1,5 1,7 - - -- - 

RNA-binding protein 528255250 32,7 / 35,9 
7,8 / 6,1 

1 4 

V-type H+-
transporting 

ATPase subunit E 
528240967 24,8 / 37,0 

6,47 / 6,1 3 
18 

187 hypothetical  528255697 36,0 / 35,8 5,4 / 5,3 1 2 

- 2,0 0,6 - - - 

Alpha-soluble NSSF 
attachment protein 528241718 32,3 / 35,8 5,3 / 5,3 2 6 

Heat shock protein-
like protein 528231812 34,9 / 35,8 5,4 / 5,3 3 15 

188 hypothetical  528226630 24,5 / 36,6 7,8  / 6,1 2 11 1,9 - - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

195 2-oxoisovalerate 
dehydrogenase 

beta subunit, 
mitochondrial 

precursor 

528245081 39,9 / 37,1 6,33 / 5,8 3 12 1,9 - - - - - 

216 2,4-dihydroxyphept-
2-ene-dioic acid 

aldolase 
528256605 24,0 / 39,0 6,1 / 6,5 1 8 2,4 - - - - - 

222 

NADPH:quinone 
reductase 528249842 30,4 / 38,8 5,56 / 5,7 3 11 - 0,7 - - - 2,2 

224 BirA family 
transcriptional 

regulator, biotin 
operon repressor 

528233487 35,5 / 39,6 5,4 / 5,3 3 21 

- 0,7 - - - 2,2 NADH:flavin 
oxidoreductase/NA

DH oxidase 
528244173 39,1 / 39,6 

5,5 / 5,3 
9 28 

cytochrome c 
oxidase subunit IV 

528244086 37,7  / 39,6 
5,7 / 5,3 5 22 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 

238 dTDP-glucose 4,6-
dehydratase 

528251122 37,6 / 40,0 6,7 / 6,7 2 6 

- 2,3 - - - - 
Map kinase 528256590 42,4 / 40,0 6,4 / 6,7 2 9 

Alcohol 
dehydrogenase 

(NADP+) 
528253607 37,8 / 40,0 6,5 / 6,7 1 3 

241 Glucose-6-
phosphate 1-

epimerase 
528226582 36,0 / 40,2 5,7 / 5,7 6 25 

1,9 - - - - - 
Aspartate-amonia 

ligase 
528256350 

 
39,6 / 40,2 

 5,7 / 5,7 4 17 

269 hypothetical  528240827 29,9 / 43,4 6,9 / 6,3 2 8 - - - - 0,6 - 
272 

Pyridoxine kinase 528226060 33,7 / 45,6 6,0 / 6,1 3 14 

- 1,8 - - - 0,7 NADH:flavin 
oxidoreductase/NA

DH oxidase 
528244173 

39,1 / 45,6 5,5 / 6,1 5 
12 

280 Enoyl-[acyl carrier 
protein] reductase II 528254757 33,9 / 44,8 6,6 / 6,5 4 13 2,2 - - - - - 

295 Protein disulfide-
isomerase 528234909 52,0 / 51,5 5,5 / 5,3 6 24 - 0,6 - - - - 

348 Elongation factor 1-
alpha 528248216 49,0 / 57,4 9,0 / 5,8 

4 
10 4,4 - - - - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero  
de 

Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão e 

56h/24h 80h/24h 92h/24h 80h/56h 92h/56h 92h/80h 
354 

Pyruvate kinase 528224213 54,0 / 56,5 6,5 / 6,3 1 3 

1,9 - - - - - 
Succinate-

semialdehyde 
dehydrogenase 

(NADP+) 

528253926 53,7 / 56,5 6,4 / 6,3 5 11 

378 T-complex protein 1 
subunit epsilon 528230274 58,9 / 62,0 5,2 / 5,2 3 10 0,6 0,5 0,6 - - - 

405 Amidohydrolase 
 

528232668 
 

44,3 / 67,8 
 5,6 / 6,4 6 19 

 1,6 - - - - - 
Transketolase 528215291 45,4 / 67,8 6,2 / 6,4 3 8 

409 transketolase 528215291 45,4 / 72,0 6,2 / 6,2 4 14 1,5 1,7 - - - 0,6 
426 Enolase 528235542 46,4 / 89,8 5,7 / 5,7 1 3 

- 2,5 - - - - Alanine 
transaminase 

528254034 53,2 / 89,8 5,8/ 5,7 5 14 

427 Glycyl tRNA 
symthethase 

528222199 70,4 / 80,4 5,8 / 5,9 1 3 7,3 - - - - - 

432 Cysteine peptidase 528243116 87,0 / 95,9 4,9 / 4,8 7 17 0,6 - - - - - 
1231 hypothetical  528248588 11,5 / 46,7 6,3 / 7,1 1 12 - 2,0 - - - - 
1235 Heat shock protein 

67Bb 
528253983 13,3 / 53,2 5,6 / 7,1 2 23 - 2,5 - - - - 

1277 PUA domain protein 528241985 21,5 / 41,4 5,8 / 3,9 1 8 0,3 - - - - - 
a gene identifier, b valor de massa molecular excluindo o peptídeo sinal, c número de peptídeos identificados por espectrometria de massas, d porcentagem 

de cobertura de sequência obtida e e razão das abundâncias. As identificações proteicas, quando não indicadas, fora realizadas em Strigomonas culicis.  

Linhas preenchidas em cinza indicam as identificações utilizadas para a descrição de processos. 
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Tabela 2. Identificação de spots  diferencialmente abundantes (DifEstat) por espectr ometria de massas após comparação dos perfis 
2DE intracepa WT de S. culicis. 

Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertur
a (%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

315 Alanine transaminase 528254034 53,2 / 49,7 5,8 / 6,2 2 7 - 1,7 - 

439 
Pyruvate, 

orthophosphate 
dikinase 

528215750 99,3 / 86,3 6,1 / 6,3 9 15 - 1,6 - 

350 Hypothetical  528226690 56,6 / 55,9 6,2 / 6,0 2 4 - 2,1 - 

288 

S-adenosylmethionine 
synthetase 528244340 43,2 / 45,7 5,8  / 6,3 10 30 

- 1,5 - 
ATP-dependent RNA 

helicase UAP56/SUB2 
528222789 48,9  / 45,7 6,3 / 6,3 

11 
 

28 

Glutamate-5-
semialdehyde 

dehydrogenase 
528242675 47,7 / 45,7 6,0 / 6,3 5 18 

280 Enoyl-[acyl carrier 
protein] reductase II 

528254757 33,9 / 44,8 6,6 / 6,5 4 13 - 1,7 - 

272 

Pyridoxine kinase 528226060 33,7 / 45,6 6,0 / 6,1 3 14 

- 1,6 - NADH:flavin 
oxidoreductase/NADH 

oxidase 
528244173 39,1 / 45,6 5,5 / 6,1 5 12 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

261 

Mannose-1-phosphate 
guanylyltransferase 

 
528215369 34,5 / 43,2 5,8 / 5,8 2 16 

0,7 - - 
Mannose-1-phosphate 

guanylyltransferase 
528223955 32,3 / 43,2 6,6 / 5,8 

3 
 

26 
 

Coproporphyrinogen III 
oxidase 

 
528249860 34,8 / 43,2 6,1 / 5,8 1 4 

Malate dehydrogenase 528242015 33,1 / 43,1 9,3 / 5,8 1 3 

356 Pyruvate/indole-
pyruvate carboxylase 

528227460 60,8 / 56,0 5,8 / 5,7 14 38 - 2,4 - 

7 Hypothetical  528212705 10,9 / 13,7 6,3 / 6,0 2 13 - 1,9 - 

29 Nucleoside-
diphosphate kinase 

528257238 16,5 / 17,2 6,8 / 6,8 9  - 1,5 - 

49 Bis(5’-nucleosidyl)-
tetraphosphatase 

528242570 15,4 / 21,1 6,2 / 6,6 2 22 1,9 3,0 - 

71 cytochrome c oxidase 
subunit V 

528247959 22,1 / 23,9 6,2 / 5,8 5 38 - 1,4 - 

52 Peptidylprolyl 
isomerase 

528226786 21,1 / 22,9 9,3 / 8,9 5 30 - 2,7 - 

66 
nitroreductase 528247350 31,3 /  23,9 9,0 / 6,4 5 27 

2,1 2,0 - endoribonuclease L-
PSP 528256530 11,4 / 23,9 5,2 / 6,4 1 7 

73 MAR1 ribonuclease 528244268 21,2 / 24,5 7,7 / 7,7 2 11 1,8 1,6 - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

76 Superoxide dismutase, 
Fe-Mn family 

528238522 25,5 / 24,6 8,2 / 6,9 7 31 1,5 2,1 - 

78 

Mitochondrial 
tryparedoxin 
peroxidase, 

trypanosomatid typical 
2-cys peroxiredoxin 

528224473 17,0 / 25,1 5,0 / 5,2 6 51 - 1,8 1,5 

90 20S proteasome 
subunit alpha 

528247276 25,2 / 26,2 5,4 / 5,3 1 6 - 1,6 - 

108 TNF receptor-
associated protein 1 

528251364 84,1 / 28,1 6,4 / 5,2 6 11 - 1,6 - 

109 

Phosphomanumutase 528256670 28,1 / 28,7 5,4 / 5,4 5 31 
0,5 - 2,0 Translation initiation 

factor 4E 
528250309 21,5 / 28,7 5,4 / 5,4 4 32 

145 
propionyl-CoA 

carboxylase alpha 
chain 

528213738 45,5 / 33,0 5,4 / 7,2 5 13 4,1 - - 

161 Coproporphyrinogen III 
oxidase 

528249860 34,8 / 34,2 6,1 / 6,2 6 21 2,0 2,0 - 

168 Malate dehydrogenase 528242015 33,6 / 34,6 9,3 / 9,4 2 8 3,0 4,9 - 

175 
hypothetical  528248884 28,0 / 35,7 5,8 / 7,4 2 8 

- - 0,3 
phosphomannomutase 528256670 28,1 / 35,7 5,4 / 7,4 1 6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

176 Pyridoxine kinase 528226060 33,7 / 36,3 6,0 / 6,0 5 22 - 1,7 - 

 
 

178 

 
1,2-dihyroxy-3-keto-5-

methylthiopentene 
dioxygenase 

528249758 33,9 / 36,0 6,0 / 6,0 6 25 1,8 - 1,1 

179 
Malate dehydrogenase 528242015 33,6 / 35,9 9,3 / 9,1 1 4 

2,3 1,9 - Cytochrome-b5 
reductase 

528243919 38,0 / 35,9 8,5 / 9,1 2 5 

195 

2-oxoisovalerate 
dehydrogenase beta 

subunit, mitochondrial 
precursor 

528245081 39,9 / 37,1 6,3 / 5,8 3 12 1,7 1,7 - 

216 2,4-dihydroxyphept-2-
ene-dioic acid aldolase 

528256605 24,0 / 39,0 6,1 / 6,5 1 8 2,1 - - 

222 alcohol dehydrogenase 528243459 41,3 / 39,6 6,0 / 5,7 3 8 3,0 3,3 - 

223 

NADH:flavin 
oxidoreductase/NADH 

oxidase 
528244173 39,1 / 39,8 5,5 / 5,4 4  

0,4 0,7 1,5 

cytochrome c oxidase 
subunit IV 

528244086 37,7 / 39,8 5,7 / 5,4 5 22 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

224 

NADH:flavin 
oxidoreductase/NADH 

oxidase 
528244173 39,1 / 39,6 5,5 / 5,3 9 28 

0,5 0,5 - 

cytochrome c oxidase 
subunit IV 

528244086 37,7  / 39,6 
5,7 / 5,3 

 5 22 

BirA family 
transcriptional 

regulator, biotin operon 
repressor 

528233487 35,5 / 39,6 5,4 / 5,3 3 21 

241 

Glucose-6-phosphate 
1-epimerase 

528226582 36,0 / 40,0 5,7 / 5,7 6 25 
0,7 2,0 3,0 

Aspartate-amonia 
ligase 

528256350 
 

39,6 / 40,2 
 

5,7 / 5,7 1 3 

256 
hypothetical  528234437 30,4 / 43,2 4,6 / 5,3 2 8 

2,6 2,7 - Coproporphyrinogen III 
oxidase 

528249860 34,8 / 43,2 6,1 / 5,3 2 8 

301 

Pirin domain-
containing protein 

528208613 47,7 / 49,1 6,0 / 6,0 3 9 
1,7 2,1 - 

Aspartate 
carbamoyltransferase 

528236899 35,2 / 49,1 6,1 / 6,0 2 10 

318 
Tubulin beta 528243748 49,9 / 50,5 4,7 / 4,9 8 16 0,01 - 151,6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

327 Aromatic-L-aminon-
decarboxylase 

528246060 55,7 / 55,7 5,6 / 5,5 1 2 - 0,3 - 

338 Cystathionine beta-
synthase 

528244906 38,7 / 55,4 6,0 / 8,0 1 3 - 3,7 - 

343 Dihydrolipoamide 
dehydrogenase 

528251463 51,3 / 54,5 6,8 / 6,7 1 2 0,5 0,3 - 

380 

2,3-phophoglycerate-
independet 

phosphoglycerate 
mutase 

528247083 59,8 / 62,0 5,4  / 5,3 9 26 - - 1,8 

599 

Cystathionine beta-
synthase 

528244906 38,7 / 41,1 6,0 / 7,0 7 16 

- 1,5 - 

dTDP-glucose 4,6-
dehydratase 

528254677 42,4 /  41,1 6,1 / 7,0 2 7 

Hustidinol-phosphate 
aminotransferase 

(Candidatus 
Kinetoplastibacterium 

blastocrithidii) 

438000077 42,2 /  41,1 6,1 / 7,0 5 13 

3-deoxy-7-
phosohoheptulonate 

synthase 
438000013 39,6 /  41,1 6,0 / 7,0 6 18 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

 

Glucose-6-phosphate 
1-epimerase 

528226582 36,0 /  41,1 5,7 / 7,0 2 6 
   

Aspartate-ammonia 
ligase 

528256350 39,6 /  41,1 5,7 / 7,0 3 11 

618 

Argininosuccinate 
synthase 

528241568 47,8 / 44,2 5,9 / 5,1 9 26 

- 0,6 - 

Aspartate kinase 
(Candidatus 

Kinetoplastibacterium 
blastocrithidii) 

437999857 44,5 / 44,2 5,5 / 5,1 6 16 

Phosphoribosylpyroph
osphate 528236312 38,6 / 44,2 5,5 / 5,1 2 5 

ATP synthase 
mitochondrial F1 

complex assembly 
factor 2 

528222109 42,1 / 44,2 5,5 / 5,1 5 12 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

622 

5-
(carboxyamino)imidazo

le ribonucleotide 
synthase 

437999827 43,5 / 44,0 5,8 / 6,0 2 5 

2,6 2,0 - 

Aspartate kinase 
(Candidatus 

Kinetoplastibacterium 
blastocrithidii) 

437999857 44,5 / 44,2 5,5 / 5,1 3 9 

Argininosuccinate 
synthase 528241568 47,8 / 44,0 5,9 / 6,0 6 16 

Histidyl-tRNA 
synthetase 
(Candidatus 

Kinetoplastibacterium 
blastocrithidii) 

438000042 50,1 / 44,0 6,0 / 6,0 2 5 

Adenylosuccinate 
synthetase 
(Candidatus 

Kinetoplastibacterium 
blastocrithidii) 

438000034 46,8 / 44,0 6,0 / 6,0 8 23 

Diphosphomevalonate 
decarboxylase 

528255521 42,3 / 44,0 5,8/ 6,0 7 19 

471 nitroreductase 528247350 31,3 / 18,0 9,0 / 6,6 5 20 1,9 1,6 - 
483 hypothetical  528243572 23,3 / 21,0 5,9 / 5,5 6 36 - 0,4 - 

511 Branched-chain amino 
acid aminotransferase 

528232983 45,2 / 26,6 6,3 / 5,4 6 19 1,6 2,1 - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

 

Fructose-bisphosphate 
aldolase 

528252563 49,3 / 26, 6 9,1 / 5,4 3 9 

   ATP-dependent 
RNA_helicase 
UAP56/SUB2 

528222789 48,9 / 26,6 6,3 / 5,4 1 5 

573 

Alanine transaminase 528254034 53,2 / 36,4 5,8 / 5,2 1 4 

0,2 - 3,9 

Dihydrolipoamide 
dehydrogenase 

528251463 51,3 / 36,4 6,8 / 5,2 9 21 

hypothetical  528243953 53,7 / 36,4 6,4 / 5,2 2 8 

597 

Electron transfer 
flavoprotein alpha 

subunit 
528254982 33,3 / 39,7 6,5 / 6,2 3 18 

- 2,3 - 
Ubiquinol-cytochrome 
C reductase iron-sulfur 

subunit 
528254377 33,6 / 39,7 6,0 / 6,2 4 16 

620 DNA repair protein 
RAD51 

528253529 39,6 / 43,7 5,9 / 5,7 2 9 0,6 - 1,0 

236 Cystathionine beta-
synthase 

528244906 38,7 / 41,2 6,0 / 6,0 10 31 - - 1,6 

386 Aspartyl-tRNA 
synthetase 

528248966 62,8 / 66,2 5,7 / 5,7 8 16 - 1,6 - 

177 Enoyl-[acyl-carrier 
protein] reductase 

528254757 33,9 / 36,1 6,6 / 6,6 6 24 1,6 - 0,6 

78 
FKBP-type peptidyl-

prolyl cis-trans 
isomerase FklB 

528256990 
16,7442 / 
24,6111 

6,3 / 5,2 2 18 - 1,8 1,5 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

194 GDP-fucose synthase 528251005 29,0 / 37,1 6,2 / 6,7 1 5 - 1,8 2,1 

370 T-complex protein 1 
subunit eta 

528250013 61,8 / 59,8 5,9 / 5,8 5 10 - - 0,5 

577 

Acyl-CoA 
dehydrogenase, 

mitochondrial 
precursor 

 

528255146 
57,7 / 36,3 

 
5,6 / 5,4 7 17 - - 1,8 

91 Guanylate kinase 528250097 26,2 / 27,0 7,1 / 5,6 3 12 - 1,5 - 

56 
4-methyl-5(b-

hidroxyenthyl)-thiazole 
monophosphate 

biosynthesis 

528250376 21,0 / 23,0 6,1 / 6,0 3 26 - 1,5 - 

41 Calpain-like cysteine 
peptidase 

528250231 
19,3281 / 
19,576 

6,9 / 6,2 3 17 - 0,7 - 

128 
Uracil 

phosphoribosyltransfer
ase 

528247531 
 

27,1 / 30,3 6,4 / 4,9 3 14 - 1,7 - 

284 

adenosylhomocysteina
se 

528221685 34,3 / 45,9 6,0 / 4,6 1 4 
- 2,0 - 

Tyrosine 
aminotrasferase 

528253965 52,6 / 45,9 7,6 / 4,6 6 22 

165 Glyoxalase II 528226870 35,7 / 35,1 6,1 / 6,0 4 12 - 1,5 
- 
 

125 F-type H+-transporting 
ATPase subunit alpha 

528246523 56,6 / 29,5 9,0 / 5,8 2 6 - 1,5 - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

185 

Proteasome activator 
PA26 

528257502 26,8 / 37,0 6,1 / 6,1 4 21 

- 1,5 - RNA-binding protein 528255250 32,7 / 37,0 7,8 / 6,1 1 4 

V-type H+-transporting 
ATPase subunit E 

528240967 24,8 / 37,0 6,5 / 6,1 3 18 

67 

F-Type H+-transporting 
ATPase subunit alpha 

528246523 56,6 / 24,4 9,0 / 7,2 2 6 
1,8 - - 

Nitroreductase 
528247350 

 31,4 / 24,4 9,0 / 7,2 1 4 

200 hypothetical  528222379 36,3 / 38,4 6,2 / 5,7 6 23 - 1,4 - 

524 Elongation factor  1-
alpha 

528248216 49,0 / 28,8 9,0 / 7,6 3 6 - - 0,4 

2 Tubulin alpha 528254825 49,7 / 55,4 4,9/ 5,3 3 8 - 0,4 - 

169 Phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-kinase 

528215673 36,4 / 35,3 6,0 / 5,9 5 23 - 1,5 - 

210 

5’-AMP-activated 
protein kinase, 

regulatory beta subunit 
528247311 34,6 / 38,1 7,2 / 6,9 4  

1,7 2,0 - 
hypothetical  528230198 38,1 / 38,0 6,4 / 6,9 3 

 
 

Protein kinase 528240871 38,4 / 38,1 7,1 / 6,9 3  
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero 
de 

Peptideo
s c 

Cobertura 
(%) d 

Razão (SELVAGEM) e 

56h/24h 80h/24 h 80h/56h 

1336 

Glycosomal 
glyceraldehyde 3-

phosphate 
dehydrogenase 

528255110 39,1 / 45,4 9,0 / 5,2 2 10 
3,3 - - 

hypothetical  528254885 41,9 / 45,4 8,3 / 5,2 2 5 
a gene identifier, b valor de massa molecular excluindo o peptídeo sinal, c número de peptídeos identificados por espectrometria de massas, d porcentagem 

de cobertura de sequência obtida e e razão das abundâncias. As identificações proteicas, quando não indicadas, fora realizadas em Strigomonas culicis.  

Linhas preenchidas em cinza indicam as identificações utilizadas para a descrição de processos. 

 

Tabela 3. Identificação de spots  diferencialmente abundantes (DifEstat) por espectr ometria de massas após comparação dos perfis 
2DE intercepa Apo e WT de S. culicis. 

Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT  

Fase log de crescimento 
celular 

Início Meio Fim 
0 Putative RNA-binding protein 528255242 26,5 / 40,6 6,3 / 6,2 2 9 

- - 0,7 
Homoserine kinase 528248856 37,0 / 40,6 6,2 / 6,2 3 12 

2 Tubulin alpha 528254825 49,7 / 55,4 4,9/ 5,3 3 8   0,5 
4 kinetoplastid membrane protein 

KMP-11 
528256906 11,1/ 12,1 6,0 / 5,6 2 15 0,6  0,6 

7 Hypothetical  528212705 10,9 / 13,7 6,3 / 6,0 2 13  1,7 0,6 
  



189 

 

Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo  / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

8 Propionyl-CoA carboxylase alpha 
chain 

528234674 71,2 / 88,6 5,5 / 5,3 6 11 
 0,5 0,5 

Heat shock protein 70 kDa protein 
1/8 

528245216 80,6 / 88,6 6,3 / 5,3 10 17 

Large subunit ribossomal protein 
L30e 

528250364 11,3 / 13,9 9,6 / 6,3 2 25    

9 hypothetical  528257386 12,9 / 15,5 8,9 / 8,8 1 18 0,4 0,6 0,4 
18 Cofilin 528227814 15,6 / 15,8 5,7 / 5.4 4 32 0,5  0,5 
22 

Tryparedoxin 
528254309 

 
17,3 / 16,6 5,7 / 5,5 7 29 

3,2 3,5 3,1 
DNA-directed RNA polymerase II 

subunit RPB11 
528250380 

 
15,5 / 16,6 5,6 / 5,5 2  

 cytosolic tryparedoxin peroxidase, 
trypanosomatid typical 2-Cys 

peroxiredoxin 
528204906 22,1 / 16,6 6,2 / 5,5 4 15 0,3  0,7 

35 small myristoylated protein-2 528257638 18,1 / 18,8 5,2 / 5,2 2 12 0,5  0,6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 

Fase log de crescimento 
celular 

Início Meio Fim 
39 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 

(cyclophilin A) 
528234435 18,8 / 19,8 8,98 / 8,7 

11 
 

62 
0,4   

Protein-tyrosine phosphatase 528242640 22,9 / 19,8 8,48 / 8,7 2 10 
Peptidylprolyl isomerase 528217318 11,2 / 19,8 7,78 / 8,7 8 63 

40 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 
(cyclophilin A) 528234435 18,8 / 20,3 8,98/9,13 9 55 0,5  0,6 

41 
Calpain-like cysteine peptidase 528250231 19,4 / 19,6 6,86 / 6,25 3 17 0,3 0,5 0,5 

42 hypothetical  528207900 15,1 / 19,7 8,8 / 9,3 1 8  0,5 0,2 
44 hypothetical  528207120 18,6 /20,3 6,3 / 6,3 5 25 0,5 0,4 0,3 
46 cofilin 528227814 15,6 / 20,7 5,7 / 5,2 4 40  1,4 0,6 
49 Bis(5’-nucleosidyl)-tetraphosphatase 528242570 15,4 / 21,1 6,2 / 6,6 2 22  1,5 0,6 
52 Peptidylprolyl isomerase 528226786 21,1 / 23,0 9,3 / 9,1 5 30   0,4 
54 Small myristolyated protein-1 528256585 15,0 / 22,6 5,9 / 5,4 2 18   0,6 

56 
4-methyl-5(b-hidroxyenthyl)-thiazole 

monophosphate biosynthesis 528250376 21,0 / 22,9 6,1 / 6,0 3 26 0,6 0,4 
0,4 

 

58 Cytosolic tryparedoxin peroxidase 528257400 22,1 / 23,2 8,2 / 8,0 3 17 1,6 0,6 1,6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / W T 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

59 hypothetical  528251023 21,9 / 21,9 5,2 / 5,2 10 51 
  1,3 

hypothetical  528251023 16,6 / 21,9 5,2 / 5,2 2 12 

66 endoribonuclease L-PSP 528256530 11,4 / 23,9 5,2 /  6,4 1 7 1,8   
67 

Nitroreductase 528247350 31,3 / 24,4 9,0 / 7,2 1 4 
2,0  0,6 F-Type H+-transporting ATPase 

subunit alpha 
528246523 56,6 / 24,4 9,0 / 7,2 2 6 

70 
mitochondrial tryparedoxin 

peroxidase, trypanosomatid typical 2-
Cys peroxiredoxin 

528224473 17,0 / 24,7 5,02 / 5,1 1 9 2,1   

71 cytochrome c oxidase subunit V 528247959 22,1 / 23,9 6,2 / 5,8 5 38 0,5   
73 MAR1 ribonuclease 528244268 21,2 / 24,5 7,7 / 7,7 2 11 1,7   
78 Mitochondrial tryparedoxin 

peroxidase, trypanosomatid typical 2-
cys peroxiredoxin 

528224473 17,0 / 25,1 5,0 / 5,2 6 51 1,6   

79 GMP-PDE delta subunit family 
protein 

528255445 31,6 / 25,9 9,6 / 5,4 4 12   0,6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 
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Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

80 Cytosolic tryparedoxin peroxidase 
trypanosomatid typical 2-cys 

peroxiredoxin 
528243040 22,1 / 25,5 6,2 / 6,0 8  1,5 0,7  

81 cytosolic tryparedoxin peroxidase, 
trypanosomatid typical 2-Cys 

peroxiredoxin 
528243040 22,1 / 26,4 6,2 / 6,2 1 6 0,4  0,4 

83 2,4-dihydroxyphept-2-ene-1,7-dioic 
acid aldolase 

528256605 24,0/ 25,8 6,1 / 5,5 11 52 0,7   

84 Cytosolic tryparedoxin peroxidase 528204906 22,1 / 26,7 6,2 / 5,4 2 12 
  0,5 

hipotetica 528255293 22,6 / 26,7 6,2 / 5,4 3 18 

86 hypothetical  528255293 22,6 / 26,1 6,2 / 5,7   1,5 0,4  
90 20S proteasome subunit alpha 528247276 25,2 / 26,2 5,4 / 5,3 1 6 5,1   
108 hypothetical  528251023 21,9 / 28,9 5,2 / 6,1 5 21 

- - 0,6 
Hypothetical  528248391 33,2 / 29,0 6,8 / 6,1 9 37 

109 Translation initiation factor 4E 528250309 21,5 / 28,7 5,4 / 5,4 4 32 
0,4 1,6 0,6 

phosphomanumutase 528256670 28,1 / 28,7 5,4 / 5,4 5 31 
111 Pyrroline-5-carboxylate reductase 528257486 28,5 / 29,0 7,4 / 7,1 3 11 - - 1,6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

112 tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-

monooxygenase activation protein 
528237742 29,8 / 29,5 4,9 / 5,0 5 24 0,4 - - 

116 short chain dehydrogenase 528248594 24,9 / 29,3 5,9 / 5,7 7 30 0,5 - - 
123 peptidylprolyl isomerase 528248052 23,9 / 30,0 6,2 / 6,1 2 10 

3,6 - - 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic 
acid aldolase 

528256605 30,0 / 30,0 6,1/ 6,1 3 19 

133 Hypothetical  528220283 30,7 / 31,0 6,7 / 6,8 4 20 0,3 - 1,6 
134 Hypothetical  528227942 29,4 / 30,6 8,3 /  7,6 1 7 

1,9 1,6 - Hypothetical  528228904 29,0 / 30,6 9,1 / 7,6 2 12 
135 Prostaglandin f synthase 528245046 31,0 / 30,3 5,8 / 5,9 5 21 - 0,7 - 
138 Lysophospgolipase I 528233803 38,2 / 31,8 6,0 / 6,1 6 24 0,6 - - 
145 propionyl-CoA carboxylase alpha 

chain 
528213738 45,5 / 32,9 5,4 / 7,2 5 13 0,5 0,3 - 

146 
20S proteasome subunit alpha 

528257111 29,8 / 32,2 5,3 / 5,2 2 
16 0,4 - - 

528242202 32,0 / 32,2 5,4 / 5,2 2 

150 Small subunit protein S4e 528249050 30,6 / 32,3 10,5 / 5,5 3 13 

0,3 - - 
Pyruvate dehydrogense E1 

component subunit beta 
528243782 37,6 / 32,3 5,3 / 5,5 3 7 

Arf/Sar family 528247840 38,7 / 32,3 6,6 / 5,5 5 14 
Small subunit ribosomal protein SAe 528257460 27,3 / 32,3 7,6 / 5,5 3 13 

155 Tubulin-specific chaperone 528255477 26,1 / 33,9 4,9 / 4,9 4 18 - - 0,5 
156 Ubiquinol-cytochrome c reductase 

iron-sulur subunit 
528254377 33,6 / 33,1 6,03 / 5,3 6 23 1,6 - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo  / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

161 Coproporphyrinogen III oxidase 528249860 34,8 / 34,1 6,1 / 6,2 6 24 0,6 0,6 0,5 
162 Nitrilase 528247400 21,9 / 5,3 / 3 17 0,5 - - 
163 spermidine synthase 528253706 34,6 / 34,1 5,2 / 6,2 6 25 1,6 - 0,4 
164 Nascente polpeptide-associated 

complex subunit alpha 528248726 18,3 / 34,3 4,6 / 7,6 4 37 0,3 - 0,5 

167 

cytochrome-b5 reductase 528243919 38,0 / 35,4 8,5 / 8,4 4 13 2,1 - - 

168 Malate dehydrogenase 528242015 33,6 / 35,3 9,3 / 9,2 2 8 0,4 - - 
170 RNA binding protein 528229068 32,6 / 35,1 6,2 / 6,3 2 11 0,4 0,6 - 

175 Hypothetical  528248884 28,0 / 35,7 5,78 / 7,4 2 8 
- 0,2 0,6 

phosphomannomutase 528256670 28,1 / 35,7 5,4 / 7,4 1 6 
178 1,2-dihyroxy-3-keto-5-

methylthiopentene dioxygenase 
528249758 33,9 / 36,0 6,0 / 6,0 6 25 - - 1,6 

182 Pyruvate dehydrogenase E1 
component subunit beta 

528243782 37,6 / 35,5 5,3 / 5,1 9 26 0,1 - - 

186 Guanine nucleotide-binding protein 
subunit beta-2-like 1 protein 

528229899 34,1  / 35,4 5,4 / 5,3 6 33 - - 0,5 

187 hypothetical  528255697 36,0 / 35,8 5,38 / 5,28 1 2 

- - 0,6 Alpha-soluble NSSF attachment 
protein 

528241718 32,3 / 35,8 5,29 / 5,28 2 6 

Heat shock protein-like protein 528231812 34,9 / 35,8 5,4 / 5,3 3 15 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. 
(kDa) b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo  / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

205 Glucose-6-phosphate 1-epimerase 528257240 35,4 / 37,2 8,3 / 5,0 4 14 

0,6 - - 

hypothetical  528253559 36,2 / 37,2 7,1 / 5,0 2 7 
Glutathione-S-

transferase/glutaredoxin 
528257510 35,2 / 37,2 9,2 / 5,0 4 12 

Molecular chaperone DnaK 528242500 71,4 / 37,2 5,8 / 5,0 8 14 
Tubulin alpha 528254825 49,7 / 37,2 4,9 / 5,0 4 10 
transaldolase 528248521 36,9 / 37,2 5,2 / 5,0 4 14 

Samll subunit ribosomal protein S3Ae 528256966 31,1 / 37,2 10,1 / 5,0 5 21 
Pyruvate dehydrogenase E1 

component subunit beta 
528243782 37,6 / 37,2 5,3 / 5,0 7 23 

Large subunit ribosomal protein LPO 528222286 34,7 / 37,2 4,9 / 5,0 12 27 
Heat shock protein 70 kDa 1/8 528245216 80,6 / 37,2 6,3 / 5,0 8 14 

Elongation factor 1-beta 528228892 22,6 / 37,2 4,8 / 5,0 2 10 
hypothetical  528243974 36,6 / 37,2 5,8 / 5,0 3 10 

211 

hypothetical  

528256690 41,8 / 38,2 5,1 / 5,1 3 11 

0,5 - - 

528255871 35,9 / 38,2 9,0 / 5,1 3 11 
528237484 30,7 / 38,2 5,3 / 5,1 2 11 
528252457 38,7 / 38,2 9,2 / 5,1 3 7 

transaldolase 528248521 36,9 / 38,2 5,2 / 5,1 5 18 
Adenosine kinase 528247391 36,6 / 38,2 5,2 / 5,1 11 34 

Small subunit ribosomal protein S3Ae 528256966 31,1 / 38,2 10,1 / 5,1 3 13 
Pyruvate dehydrogenase E1 

component subunit beta 
528243782 37,6 / 38,2 5,3 / 5,1 3 11       

large subunit ribosomal protein LP0 528222286 34,7 / 38,2 4,9 / 5,1 6 15 
Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase NAD+, 
glycosomal/mithocondrial 

528250327 45,3 / 38,2 9,5 / 5,1 3 10 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

 Translation initiation fator 3 subunit G 528239468 30,9 / 38,2 5,1 / 5,1 6 25    
214 Eléctron transfer flavoprotein alpha 

subunit 528255916 33,3 / 39,5 6,6 / 5,9 3 11 
1,4 - - 

Homoserine kinase 528248856 37,0 / 39,5 6,2 / 5,9 2 7 
216 2,4-dihydroxyphept-2-ene-dioic acid 

aldolase 
528256605 24,0 / 39,0 6,1 / 6,5 1 8 - 1,5 - 

217 Thioredoxin domain-containing 
protein 

528251161 27,9 / 40,0 5,5 / 7,9 2 10 - - 0,2 

219 Alcohol dehydrogenase (NADP+) [A. 
deanei] 

528273440 38,3 / 39,0 6,1 / 6,4 4 
19 
 

- 2,1 1,8 

220 Lysophospholipase 528233803 38,2 / 31,8 6,0 / 6,1 2 6 0,5 - 0,5 
221 hypothetical  528229769 33,2 / 4,1 5,4 / 5,5 1 3 0,3 - - 
222 

alcohol dehydrogenase 528243459 41,3 / 39,6 6,0 / 5,7 3 8 - 0,3 0,3 

223 NADH:flavin oxidoreductase/NADH 
oxidase 

528244173 39,1 / 39,8 5,5 / 5,4 4 18 
0,2 - - 

cytochrome c oxidase subunit IV 528244086 37,7 / 39,8 5,7 / 5,4 5 22 
225 Alcohol dehydrogenase 528243459 41,3 / 38,9 6,0 / 5,6 8 22 0,5 0,6 0,1 
227 Alcohol dehydrogenase 528243459 41,3 / 40,0 6,0 / 5,6 1 6 

- 1,6 - 
Geranyl diphosphate syntase 528227250 39,3 / 40,0 5,9 / 5,6 8 28 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 
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Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

230 Sterol 24-C-methyltransferase 528222259 40,2 / 40,3 6,5 / 6,5 5 19 - 1,4 - 
233 Mitochondrial processing peptidase 528235741 49,7 / 42,6 6,1 / 5,5 2 5 

2,2 - - 

Malonate-semialdehyde 
dehydrogenase 528204980 54,9 / 42,6 6,5 / 5,5 3 4 

Extracelular signal-regulated kinase 
1/2 528257312 58,7 / 42,6 6,2 / 5,5 2 3 

Lipoate-protein ligase 528229142 51,4 /  42,6 6,2 / 5,5 4 10 
Alanine transaminase 528227731 54,2 / 42,6 6,1 / 5,5 12 24 

Enolase 528235542 46,4 / 42,6 5,7 / 5,5 7 18 
Axoneme central apparatus protein 528227485 55,4 / 42,6 5,9 / 5,5 6 14 

234 Mitochondrial processing peptidase 528235741 49,7 / 41,6 6,1 / 6,1 2 5 

0,2 - 0,3 

Malonate-semialdehyde 
dehydrogenase (acetylating) 

528204980 54,9 / 41,6 6,5 / 6,1 3 4 

Extracellular signal-regulated kinase 
1/2 

528257312 58,7 / 41,6 6,2 / 6,1 2 3 

Lipoate-protein ligase 528229142 51,4 / 41,6 6,2 / 6,1 4 10 

Alanine transaminase 528227731 54,2 / 41,6 6,1 / 6,1 12 24 

enolase 528235542 46,4 / 41,6 5,7 / 6,1 7 18 

Axoneme central apparatus protein 528227485 55,4 / 41,6 5,9 / 6,1 6 14 

hypothetical  528229615 45,5 / 41,6 5,6 / 6,1 2 6 

238 dTDP-glucose 4,6-dehydratase 528251122 37,6 / 41,0 6,7 / 6,4 2 6 0,3 - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
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Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

 Alcohol dehydrogenase (NADP+) 528253607 37,8 / 41,0 6,5 / 6,4 1 3    
241 

Aspartate-amonia ligase 528256350 39,6 / 40,2 
 

5,7 / 5,7 4 17 
0,2 0,,7 - 

Glucose-6-phosphate 1-epimerase 528226582 36,0 / 40,2 5,7 / 5,7 6 25 
244 Glucose-6-phosphate 1-epimerase 528226582 36,0 / 41,7 5,7 / 5,7 5 22 

2,3 2,5 - Hypothetical  528256098 35,5 / 41,7 5,9 / 5,7 4 16 
Aspartate-ammonia ligase 528256350 39,6 / 41,7 5,7 /5,7 14 57 

245 Fructose-1,6-bisphosphatase I 528250841 38,9 / 43,0 8,8 / 8,7 9 32 

3,4 - 0,4 

Developmentally regulated GTP-
binding protein 

528243907 41,1 / 43,0 8,8 / 8,7 8 23 

Pyruvate dehydrogenase E1 
component subunit alpha 

528232947 43,6 / 43,0 8,5 / 8,7 2 6 

Elongation factor 1-alpha 528248216 49,0 / 43,0 9,0 / 8,7 2 8 
Fructose-bisphosphate aldolase, 

class I 528220452 41,0 / 43,0 
 

8,8 / 8,7 23 46 

Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, glycosomal 

528255110 39,1 / 43,0 9,3 / 8,7 2 5 

248 Glycosomal glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 

528255110 39,1 / 41,6 9,3 /  9,2 3 12 - - 0,2 

256 hypothetical  528234437 30,4 / 43,2 4,6 / 5,3 2 8 2,6 - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 
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Teór. / 
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Numero de 
Peptideos 

c 
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celular 
Início Meio Fim 

 Coproporphyrinogen III oxidase 528249860 34,8 / 43,2 6,1 / 5,3 2 8    
261 Mannose-1-phosphate 

guanylyltransferase 
 

528215369 34,5 / 43,2 34,5 / 43,2 2 16 

0,4 - - 
Fructose-bisphosphate aldolase 528252563 49,3 / 43,2 9,0/ 5,8 1 3 

Mannose-1-phosphate 
guanylyltransferase 

528223955 32,3 / 43,2 6,6 / 5,8 3 26 

Coproporphyrinogen III oxidase 528249860 34,8 / 43,2 6,1 / 5,8 1 4 
Malate dehydrogenase 528242015 33,6 / 43,2 9,3 / 5,8 1 3 

262 Fructose-bisphosphate aldolase 528252563 49,3 / 42,9 9,0 / 6,5 2 7 
- - 0,5 Hypothetical  528247003 45,9 / 42,9 6,5 / 6,5 6 18 

266 Argininosuccinate synthase 528247003 47,8 / 43,9 6,5 / 5,6 11 32 - 0,8 0,8 
272 Pyridoxine kinase 528226060 33,7 / 45,6 6,0 / 6,1 3 14 

2,4 - 2,6 NADH:flavin oxidoreductase/NADH 
oxidase 

528244173 39,1 / 45,6 5,5 / 6,1 5 12 

279 
Succinyl-CoA synthetase beta 

subunit 

528253974 
 
 

44,8 / 46,2 5,8 / 5,3 2 5 1,9 - - 

282 S-adenosylmethionine synthetase 528244340 43,2 / 44,4 5,8 / 5,6 3 10 - 2,2 1,7 
288 Glutamate-5-semialdehyde 

dehydrogenase 
528242675 47,7 / 47,0 6,0 / 6,2 5 18 1,4 - - 
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Teór. / Exp. (kDa) b 
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Teór. / 
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Numero de 
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Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

 S-adenosylmethionine synthetase 528244340 43,2 / 47,0 5,8 / 6,2 10 30 
   ATP-dependent RNA helicase 

UAP56/SUB2 
528222789 48,9 / 47,0 6,3 / 6,2 11 28 

290 Amidohydrolase 528232668 44,3 / 47,6 5,6 / 5,5 2 7 - 0,6 - 
295 Protein disulfide-isomerase 528234909 52,0 / 51,5 5,5 / 5,4 6  2,1 - - 
296 hypothetical  528222018 50,3 / 49,0 7,2 / 6,5 2 5 

- - 1,4 

Glutamate-5-semialdehyde 
dehydrogenase 

528235746 47,7 / 49,0 6,0 / 6,5 11 27 

Citrate synthase 528234944 52,3 / 49,0 7,6 / 6,5 2 4 

Glutamate dehydrogenase (NADP+) 
528257055 48,9 / 49,0 7,0 / 6,5 12 31 
528233868 48,8 / 49,0 6,6 / 6,5 11 31 

Rab-GDP dissociation inhibitor 528257564 40,3 / 49,0 6,9 / 6,5 5 16 
ATP-dependent RNA helicase 528222789 48,9 / 49,0 6,3 / 6,5 8 20 

Mitochondrial processing peptidase 528234174 50,4 / 49,0 7,8 / 6,5 6 13 
Tyrosine aminotransferse 528246225 40,8 / 49,0 6,2 / 6,5 5 17 

299 Hypothetical  528243974 36,6 / 49,7 5,8 / 7,5 7 23 - - 0,4 

301 
Pirin domain-containing protein 528208613 47,7 / 49,1 6,0 / 6,0 2 

 
7 - 1,4 0,6 

Aspartate carbamoyltransferase 528236899 35,2 / 49,1 6,1 / 6,0 3 9 

308 Enolase 528235542 46,4 / 52,4 5,7 / 5,5 8 28 1,9 2,1 - 
312 Alanine transaminase 528254034 53,2 / 51,2 5,8 / 5,7 7 20 - - 2,4 

315 
Alanine transaminase 

528254034 53,2 / 49,7 
5,8 / 6,2 2 7 - 2,1 1,7 
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317 Enolase 528235542 46,4 / 52,0 5,7 / 5,7 8 28 1,6 - 1,5 
323 Chaperonin GroEL 528233838 59,2 / 52,8 5,7 / 5,2 2 3 

- 1,6 - 
Hypothetical  528214358 46,0 / 52,8 5,6 / 5,2 3 6 

325 Enolase 528235542 46,4 / 50,8 5,7 / 5,8 11 45 1,6 1,5 1,4 

327 Aromatic-L-aminon-decarboxylase 528246060 55,7 / 55,7 5,6 / 5,5 1 2 - - 2,5 
333 Trypanothione reductase 528246207 52,9 / 55,0 6,0  / 6,0 17 45 - 1,7 0,7 
339 Trypanothione reductase 528246207 52,9 / 59,6 6,0 / 6,6 7 15 

0,2 - 2,4 

adenosylhomocysteinase 528271170 52,2 / 59,6 8,3 / 6,6 2 5 
Protein kinase 528253902 54,0 / 59,6 6,7 / 6,6 3 7 

Elongation fator 1-alpha 528248216 49,0 / 59,6 9,0 / 6,6 5 12 
Nucleolar protein 56 528216584 52,3 / 59,6 8,5 / 6,6 3 6 

Serine/threonine protein phosphatase 
type 

528230110 53,1 / 59,6 6,5 / 6,56 4 7 

hypothetical  528243953 53,7 /59,6 6,4 / 6,56 2 4 
Propionyl-CoA carboxylase beta 

chain 
528234267 56,7 / 59,6 9,1 / 6,56 6 14 

Dihydrolipoamide dehydrogenase 528251463 57,3 / 59,6 6,8 / 6,56 8 23 
Mitochondrial processing peptidase 528244686 54,1 / 59,6 6,5 / 6,56 4 9 

342 
Mithocondrial processing pptidase 528244686 54,1 / 55,9 6,5 / 7,64 4 8 

- - 0,2 
26S proteasome regulatory subunit 

N5 
528255497 54,4 / 55,9 6,8 / 7,64 4 8 

Elongation fator Tu 528255170 51,1 / 55,9 7,0 / 7,64 4 10 
Propionyl-CoA carboxylase beta 

chain 
528234267 56,7 / 55,9 9,1 / 7,64 9 21 
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Protein kinase 

528253902 54,0 / 55,9 6,7 / 7,6 8 20 

   

528240841 54,0 / 55,9 7,0 / 7,6 2 5 
Elongation fator 1-alpha 528248216 49,0 / 55,9 9,0 / 7,6 14 32 

Protein kinase 528254254 55,2 / 55,9 8,3 / 7,6 3 7 
3-oxoacid CoA-transferase 528254254 52,7 / 55,9 8,3 / 7,6 2 5 

Large subunit ribosomal protein L3e 528249743 47,4 / 55,9 11,0 / 7,6 3 8 
U3 small nucleolar RNA-associated 

protein 18 
528219408 49,3 / 55,9 8,3 / 7,6 4 10 

Nucleolar protein 56 528216584 52,3 / 55,9 8,5 / 7,6 8 19 
Glycerol kinase 528220809 63,0 / 55,9 7,1 / 7,6 3 7 

hypothetical  528245176 55,6 / 55,9 7,6 / 7,6 2 5 
Dihydrolipoamide dehydrogenase 528251463 51,3 / 55,9 6,8 / 7,6 6 14 

IMP dehydrogenase 528242410 55,5 / 55,9 8,8 / 7,6 2 4 
343 Dihydrolipoamide dehydrogenase 528251463 51,3 / 54,5 6,8 / 6,7 1 2 0,2 - - 
348 Elongation factor 1-alpha 528248216 49,0 / 57,4 9,0 / 5,8 3 10 0,4 - - 
353 Mannose-1-phosphate 

guanyltransferase 
528223955 32,3 / 57,4 6,5 / 5,4 2 6 1,5 - - 

354 Pyruvate kinase 528224213 54,0 / 56,5 6,5 / 6,3 1 3 

- 0,5 - 
Succinate-semialdehyde 
dehydrogenase (NADP+) 

528253926 53,7 / 56,5 6,4 / 6,3 5 11 

358 
Chaperonin GroEL 

528232154 60,3 / 57,3 5,7 / 5,3 17 28 
0,5 - 0,7 528233838 59,2 / 57,3 5,7 / 5,3 10 14 

528229072 46,4 / 57,3 5,2 / 5,3 23 47 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

 T-complex protein 1 subunit gamma 528218587 60,2 / 57,3 5,7 / 5,3 2 3 

   
T-complex protein 1 subunit theta 528218587 58,6 / 57,3 5,72 / 5,31 8 15 

Malic enzyme 528241367 65,7 / 57,3 6,66 / 5,31 2 4 
Malate dehydrogenase (oxalacetate-

decarboxylating) 
528214583 62,8 / 57,3 5,83 / 5,31 3 5 

360 Translation initiation factor 2 subunit 
3 

528241015 52,2 / 57,5 6,0 / 5,9 6 18 - - 0,4 

365 Alcohol dehydrogenase 528243459 41,3 / 54,8 6,0 / 5,8 1 6 
- 

0,4 0,5 

369 
T-complex protein 1 subunit gamma 528243248 51,9 / 58,8 5,56 / 5,6 6 13 0,5 - - 

378 T-complex protein 1 subunit epsilon 528230274 58,9 / 62,0 5,2 / 5,2 3 10 - - 0,6 
380 2,3-phophoglycerate-independet 

phosphoglycerate mutase 
528247083 59,8 / 62,0 5,4 / 5,3 9 26 0,6 - 0,3 

385 Trypanothione reductase 528246207 52,9 / 62,4 6,0 / 6,1 2 4 

0,6 - 1,6 

UDP glucose 6-dehydrogenase 528238298 54,5 / 62,4 6,3 / 6,1 2 4 
Alanine transaminase 528254034 53,2 / 62,4 5,8 / 6,1 3 6 

Extracellular signal-regulated kinase 
1/2 

528257312 58,7 / 62,4 6,2 / 6,1 4 7 

Sucrose-phosphate synthase-like 
protein 

528235651 60,4 / 62,4 6,0 / 6,1 5 10 

386 Aspartyl-tRNA synthetase 528248966 62,8 / 66,2 5,7 / 5,7 8 16 - - 0,5 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

393 Hypothetical  528253869 61,8 / 64,8 6,0 / 5,2 4 8 

- - 0,2 Vacuolar ATP synthase catalytic 
subunit A 

528241931 67,4 / 64,8 5,4 / 5,2 9 16 

Molecular chaperone DnaK 528242500 71,4 / 64,8 7,8 / 5,2 13 22 
396 Heat shock 70 KDa protein 1/8 528255509 64,7 / 70,2 5,8/ 5,0 6 13 

0,5 - - cAMP-dependent protein kinase 
regulator 

528236423 57,8 / 70,2 4,9 / 5,0 3 7 

400 
Heat shock 70 kDa protein 1/8 

528255509 64,7 / 67,1 5,8 / 5,3 4 10 

- - 0,4 

528250876 70,4 / 67,1 5,5 / 5,3 16 8 
Calmodulin-like protein containing EF 

hand 
528252778 65,2 / 67,1 5,4 / 5,3 12 25 

Molecular chaperone DnaK 528242500 71,4 / 67,1 5,8 / 5,3 34 40 
Vacuolar ATP synthase catalytic 

subunit A 
528241931 67,4 / 67,1 5,4 / 5,3 17 29 

hypothetical  528235059 72,1 / 67,1 5,2 / 5,3 2 3 
Flagelar associated protein 528235164 67,8 / 67,1 5,5 / 5,3 2 4 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

 Propionyl-CoA carboxylase alpha 
chain 

528234674 71,2 / 67,1 5,5 / 5,3 17 28    

401 Dynein intermediate chain 2, 
axonemal 

528229312 68,3 / 67,1 5,5 / 5,5 2 4 

- 1,6 - 

Molecular chaperone DnaK 528242500 71,4 / 67,1 5,8 / 5,5 2 4 
NADPH-cytochrome p450 reductase-

like protein 
528219095 73,6 / 67,1 5,5 / 5,5 6 11 

Mitochondrial intermediate peptidase 528226882 77,5 / 67,1 7,8 / 5,5 3 4 
hypothetical  528253869 61,8 / 67,1 6,0 / 5,5 2 4 

DNA polymerase delta subunit 2 528257398 58,9 / 67,1 5,5 / 5,5 3 7 
Flagelar associated protein 528235164 67,8 / 67,1 5,5 / 5,5 2 4 

405 Amidohydrolase 
 

528232668 
 

44,3 / 67,8 
 

5,6 / 6,4 6 15 
0,6 - - 

Transketolase 528215291 45,4 / 67,8 6,2 / 6,4 3 8 
409 Transketolase 528215291 45,4 / 72,0 6,2 / 6,2 4 14 0,5 - - 
416 5-

methyltetrahydropteroyltriglutamate-
homocyst ei nemethyltransferase 

528247924 86,0 / 79,6 5,5 / 5,5 4 8 - 1,9 - 

417 hypothetical  528235611 81,8 / 84,7 5,5 / 5,5 4 6 - - 0,4 
425 aconitase 528242093 97,5 / 79,6 6,5 / 6,7 4 7 3,3 0,5 - 
427 Glycyl tRNA symthethase 528222199 70,4 / 80,4 5,8 / 5,9 1 3 - 6,0 - 
439 Pyruvate, orthophosphate dikinase 528215750 99,3 / 86,3 6,1 / 6,3 9 15 2,6 2,1 1,3 
440 Elongation fator 2 528214720 94,2 / 92,5 5,9 / 5,4 22 27 1,0 - - 
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Spot  Nome da proteína  gi a M.M. 
Teór. / Exp. (kDa) b 

pI 
Teór. / 
Exp.  

Numero de 
Peptideos 

c 

Cobertura 
(%) d 

Razão Apo / WT 
Fase log de crescimento 

celular 
Início Meio Fim 

 UDP-sugar pyrophosphorylase 528242820 87,0 / 92,5 5,4 / 5,4 8 11 

   
Heat shock 70 kDa protein 4 528241856 90,6 / 92,5 5,6 / 5,4 8 12 

Heat shock 70 kDa protein 1/8 528245216 80,6 / 92,5 6,3 / 5,4 4 7 
Pyruvate, orthophosphate dikinase 528215750 99,4 / 92,5 6,1 / 5,4 9 11 

443 Ribonucleoside-diphodphate 
reductase large chain 

528220932 90,6 / 87,2 6,7 / 6,2 9 11 

- 2,1 - Peptide chain release factor subunit 
3 

528220068 77,7 / 87,2 6,7 / 6,2 8 13 

Pyruvate, ortophosphate dikinase 528215750 99,3 / 87,2 6,1 / 6,2 31 31 
a gene identifier, b valor de massa molecular excluindo o peptídeo sinal, c número de peptídeos identificados por espectrometria de massas, d porcentagem 

de cobertura de sequência obtida e e razão da abundância entre cepa Apo e WT. As identificações proteicas, quando não indicadas, fora realizadas em 

Strigomonas culicis.  Linhas preenchidas em cinza indicam as identificações utilizadas para a descrição de processos. 
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Tabela 4.  Identificação de spots  exlusivos (DifExclusiv) das cepas WT e Apo de S. culicis por espectrometria de massas.  

Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento 

WT 
Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 h 

2597 calmodulin 528215074 16,8 / 15,4 4,1 / 4,2 8 50 
X       

Hitone H2B 528257450 8,3 / 15,4 10,9 / 4,2 2 25 
2600 Pyruvate dehydrogenase E1 

component subunit beta 528243782 37,6 / 37,3 5,3 / 5,1 4 14 X       

2602 Hypothetical  528235686 37,8 / 41,3 4,9 / 5,04 4 16 
X       4-nitrophenyl phosohatase 528253514 38,1 / 41,3 5,1 / 5,04 1 5 

2604 Heat shock 70 KDa protein 1/8 528257620 71,5 / 75,0 5,3 / 4,68 2 6 X       
2607 ATP-dependent Clp protease 

ATP-binding protein subunit ClpB 528221679 90,5 / 81,0 6,5/ 5,8 3 4 
X       Heat shock 70 kDa protein 5 528240425 71,6 / 81,0 5,0 / 5,8 10 16 

Heat shock 70 kDa protein 1/8 528245216 80,6 / 81,0 6,2 / 5,8 2 4 
2606 Metallo-peptidase, Clan MA(E), 

Family M3 528219132 77,4 / 78,5 6,1 / 5,8 2 3 

X       

Transketolase 528225056 75,0 / 78,5 5,7 / 5,8 3 4 
Molecular chaperone DnaK 528242500 71,4 / 78,5 5,7 / 5,8 4 7 

Thimet oligopeptidase 528220123 76,9 / 78,5 5,7 / 5,8 9 12 
Heat shock protein 70 kDan 1/8 528245216 80,6 / 78,5 6,2 / 5,8 10 15 

Intraflagellar transport protein-like 
protein 528222579 67,3 / 78,5 5,7 / 5,8 5 8 

GMP synthase 528226886 68,6 / 78,5 5,9 / 5,8 9 15 
2608 Molecular chaperone DnaK 528225728 69,9 / 79,4 4,9 / 4,3 3 9 X       
2613 Histone H2B 528257450 8,3 / 15,8 10,9 / 4,4 1 16 X       
2637 Aromatic-amino-acid 

transaminase 528249008 45,2 / 43,2 7,6 / 7,3 7 19 X       
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento  
WT Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 h 

 Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, glycosomal 528255110 39,1 / 43,2 9,0 / 7,3 6 18 

       

Ribose-phosphate 
pyrophosphokinase 

528253995 40,3 / 43,2 7,1/ 7,3 5 14 

Ankyrin/TPR repeat protein 528218913 43,4 / 43,2 7,1/ 7,3 4 12 
hypothetical  528254885 41,9 / 43,2 8,2/ 7,3 12 25 

Fructose-bisphosphate aldolase, 
class I 

528220452 41,0 / 43,2 8,8/ 7,3 4 10 

Aminomethyltransferase, 
mithocondrial precursor 528246138 42,7 / 43,2 8,6/ 7,3 3 8 

Mithocondrial DNA polymerase 
bera 528248561 42,7 / 43,2 8,8/ 7,3 6 16 

2638 Glycossomal Glyceraldehyde 2-
phosphate dehydrogenase 528255110 39,1 / 42,3 9,0 / 9,8 2 8 X       

2642 hypothetical  528254785 41,6 / 46,4 5,3/ 5,3 6 16 X       
2643 hexokinase 528229959 35,3 / 47,8 8,9 / 8,2 1 7 X       
2644 Protein dissulfide-isomerase 528234909 52,0 / 52,0 5,5 / 5,4 2 4 X       

2645 Tubulin beta 528243748 49,9 / 64,6 4,7 / 4,5 1 2 X       
2646 Phosphoenolpyruvate 

carboxykinase (ATP) 528250195 65,0 / 64,3 8,9 / 5,1 1 2 X       

2651 Heat shock 70 kDa protein 1/8 528245216 80,6 / 75,8 6,2/ 4,8 12 19 X       
2652 TNF receptor-associated protein 

1 528251364 84,1 / 85,1 6,4 / 4,7 1 1 X       

2653 
Molecular chaperone HtpG 

528267439 80,6 / 86,7 5,0/ 4,7 12 12 

X       
528232722 80,2 / 86,7 5,0/ 4,7 23 29 

Heat shock protein 90 kDa beta 528229346 85,4 / 86,7 5,4/ 4,7 13 19 
Hypoxia up-regulated 1 528238368 81,3 / 86,7 5,6/ 4,7 2 4 

2654 Molecular chaperone HtpG 29339012 80,2 / 89,6 8,8 / 4,8 4 7 X       
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento 

WT Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 h 

 Heat hock protein 90 KDa beta 528229346 85,4 / 89,6 5,4 / 4,8 2 3        

2682 Propionyl-CoA carboxylase beta 
chain 528234267 56,7 / 57,9 9,1 / 8,0 13 27 

X       

Elongation fator 1-alpha 528248216 49,0 / 57,9 8,9 / 8,0 6 14 
Large subunit ribossomal protein 

L3e 528249743 47,4 / 57,9 10,9 / 8,0 4 12 

Nucleolar protein 56 528216584 52,3 / 57,9 8,5 / 8,0 2 3 
Trypanothione reductase 528246207 52,9 / 57,9 6,0 / 8,0 2 3 

hypothetical  528243953 53,7 / 57,9 6,3 / 8,0 4 7 
Dihydrolipoamide dehydrogenase 528251463 51,3 / 57,9 6,8 / 8,0 6 14 

IMP dehydrogenase 528242410 55,5 / 57,9 8,7 / 8,0 6 12 
2683 Sucrose-phospate syntahse-like 

protein 528235651 60,4 / 58,1 6,0 / 9,1 2 4 X       

2689 Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase (ATP) 528250195 65,0 / 66,3 8,9 / 8,5 2  X       

2520 Peptidylpropyl isomerase-like 
protein 528240011 36,5 / 48,3 5,9 / 5,0 2 11 

 X      Tubulin alpha 528254825 49,7 / 48,3 4,94 / 5,0 1 3 

FK506 binding protein 528241351 42,7 / 48,3 11,8 / 5,0 1 5 

2187 Cytochrome c oxidase assembly 
factor-like protein 

528233733 27,6 / 46,5 4,7 / 5,4 2 11  X      

2185 NAD:flavin oxidoreductase/NADH 
oxidase 528244173 39,1 / 39,5 5,5 / 5,4 2 12  X      

2405 Replication factor A1 BC03955 43,7 / 51,9 5,8 / 5,5 3 8 

 X      

Sucrose-phosphate synthase-like 
protein 528235651 60,4 / 51,9 6,0/ 5,5 2 4 

Enolase 528235542 46,4 / 51,9 5,7/ 5,5 2 5 
Tubulin alpha 528254825 49,7 / 51,9 4,9/ 5,5 3 6 

Aldehyde dehydrogenase (NAD+) 528244821 53,8 / 51,9 5,9/ 5,5 14 30 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento  
WT Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 h 

2506 Fructose-bisphosphate aldolase 
 528252563 49,3 / 41,6 9,0 / 7,2 3  

 X      Isocitrate dehydrogenase NADP, 
mithocondrial precursor 

528243172 48,1 / 41,6 8,3  / 7,2 6  

931 
Fructose-bisphosphate aldolase 528252563 

 49,3 / 43,3 9,0 / 8,9 5    X     

728 1,2-dihyroxy-3-keto-5-
methylthipenteno dioxygenase 528249758 33,9 / 41,4 6,0 / 6,6 3 13   X     

825 Translation initiation factor 5A 528255345 17,6 / 25,7 4,7 / 4,7 3 28   X     
956 Tubulin alpha 528254825 49,7 / 51,6 4,9 / 5,3 5 14 

  X     F-Type H+-transporting ATPase 
subunit beta 528214273 51,1 / 51,6 5,2 / 5,3 5 14 

2136 Tubulin beta 528243748 49,9 / 51,0 4,7 / 4,9 1     X    
2145 Heat shock 70 KDa protein 1/8 528257620 71,5 / 72,8 5,3 / 4,9 7 14    X    
2144 Dynein intermediate chain 2, 

axonemal 528229312 68,3 / 66,9 5,6 / 5,6 3 5 

   X    

Molecular chaperone DnaK 528242500 71,4 / 66,9 5,7 / 5,6 12 20 
Hypothetical  528253652 61,8 / 66,9 5,9 / 5,6 4 9 

Threonine synthase 528250416 76,1 / 66,9 5,7 / 5,6 12 19 
Vacuolar ATP synthase catalytic 

subunit A 528241931 67,4 / 66,9 5,3 / 5,6 5 10 

Metallo-peptidase, Clan MA(E), 
Family M3 528219132 77,4 / 66,9 6,1 / 5,6 6 10 

2132 Fructose-bisphosphate aldolase, 
class I 528220452 41,0 / 41,9 8,8 / 6,5 3 6 

   X 
    

,amnose-1-phosphate 
guanylyltransferase 528215369 34,5 / 41,9 5,8 / 6,5 2 7 

Hypothetical  528247003 45,9 / 41,9 6,5 / 6,5 6 15 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento  
WT Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 h 

2134 Molecular chaperone DnaK 528225728 69,9 / 45,6 4,9 / 4,9 4 7        
2147 
 
 

Heat shock 70 KDa protein 1/8 528257620 71,5 / 72,5 4,9 / 4,61 1 3    X    

2135 Glutamine synthetase 528243624 45,3 / 42,6 5,1 / 5,0 4 11 

   X    Tubulin alpha 528254825 49,7 / 42,6 4,9 / 5,0 4 9 

hypothetical  
528257708 42,9 / 42,6 5,9 / 5,0 4 11 
528227165 45,1 / 42,6 5,1 / 5,0 6 9 

2142 Stress-induced-phosphoprotein 1 528234377 62,4 / 65,6 6,2 / 5,0 2 4 
   X    

Lysyl-tRNA synthetase 528250495 69,1 / 65,6 6,1 / 5,0 2 4 
2117 Pyruvate dehydrogenase E1 

component subunit beta 528243782 37,6 / 21,2 5,3 / 8,6 3 10    X    

2113 Large subunit ribossomal protein 
LP1 528246171 10,4 / 15,0 4,2 / 4,2 2 56    X    

2130 4-nitrophenyl phosphate 528233733 38,1 / 39,5 4,7 / 5,0 3 10 

   X    

Cytochrome c oxidase assembly 
fator-like protein 528233733 27,6 / 39,5 4,7 / 5,0 3 14 

Adenosine kinase 528247391 36,6 / 39,5 5,2 / 5,0 2 6 
Peptidyl-prolyl isomerase D 

(cyclophilin D) 528248938 37,7 / 39,5 5,9 / 5,0 2 5 

Tubulin alpha 528254825 49,7 / 39,5 4,9 / 5,0 2 4 

hypothetical  
528236228 39,1 / 39,5 5,0 / 5,0 8 22 
528235686 37,8 / 39,5 5,0 / 5,0 7 17 

2116 V-type H+-transporting ATPase 
subunit 

528240967 24,8 / 20,1 6,5 / 8,9 1 7    X    

1971 Molecular chaperone HtpG 429339012 80,2 / 54,1 5,3 / 9,4 1 3 
    X   

Elongation factor 1-alpha 528248876 34,5 / 54,1 8,8 / 9,4 2 6 
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento  
WT Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 h 

1958 ATP-dependent RNA helicase 
DDX6/DHH1 528214560 34,9 / 43,0 8,4 / 5,9 4 13 

    X   

hypothetical 528241595 43,9 / 43,0 4,9 / 5,9 2 5 

adenosylhomocysteinase 528221685 34,3 / 43,0 6,3 / 5,9 9 
 20 

Translation initiation factor 4A 528238662 45,3 / 43,0 5,6 / 5,9 6 17 
Aspartate aminotransferase 528257075 46,5 / 43,0 6,8 / 5,9 6 18 

ATP-dependent RNA helicase 
UAP56/SUB2 528222789 48,9 / 43,0 6,3 / 5,9 2 6 

S-adenosylmethionine synthetase 528232453 43,2 / 43,0 5,5 / 5,9 6 17 

Arginine N-methyltransferase 528236789 49,8 / 43,0 6,9 / 5,9 2 7 

Succinyl-CoA synthethase beta 
subunit 

528253974 51,9 / 43,0 5,8 / 5,9 7 17 

 hypothetical  528247768 45,3 / 43,0 6,0 / 5,9 5 12 
       

Protein phosphatase 528248181 41,3 / 43,0 5,7 / 5,9 3 7 
1848 Calpain-like cysteine peptidase 528242555 17,4 / 15,1 5,7 / 4,7 2 12     X   
1994 Heat shock 70 KDa protein 1/8 528257620 71,5 / 63,2 5,4 / 5,3 1 3     X   
1883 Hypothetical  528250186 22,1 / 26,0 4,6 / 4,6 4 24 

    X   Translation initiation factor 3 
subunit K 

528246723 23,4 / 26,0 4,7 / 4,6 2 12 

1915 Malate dehydrogenase 528251472 24,3 / 34,7 9,5 / 9,4 2 14     X   
1866 IgE-dependent histamine-

releasing factor 528243104 19,0 / 22,1 4,4 / 4,6 5 48     X   

1719 
Molecular chaperone HtpG 429339012 

 
80,2 / 85,7 5,3 / 5,0 3 9      X  

1659 Dihydrolipoamide dehydrogenase 528243939 51,3 / 52,7 5,8 / 6,4 4 8      X  
1718 Heat shock 70 KDa protein 4 528241856 90,6 / 90,4 5,6 / 5,6 8 11      X  
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Spot  Nome da proteína  gi a 
M.M. 

Teór. / Exp. (kDa) 
b 

pI 
Teór. / Exp.  

Numero de 
Peptideos c 

Cobertura 
(%) d 

Cepas e tempo de crescimento 

WT Apo 

24 h 56 h 
80 h 24 h 

56 h 80 h 92 
h 

1631 Spermidine synthase 528253706 34,6 / 41,1 5,2 / 5,0 2 7 

     X  Coatomer epsilon subunit 528222244 43,7 / 41,1 5,2 / 5,0 6 14 
Ubiquinol-cytochrome c reductase 

iron-sulfur subunit 528254377 33,6 / 41,1 6,0 / 5,0 2 7 

1431 Elongation factor 1-alpha 528248216 49,0 / 55,7 9,0 / 9,4 11 33       X 
1452 Molecular chaperone HtpG 528232722 80,1 / 94,9 5,07 / 5,0 12 29       X 
1422 Enolase 528235542 46,4 / 50,9 5,7 / 5,6 5 17       X 
1449 Heat shock 70 Kda protein 1/8 528245216 80,6 / 82,5 6,3 / 5,2 3         

a gene identifier, b valor de massa molecular excluindo o peptídeo sinal, c número de peptídeos identificados por espectrometria de massas e d porcentagem 

de cobertura de sequência obtida. As identificações proteicas, quando não indicadas, fora realizadas em Strigomonas culicis.   

 

 

 


