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Resumo 

O sistema de defesa antioxidante nos tripanosomatídeos é um potencial alvo para quimioterapia. Este 

sistema é baseado no tiol de baixa massa molecular “tripanotiona”, que mantêm o ambiente 

intracelular reduzido pela ação da tripanotiona redutase (TR). As vias que metabolizam o peróxido de 

hidrogênio em moléculas de água envolvem as enzimas triparedoxina peroxidase citosólica 

(cTcTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPx) e a ascorbato peroxidase (APX). No presente trabalho, os 

genes que codificam as enzimas antioxidantes cTcTXNPx, mTcTXNPx, APX e TR foram 

caracterizados em 18 populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao benzonidazol (BZ). Nossos 

resultados mostraram que os níveis de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx foram duas vezes 

maior na população do T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ (17LER), do que seu par 

sensível (17WTS). No entanto, estes genes não estão amplificados no genoma do parasito. Os genes 

cTcTXNPx e mTcTXNPx podem apresentam oito e duas cópias, respectivamente, dispersas ao longo 

do genoma do parasito. Análises de western blot, utilizando anticorpos policlonais anti-cTcTXNPx e 

anti-mTcTXNPx, mostraram que o nível de expressão destas proteínas nativas foi similar para todas as 

amostras, exceto na população 17LER que apresentou um aumento de duas vezes na expressão. Além 

disto, a proteína oxidada mTcTXNPx demonstrou uma expressão 5.5 vezes maior na população 

17LER, comparada ao par sensível. Análises filogenéticas das proteínas do T. cruzi cTcTXNPx e 

mTcTXNPx com outros tripanosomatídeos mostraram que elas estão estreitamente relacionados com 

seus homólogos em T. brucei. A enzima APX do T. cruzi pode ser considerada um bom alvo para 

drogas, uma vez que ela não é encontrada em hospedeiros mamíferos. O nível de mRNA e número de 

cópias do gene TcAPX não apresentaram diferenças significativas entre as populações do T. cruzi 

sensíveis e resistentes ao BZ. O gene TcAPX pode apresentar duas cópias dispersas ao longo do 

genoma do parasito e está localizada em uma banda cromossômica em todas as cepas do parasito 

analisadas A proteína TcAPX apresentou maior similaridade com a APX de espécies de Leishmania, 

quando comparada com plantas. Observamos que o nível de expressão da proteína TcAPX foi duas 

vezes maior na população do T. cruzi com resistência selecionada in vivo ao BZ (BZR), do que seu par 

sensível (BZS). A tripanotiona redutase é a enzima chave do parasito que mantêm o ambiente 

intracelular reduzido. O nível de mRNA e o número de cópias do gene TR não apresentaram 

diferenças significativas nas amostras analisadas. Este gene apresenta uma única cópia no genoma do 

parasito e está mais relacionado com a TR de T. brucei, comparado com outros tripanosomatídeos. 

Baseado nos nossos resultados, sugerimos que a população do T. cruzi com resistência induzida in 

vitro ao BZ exibe um aumento no nível da proteína TXNPx juntamente com outras enzimas associadas 

com o sistema de defesa antioxidante, como a TcFeSOD-A previamente descrita (Nogueira et al., 

2006), protegendo estes parasitos resistentes contra o estresse oxidativo.  
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Abstract 

Antioxidant defense in trypanosomatids have been indicated as a potential target for 

chemotherapy. This system is based on low molecular weight thiol trypanothione, which 

maintain the reduced intracellular environment by the action of trypanothione reductase (TR). 

The pathways that metabolize the hydrogen peroxide to water molecules surrounding the 

cytosolic (cTXNPx) and mitochondrial (mTXNPx) tryparedoxin peroxidase enzymes and 

ascorbate peroxidase (APX). In the present work, the genes that encode cTXNPx, mTXNPx, 

APX and TR antioxidants enzymes were characterized in 18 T. cruzi populations susceptible 

and resistant to benznidazole (BZ). Our results showed that the levels of cTcTXNPx and 

mTcTXNPx mRNA were two-fold higher in the T. cruzi population with in vitro-induced 

resistance to BZ (17LER) than its sensitive pair (17WTS). However, these genes are not 

amplified in the parasite genome. cTcTXNPx and mTcTXNPx genes can have eight and two 

copies, respectively, dispersed throughout of the parasite genome. Western blot analysis using 

anti-cTcTXNPx and anti-mTcTXNPx polyclonal antibodies showed that the expression level 

of native proteins was similar for all samples, except the 17LER population that showed the 

expression two-fold more. In addition, the oxidized mTcTXNPx protein demonstrated 5.5-

fold greater expression in the 17LER population than 17WTS. Phylogenetic analysis of 

cTcTXNPx and mTcTXNPx proteins from T. cruzi and other trypanosomatids showed that 

they are closely related to their homolog in T. brucei. The T. cruzi APX enzyme is considered 

a good target for drug because it is not found in mammalian hosts. The mRNA level and copy 

number of the TcAPX gene showed no significant difference between T. cruzi populations 

susceptible and resistant to BZ. The TcAPX gene presents two copies dispersed throughout of 

the parasite genome and it is located in one chromosomal band in all T. cruzi strains analyzed. 

TcAPX protein showed greater similarity to APX from Leishmania than plants. The 

expression level of TcAPX protein was two-fold more in T. cruzi population with in vivo-

selected resistance to BZ (BZR), than its susceptible counterpart BZS. Trypanothione 

reductase is the key enzyme of the parasite to maintain a reduced intracellular environment. 

The mRNA level and copy number of the TR gene showed no significant difference in the 

samples analyzed. This gene presents a single copy in the parasite genome and it is more 

related to TR from T. brucei than other trypanosomatids. Based on our results, we suggest that 

the T. cruzi population with in vitro resistance to BZ exhibits an increase in TcTXNPx protein 

levels together with other enzymes associated with peroxide metabolism, such as the 

previously described TcFESOD (Nogueira et al., 2006), protecting these resistant parasites 

against oxidative stress.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A Doença de Chagas e o Trypanosoma cruzi 

A doença de Chagas, que é causada pelo protozoário parasito Trypanosoma cruzi, 

constitui um problema de saúde pública da América Latina. Estima-se que cerca de 8 a 11 

milhões de pessoas estão infectadas com o T. cruzi e mais de 100 milhões vivem em regiões 

endêmicas, sendo que 3 a 5 milhões destas pessoas vivem no Brasil (CDC 2007; Massad, 

2007). O impacto da doença de Chagas não está limitado apenas às áreas rurais da América 

Latina em que ocorre a transmissão pelo inseto vetor. Movimentos da população em grande 

escala de regiões rurais para áreas urbanas e outras regiões do mundo está expandindo a 

distribuição geográfica e alterando a epidemiologia da doença de Chagas (CDC 2007).  

Descoberta há cem anos e descrita pela primeira vez em 1909, a doença de Chagas 

envolve o parasito T. cruzi, animais domésticos como reservatórios e hospedeiros humanos 

em áreas rurais e peri-urbanas do México, América Central e do Sul. O T. cruzi, normalmente, 

é transmitido pelo inseto triatomíneo da família Reduviidae, podendo também ocorrer 

transmissão congênita (Bittencourt, 1963; Gurtler et al., 2003; Dorn et al., 2007), através de 

transfusão sanguínea (Young et al., 2007) ou transplante de órgãos (CDC, 2006) e pela 

ingestão de alimentos ou fluidos contaminados (Benchimol Barbosa, 2006).    

O Trypanosoma cruzi, é um protozoário flagelado, pertencente à ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae. Membros desta família são amplamente 

distribuídos em diferentes áreas geográficas e causam doenças ao homem como a doença de 

Chagas, a doença do sono e as Leishmanioses (Vickerman, 1994). 

O ciclo biológico do T. cruzi é complexo, apresentando três formas evolutivas 

distintas, entre o inseto vetor e o hospedeiro vertebrado (Figura 1). Na porção final do trato 

digestivo do inseto vetor, as formas epimastigotas flageladas se multiplicam e se diferenciam 

em tripomastigotas metacíclicas, a forma infectante para o homem. No hospedeiro vertebrado, 

os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisões 

binárias no citoplasma celular. Após um período aproximado de quatro dias, os amastigotas se 

diferenciam em tripomastigotas, que rompem as células infectadas e são liberados no meio 

extracelular. Os tripomastigotas livres podem infectar as células vizinhas ou caírem na  
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC, 2000. 
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circulação sanguínea, onde serão ingeridos pelo inseto vetor durante a alimentação, ou ainda 

infectarem células de outros tecidos do hospedeiro vertebrado (Tanowitz et al., 1992).  

As células infectadas com os amastigotas além de liberarem os tripomastigotas para 

infectar outras células, liberam produtos que ativam enzimas, polipeptídeos, prostaglandinas, 

citocinas, enfim, diversos mediadores potenciais da inflamação, que também podem funcionar 

como antígenos ou gerar novos antígenos, assim provocando variadas e complexas respostas 

do sistema imune do hospedeiro. O indivíduo, uma vez infectado, permanece como tal por 

toda a vida, embora dados clínicos, sorológicos e parasitológicos sugestivos de auto-cura, em 

humanos, já tenham sido apresentados (Zeledón et al., 1988; Brener et al., 2000). 

A doença de Chagas apresenta duas fases: aguda e crônica. 

Na fase aguda ocorre uma infecção generalizada pelo T. cruzi, com um alto parasitismo 

sanguíneo e tecidual nos primeiros meses de infecção (dois a quatro). O período de incubação 

do parasita varia entre 4 a 10 dias, sendo que na maioria das vezes o período inicial da 

infecção não é identificado. Nesta fase os pacientes podem apresentar uma sintomatologia que 

varia de assintomática até, em raros casos em crianças, uma miocardite grave que pode levar à 

morte. Quando sintomática, a fase aguda é caracterizada por febre, linfadenopatia e 

hepatoesplenomegalia. A porta de entrada dos tripanosomas pode ser a conjuntiva ocular, 

ocorrendo um edema bipalpebral, unilateral, denominado "sinal de Romaña" ou em outros 

locais da superfície corporal, o "chagoma de inoculação". Com frequência, a fase aguda passa 

despercebida, pois seus sintomas podem confundir-se com os de diversas outras infecções 

(Rassi et al., 2000). Entretanto, em alguns pacientes, principalmente crianças ou indivíduos 

imunodeprimidos, quadros meníngeos graves e de insuficiência cardíaca podem estar 

associados e ocorrer óbito.  

A gravidade da infecção depende também de outros fatores, entre os quais a virulência do 

parasita, o tamanho do inóculo e a suscetibilidade do paciente afetado (Rassi et al., 2000).  

A fase subsequente, conhecida como de latência ou indeterminada, não apresenta 

sintomatologia importante do ponto de vista clínico e pode durar vários anos. Um paciente 

nessa fase pode desconhecer sua condição de portador assintomático da doença de Chagas e 

transmitir involuntariamente a infecção por mecanismos diversos. É aceita a idéia de que a 

maior parte dos chagásicos persiste nessa fase pelo resto de suas vidas. Dentre os pacientes 

infectados, uma proporção pequena de indivíduos evolui para a fase crônica da doença (20-

30%), durante a qual são identificados sintomas de comprometimento cardíaco (miocardite 

grave) (forma cardíaca), com aumento do volume do coração (cardiomegalia) ou digestivo 

(forma digestiva), aumento do diâmetro de regiões do trato digestivo, os "megas": 

megaesôfago, megacolo, etc (Brener, 1987). Há, nesta fase, gradativa redução da qualidade de 
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vida e da capacidade de trabalho dos doentes, que passam a necessitar de atenção médica 

constante. 

 

1.2 Características genômicas do T. cruzi  

O genoma diplóide da cepa CL Brener do T. cruzi apresenta um tamanho estimado 

entre 106.4 e 110.7 Megabases (Mb) (El-Sayed et al., 2005a). Este tamanho é maior do que o 

previamente estimado (87 Mb), baseado em análises densitométricas do DNA cromossômico 

separado por PFGE (Cano et al., 1995 e El-Sayed et al., 2005a). O tamanho do genoma do T. 

cruzi é relativamente maior comparado ao tamanho dos genomas de outros protozoários 

parasitos, como, por exemplo, Leishmania major (genoma haplóide tem 33 Mb) e T. brucei 

(genoma haplóide possui 26 Mb). No genoma haplóide, o T. cruzi possui aproximadamente 

12,000 genes e cerca de 28 cromossomos, que apresentam significativa variação no tamanho 

de acordo com a cepa. Além disso, os cromossomos homólogos podem se diferenciar 

consideravelmente no tamanho. O número preciso destes é difícil determinar devido à 

heterogeneidade no tamanho e recombinação dos cromossomos (El-Sayed et al., 2005a; El-

Sayed et al., 2005b). 

A organização dos genes dos tripanosomatídeos difere daquela conhecida em outros 

eucariotos. Sequências repetitivas representam cerca de 50% do genoma nuclear do T. cruzi e 

podem estar agrupadas ou dispersas no genoma, de acordo com o mecanismo responsável 

pela sua amplificação e dispersão no genoma (Castro et al., 1981; El-Sayed et al., 2005a). 

Muitas sequências repetitivas e a maioria dos genes do T. cruzi que codificam proteínas estão 

presentes em múltiplas cópias na célula. Genes que codificam tubulinas, calmodulinas, 

ubiquitinas, antígenos de superfície de membrana e enzimas da via glicolítica estão 

organizadas em arranjos em “tandem” no genoma deste parasito (aproximadamente 5000 

cópias de genes estão em tandem) (Ullu & Nilsen, 1995; El-Sayed et al., 2005a). 

 A tendência do T. cruzi em duplicar os seus genes e agrupá-los em “tandem” pode 

estar relacionada com vários fatores e necessidades do parasita. O genoma do parasita parece 

ser bastante flexível, ocorrendo constantes modificações devido à amplificação e translocação 

das sequências gênicas. A presença de múltiplas cópias gênicas pode ser uma maneira 

encontrada pelo parasita de compensar eventuais perdas de genes essenciais durante essas 

constantes mudanças do genoma. Essa organização em “tandem” também pode estar 

relacionada com a transcrição policistrônica existente nos tripanosomas, o que facilitaria a 

síntese e manutenção dos níveis de mRNAs na célula (Silveira, 2000; Liang et al., 2003). 

 Os tripanosomatídeos apresentam mecanismos de controle da expressão gênica 

diferente dos outros eucariotos como transcrição policistrônica, processamento especial de 
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pré-mRNA (trans-splicing), edição do mRNA mitocondrial e transcrição de genes que 

codificam proteínas através da RNA polimerase I (Donelson et al., 1999; Campos et al., 

2008). A transcrição policistrônica ocorre quando os cromossomos são transcritos em longos 

mRNAs, que devem ser processados em mRNAs monocistrônicos (individuais) antes de 

serem traduzidos. A maturação dos mRNAs individuais, a partir dos policistrônicos, envolve 

dois eventos acoplados de processamento de mRNA co-transcricional. O processo de trans-

splicing consiste em adicionar na extremidade 5’ de cada RNA que codifica proteína, uma 

sequência de 39 a 41 nucleotídeos chamada “splice leader” (SL). Adicionalmente, na porção 

3’ do mRNA ocorre a poliadenilação, que promove a adição da cauda poli(A). Ambos os 

eventos são dependentes dos motivos ricos em polipirimidina (poli(Y)) localizados nas 

regiões intergênicas (Haile e Papadopoulou, 2007; Campos et al., 2008).  

A adição do SL pode ocorrer como uma forma de individualizar os mRNAs, 

juntamente com a poliadenilação; ou promover a adição de uma capa (cap) para completar o 

processo de maturação dos mRNAs (Liang et al., 2003). Existem evidências de que a SL 

confere estabilidade ao mRNA, impedindo a sua degradação, auxiliando também a interação 

do mRNA com os ribossomas. Transcritos desprovidos da SL perdem a sua estabilidade e não 

são traduzidos (Ullu et al., 1996). Além deste processamento diferencial do mRNA, alguns 

tripanosomatídeos não possuem introns nos genes (Liang et al., 2003).  

Os mRNAs dos tripanosomatídeos apresentam na sua extremidade 3’ uma cauda de 

resíduos de adenina (cauda poli A). Porém, ao contrário dos eucariontes superiores, os 

mRNAs dos tripanosomatídeos não apresentam uma sequência consenso para adição de 

resíduos de adenina (Vanhame & Pays, 1995; Liang et al., 2003).  

Como mencionado anteriormente, os tripanosomatídeos apresentam uma transcrição 

policistrônica e os promotores da RNA polimerase II são ausentes em todos os genes que 

codificam proteínas. Baseado nestes fatos, estes organismos promovem a regulação da 

expressão gênica pelo controle a nível pós-transcricional. Essa regulação ocorre no nível do 

processamento de transcritos primários (trans-splicing e poliadenilação), da estabilidade do 

mRNA ou da estabilidade dos produtos da tradução (Vanhame & Pays, 1995; Teixeira, 1998; 

Ávila et al., 2001; Bringaud et al., 2007). Sabe-se que os mRNAs do T. cruzi podem ser 

estocados no citoplasma numa forma de reprimir a transcrição (Goldenberg et al., 1985), 

sugerindo que a mobilização do mRNA pelos polissomas pode ser um mecanismo de 

regulação pós-transcricional da expressão de alguns genes em tripanosomatídeos (Ávila et al., 

2001).    

Os genes dos eucariotos apresentam segmentos nas porções 5’ e 3’ que são transcritos 

em RNA mas não são traduzidos, chamadas regiões não-traduzidas ou 5’ e 3’ UTR. O 
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tamanho, em média, das regiões 5’ e 3’ UTR em T. cruzi é 35 e 264 nucleotídeos, 

respectivamente (Campos et al., 2008). Ambos os segmentos não-traduzidos influenciam a 

expressão e função dos genes, no entanto a região 3’ UTR possui um papel maior nesta 

regulação pela presença de elementos cis nos genes do T. cruzi (D'Orso et al. 2003). Este fato 

pode ser resultado de diferenças estruturais, na qual a 3’ UTR, em média, é 7-8 vezes maior 

que a 5’ UTR aumentando as possibilidades de influenciar o processamento de mRNA (mais 

elementos na sequência, sítios de ligação de proteína e estruturas secundárias) (Brandão, 

2006; Campos et al., 2008).   

Experimentos com parasitas transfectados com o gene amastina mostraram a presença 

na região 3’ UTR de sequências específicas capazes de regular a expressão gênica de maneira 

estágio-específica (Teixeira et al., 1995; Nozaki & Cross, 1995; Silveira, 2000).  Além disso, 

Zafra e colaboradores (2007) sugerem que polimorfismos na região 3’ UTR do gene IL12B 

pode influenciar a susceptibilidade de pacientes para o desenvolvimento de cardiomiopatia 

chagásica.    

Análises das sequências do T. cruzi mostraram que as regiões UTRs em alguns genes 

podem funcionar como marcadores funcionais e moleculares de populações do T. cruzi. 

Pequenas variações em cada UTR (inserções ou deleções) podem ser pontos de partida para 

estabelecer relações entre expressão de genes e estrutura de populações. Dessa forma, 

pequenas mudanças nas UTRs podem afetar a expressão de genes (Teixeira et al, 1999). Isto 

pode ser uma estratégia evolucionária do parasito para adquirir uma vantagem funcional sem 

grandes mutações em seus genes. O resultado destas alterações em protozoários parasitos é 

representado por uma maior habilidade de sobrevivência em diferentes ambientes (Brandão, 

2006).  

 

1.3 Diversidade genética do T. cruzi 

O T. cruzi é uma população heterogênea, composta por um grupo de cepas que 

apresentam origem e características diferentes. Esta surpreendente variação intra-específica 

está sendo documentada por caracterização biológica e molecular, que incluem morfologia de 

formas sanguíneas, curva de parasitemia, virulência, patogenicidade, sensibilidade a drogas, 

perfil antigênico, taxa de crescimento, metaciclogênese e tropismo por tecidos (Murta & 

Romanha, 1999; Macedo et al., 2004; Machado et al., 2006).  

O primeiro método experimental que demonstrou a extensão da diversidade genética 

do T. cruzi foi à análise eletroforética de variantes de enzimas celulares (isoenzimas). Baseado 

na variabilidade das isoenzimas, Miles e colaboradores (1977, 1978, 1980) propuseram a 

existência de três clusters isoenzimáticos do T. cruzi, chamados zimodemas Z1, Z2 e Z3. 
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Estudos epidemiológicos demonstraram que os zimodemas 1 e 3 estavam associados com a 

ciclo silvestre, enquanto que o zimodema 2 estava associado com o ciclo doméstico de 

transmissão (Miles et al., 1978, 1980). Posteriormente outras metodologias foram utilizadas 

para a caracterização do T. cruzi e demonstraram a grande diversidade genética desse parasita.  

 Estudos utilizando marcadores nucleares, como genes que codificam o RNA 

ribossomal 24S e o miniexon, permitiram a divisão das cepas de T. cruzi em dois grupos 

distintos chamados T. cruzi I e T. cruzi II (Souto et al., 1996, Buscaglia & Di Noia, 2003). Em 

abril de 1999, durante o Simpósio Internacional Comemorativo dos 90 anos da descoberta da 

doença de Chagas, no Rio de Janeiro, foi adotada a subdivisão da espécie de T. cruzi em duas 

linhagens principais (Anonymous, 1999). Foi oficializada a nomenclatura T. cruzi I referente 

ao parasita do ciclo silvestre na América Central e T. cruzi II associado a cepas do ciclo 

doméstico da doença. Os dois grupos de T. cruzi (I e II) definidos por marcadores genotípicos 

apresentam grande correlação com os zimodemas Z1 e Z2, anteriormente descritos na 

literatura baseado no perfil de isoenzimas, critério fenotípico (Miles et al., 1978). O 

zimodema Z3 pode constituir um “cluster” independente com uma diversidade genética baixa 

intra-grupo, de acordo com análises de variação do tamanho dos cromossomos (Pedroso et al., 

2007).  

O grupo T. cruzi I é relativamente homogêneo e raramente encontrado em pacientes 

humanos vivendo em áreas endêmicas. Além disso, este não está associado com os sintomas 

patológicos da doença de Chagas. Por outro lado, o grupo T. cruzi II foi dividido em cinco 

sub-grupos (IIa – IIe) e apresenta associação preferencial por mamíferos placentários, em 

particular, infecções humanas (Brisse et al., 2000; Buscaglia e Di Noia, 2003; Vargas et al., 

2004). Além destas divisões de grupos de T. cruzi, alguns autores classificaram a cepa CL 

Brener como um híbrido, derivado de mudanças genéticas entre cepas do sub-grupo T. cruzi I 

e T. cruzi II (Machado e Ayala, 2001; Sturm et al., 2003, Vargas et al., 2004). Fampa e 

colaboradores (2008) mostraram que proteases de T. cruzi, incluindo a cruzipaína, podem 

contribuir na diversificação da infecção no hospedeiro entre os genótipos T. cruzi I e II.  

 

1.4 Quimioterapia da Doença de Chagas 

A quimioterapia da doença de Chagas apresenta alguns problemas e tem sido alvo de 

pesquisas para o desenvolvimento de drogas eficientes contra o T. cruzi, principalmente para 

ser utilizado na fase crônica da doença.  

As drogas usadas no tratamento da doença de Chagas são dois nitroaromáticos 

heterocíclicos, Nifurtimox (NFX – comercializado pela Bayer, mas atualmente descontinuado 

no Brasil) e Benzonidazol (BZ), (comercializado pelo Laboratório do Estado de Pernambuco, 
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Brasil) introduzidos ao longo de três décadas atrás (Boiani et al., 2008; 

www.lafepe.pe.gov.br). No entanto, estas drogas possuem baixa eficácia de cura 

principalmente na fase crônica da doença (apenas 8%). O NFX e BZ são efetivos na cura da 

infecção na fase aguda, levando 76% dos pacientes tratados à cura parasitológica (Cançado, 

2002). Em crianças de baixa idade com infecção crônica recente foi demonstrado cerca de 

55,8% de cura após o tratamento com benzonidazol (Andrade et al., 1996). Além da baixa 

eficácia, ambos compostos apresentam diversos efeitos colaterais como distúrbios 

gastrointestinais, vômito, emagrecimento, leucopenia, neuropatia e dermopatia alérgica (Rassi 

& Luquetti, 1992). 

O NFX é um derivado 5-nitrofurano e o BZ, um derivado 2-nitroimidazólico, ambos 

fazem parte de uma mesma família, a dos nitroheterocíclicos, mas possuem diferentes grupos 

químicos e apresentam diferentes mecanismos de ação contra o T. cruzi. O grupo nitro de 

ambas as drogas é reduzido por nitroredutases, com a formação de vários radicais livres e 

metabólitos eletrofílicos (Maya et al., 2006; Wilkinson et al., 2008). O radical nitroânion 

produzido sofre ciclagem redox com o oxigênio molecular, sendo parcialmente reduzido e 

podendo regenerar a droga (Mason & Holtzman, 1975; Maya et al., 2007).  

O radical gerado pela redução do NFX pode reagir com o oxigênio molecular para 

gerar o ânion superóxido (O2
-) e este produzir peróxido de hidrogênio (H2O2), pela ação da 

enzima superóxido dismutase. Pode ocorrer a interação do H2O2 com o O2
- produzindo o 

radical hidroxila (OH-). Este radical hidroxila é um dos radicais de baixa massa molecular 

mais tóxico produzido por radiações ionizantes. Todos esses passos podem causar danos ao 

DNA (Olive, 1978) e lipídeos e formar peróxido orgânico (Tappel, 1973; Docampo et al., 

1981).  

O mecanismo de ação do benzonidazol ainda não está claro. Sabe-se que o BZ inibe o 

crescimento do T. cruzi sem estimular a produção de O2
- e H2O2. Provavelmente metabólitos 

reduzidos do BZ estão envolvidos no mecanismo, através de ligações covalentes com 

componentes do parasita ou ligando ao DNA, lipídeos e proteínas do T. cruzi (Diaz de 

Toranzo et al., 1988; Aldunate & Morello, 1993; Maya et al., 1997 e 2003). O BZ e seus 

metabólitos podem também afetar o metabolismo de tripanotiona em T. cruzi (Maya et al., 

1997). 

Os pacientes chagásicos na fase crônica tratados com os compostos nitroheterocíclicos 

apresentam falha na cura ou melhora da doença (Urbina, 1999a; Braga et al., 2000). Um 

grande problema para a obtenção da cura está relacionado com a grande variabilidade 

genética das populações de parasitas (Brener & Chiari, 1967) e a existência de cepas 

naturalmente resistentes a drogas (Murta et al, 1998), além da farmacocinética das drogas. 
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Maya e colaboradores (2003) mostraram o efeito e o modo de ação dos 

nitroimidazoles (BZ e megazol) e derivados nitrofuranos (NFX) em T. cruzi. Em testes de 

atividade, o megazol foi três vezes mais potente do que o NFX, dependendo da cepa do 

parasita usada. O modo de ação do megazol consiste na inibição da respiração mitocondrial, 

não aumentando o oxigênio livre e na depleção da enzima tripanotiona, essencial para os 

processos de detoxificação do parasita. O megazol é um composto extremamente ativo contra 

o T. cruzi, mesmo em cepas do parasita que são altamente resistentes ao BZ e NFX (Filardi & 

Brener, 1982). Apesar da eficácia terapêutica, este composto apresenta graves efeitos 

colaterais, como surgimento de linfomas e outros tipos de tumores (Filardi & Brener, 1982). 

Outro composto testado no T. cruzi foi a amiodarona, que apresentou uma atividade efetiva 

contra os estágios proliferativos do parasita. Esta droga age interferindo na biossíntese de 

esterol na membrana dos parasitas (Benaim et al., 2006).   

Vários compostos já foram testados contra o T. cruzi, mas a maioria deles foram 

ineficazes e/ou tóxicos para os camundongos (Revisado por Brener, 1984; De Castro, 1993). 

Estudos de bioquímica básica em T. cruzi têm identificado novos alvos para a quimioterapia 

que incluem enzimas como a Tripanotiona Redutase (TR), a Superóxido Dismutase (SOD) 

(Nogueira et al., 2006), a Cisteína Protease de 51 a 57 kDa ou GP51/57 (Cruzipaína), a 

Hipoxantina Guanina Fosforribosil Transferase (HGPRT), Gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH), DNA Topoisomerases, a Dihidrofolato Redutase-Timidilato 

Sintetase (DHFR-TS), a Farnesilpirofosfato Sintase (Docampo, 2001; Rodriguez, 2001; Coura 

& de Castro, 2002) e Pteridina redutase (Senkovich et al., 2003). Além do estudo de enzimas 

alvo para a quimioterapia da doença de Chagas, pesquisas têm sido realizadas com inibidores 

da biossíntese de esterol, bloqueadores do canal de cálcio, combinação de drogas usadas no 

tratamento da doença de Chagas experimental, uso de citocinas recombinantes interleucina 12 

(IL-12) e interferon gamma (IFN-) para ativar as funções efetoras do sistema imune. Outras 

vias metabólicas do parasito também têm sido exploradas como alvos terapêuticos, como a 

biossíntese de purina, a cadeia respiratória, análogos de fosfolipídeos e miltefosina (Maya et 

al., 2007). 

Entre outras estratégias para a descoberta de drogas, a procura na biodiversidade local 

por produtos naturais bioativos usando bioensaios apropriados é uma interessante alternativa 

para pesquisadores em áreas afetadas, especialmente em países com uma rica biodiversidade. 

Dados da literatura descrevem que produtos naturais produzidos por plantas, fungos ou outros 

organismos são a fonte direta para medicamentos disponíveis (Newman & Cragg, 2007; Cota 

et al., 2008a; b). Extratos de plantas e fungos foram testados em ensaios de inibição da 

atividade da tripanotiona redutase (TR). Cota e colaboradores (2008a) apresentaram dois 
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metabólitos, panepoxidona e hipnofilina, isolados de um fungo tropical basidiomiceto 

Lentinus strigosus com significativa atividade inibitória da TR. A hipnofilina mostrou uma 

significante atividade anti-T. cruzi associada com uma menor atividade imunomodulatória não 

tóxica em leucócitos humanos, sugerindo um bom candidato para o desenvolvimento de 

novas drogas (Cota et al., 2008a). Estes autores (Cota et al., 2008b) também isolaram de uma 

espécie de Alternaria um derivado de bifenil, capaz de inibir a enzima TR em concentrações 

micromolares.  

 

1.5 Resistência Natural e Seleção de resistência do T. cruzi a drogas 

A maior limitação do tratamento da doença de Chagas, além da baixa eficácia e 

toxicidade dos compostos, é a existência de cepas do T. cruzi naturalmente resistentes a 

drogas e a resistência cruzada entre o BZ e o NFX. É interessante observar que a eficácia do 

tratamento específico da doença de Chagas difere entre as cepas, nos diversos países e em 

diferentes áreas geográficas dentro de um mesmo país.  

Desde 1949, diferenças na susceptibilidade a drogas por cepas de T. cruzi tem sido 

relatada (Hauschka, 1949; Bock et al., 1969; Haberkorn & Gonnert, 1972; Brener et al., 1976; 

Andrade et al., 1985 e Neal & Van Bueren, 1988). Em um estudo da diversidade de resposta 

aos nitrocompostos a infecções experimentais em camundongos infectados com diferentes 

cepas de T. cruzi, foi observado que a resistência ao NFX e ao BZ pode ocorrer em cepas que 

nunca tiveram contato prévio com os dois compostos, isto é, cepas que apresentam resistência 

natural (Brener et al., 1976; Andrade et al., 1985 e Filardi & Brener, 1987). Algumas destas 

cepas foram isoladas de vetores silvestres do estado de Santa Catarina, onde não existe doença 

de Chagas humana autóctone (Filardi & Brener, 1987). Este fato sugere que a resistência 

natural do T. cruzi a derivados nitroheterocíclicos pode ser um fator importante para explicar 

as baixas percentagens de cura detectadas em pacientes chagásicos tratados, somado às 

variações individuais da farmacocinética da droga. Vários autores demonstraram que 

diferenças geográficas podem interferir na eficácia terapêutica da doença de Chagas (Rassi & 

Luquetti, 1992). Além disto, um fato importante descrito pelos autores Pontes & Andrade 

(1984), Filardi & Brener (1987) e Neal & Van Bueren (1988), foi o comportamento de 

resistência cruzada entre NFX e BZ. Ambos os compostos apesar de pertencerem a uma 

mesma família, possuem diferentes grupos químicos e diferentes mecanismos de ação contra 

o parasita.  

Em um estudo realizado em nosso laboratório, 45 cepas do T. cruzi sensíveis e 

naturalmente resistentes ao BZ e NFX foram analisadas em relação a seis diferentes 

marcadores moleculares. O perfil heterozigoto (ZB) agrupou exclusivamente cepas sensíveis e 
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ocorreu predominantemente em áreas geográficas onde o tratamento da doença de Chagas tem 

sido relatado como mais eficaz, sugerindo que este zimodema esteja associado com o fenótipo 

de sensibilidade a drogas (Murta et al., 1998). No entanto, os zimodemas 1 e 2 foram 

encontrados em populações de T. cruzi sensíveis e naturalmente resistentes a drogas.       

Toledo e colaboradores (2003) demonstraram a relação da diversidade filogenética 

entre as cepas do T. cruzi e a sua susceptibilidade in vivo a agentes quimioterapêuticos. Os 

dados indicaram que a falha no tratamento clínico, mesmo durante a fase aguda da infecção, 

está relacionada à cepa do parasita e a sua resistência a drogas específicas. No entanto, 

durante a fase crônica da doença, não foi possível correlacionar a cepa do parasita e a 

resistência a droga devido à baixa taxa de cura obtida.  

A resistência à droga é um problema importante em protozoários parasitas. Por 

exemplo, em Leishmania spp., que é da mesma família Kinetoplastidae do T. cruzi, foi 

observada a resistência a drogas de uso clínico, antimônios pentavalente, em 5 a 70% dos 

indivíduos tratados em áreas endêmicas (Ullman, 1995). Trypanosoma brucei, o agente da 

doença do sono na África, tem também apresentado aumento na resistência às drogas como a 

tubercidina, melarsoprol, diamidina, entre outras (Bacchi, 1993; de Koning, 2008). A 

resistência a drogas também foi observada em Plasmodium falciparum (Schapira et al., 1993; 

Ogbonna & Uneke, 2008), em Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis (Johnson, 1993; 

Upcroft & Upcroft, 1993; Buckner et al., 1998; Nanda et al., 2006). 

Veloso e colaboradores (2001), analisando a eficácia de cura com BZ em 

camundongos infectados com T. cruzi, observaram uma mudança na susceptibilidade ao BZ 

em alguns isolados da cepa Berenice, considerada 100% sensível. Este fato pode ser devido à 

seleção de alguns mutantes resistentes ao BZ que surgiram nesta população. Considerando 

que as características genéticas pode ser um dos fatores que modulam o processo de 

sensibilidade ou resistência, a variação na susceptibilidade a droga pode refletir a plasticidade 

genética observada no T. cruzi (Veloso et al., 2001; 2005). Em um estudo realizado por 

McDaniel e Dvorak (1993) foi demonstrado que sob condições de estresse, ou pressões 

seletivas, os cromossomas e minicírculos mostraram evidências de plasticidade genética em T. 

cruzi e Leishmania.  

A indução de resistência de cepas do T. cruzi ao BZ através da infecção por longo 

tempo em hospedeiro vertebrado, na ausência do estresse da droga foi realizado por Caldas e 

colaboradores (2008). Os autores utilizaram diferentes isolados da cepa sensível Berenice. 

Estes parasitos foram isolados de diferentes cães previamente infectados com a cepa Berenice 

do T. cruzi (2-10 anos atrás) e submetidos a sucessivas passagens em camundongos. Ao 

determinar a susceptibilidade das cepas mantidas no camundongo, os autores observaram 
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diferentes níveis de resistência ao BZ, no qual foram classificadas em parcialmente resistentes 

ou resistentes. A resistência induzida por longo tempo de infecção em cães pode estar 

relacionada à adaptabilidade genética do parasita no hospedeiro mamífero. Este alto nível de 

adaptabilidade permite o parasita selecionar estratégias para evadir os efeitos letais do sistema 

imune do hospedeiro, podendo ser importante também no desenvolvimento dos mecanismos 

de resistência a drogas (Caldas et al., 2008).  

Com a finalidade de estudar o fenótipo de resistência a drogas em T. cruzi, vários 

autores obtiveram cepas de T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ ou NFX. Abdo 

(1991), conseguiu selecionar in vitro uma população de T. cruzi 8 vezes mais resistente ao BZ 

e outra 3 vezes mais resistente ao NFX, do que a cepa selvagem. Nozaki e colaboradores 

(1996) também conseguiram induzir in vitro uma cepa de T. cruzi 4 vezes mais resistente ao 

NFX. Em 1995, Nirdé e colaboradores conseguiram obter in vitro uma população (17LER) de 

T. cruzi 23 vezes mais resistente ao BZ do que a população sensível (17WTS). Os autores 

observaram que o fenótipo de resistência foi estável mesmo após diferenciação de 

epimastigotas para amastigotas.  

Para investigar o mecanismo de resistência ao NFX, Wilkinson e colaboradores (2008) 

induziram a resistência in vitro do T. cruzi. Os parasitas foram mantidos na presença da droga 

(10 µM) por 8 meses e todos os clones foram 4 vezes mais resistentes ao NFX do que os 

controles. Os autores realizaram a exposição destes parasitas a outras drogas do grupo dos 

nitroheterocíclicos e observaram uma resistência cruzada ao BZ, megazol e nitrofurazona.   

Em nosso laboratório, com o objetivo de estudar o mecanismo de resistência do T. 

cruzi a drogas, uma população (BZR) e clones resistentes ao BZ foram selecionados in vivo a 

partir da cepa Y do T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y do T. cruzi, por ser uma cepa 

medianamente resistente in vivo ao BZ e NFX e apresentar um alto pico de parasitemia, no 7 

dia após a infecção. O protocolo foi baseado em 25 tratamentos sucessivos dos camundongos, 

com uma dose única e alta de BZ. Na ausência de pressão do BZ, o fenótipo da população 

resistente BZR foi estável após 6 meses de manutenção em meio de cultura LIT, após 20 

passagens em camundongos e uma passagem pelo vetor invertebrado, Triatoma infestans 

(Murta & Romanha, 1998).  

Dos Santos e colaboradores (2008) utilizaram isolados da cepa sensível (Berenice) do 

T. cruzi para induzir a resistência in vivo ao BZ, com a pressão da droga. O fenótipo de 

resistência permaneceu estável após 12 passagens em camundongos e em cultivo acelular. No 

entanto, a manutenção do parasita resistente em cultura acelular induziu a redução nos níveis 

da resistência ao BZ, enquanto que nenhuma alteração foi detectada em parasitas mantidos 

pelo mesmo tempo em camundongos.   
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1.6 Mecanismos de resistência a drogas  

Os mecanismos de resistência a droga diferem entre organismos procariotos e 

eucariotos, mas alguns princípios gerais podem ser identificados. O primeiro efeito para morte 

da célula é a interação da droga com um ou mais alvos. Assim, a alteração nos níveis 

intracelulares da droga ou a habilidade da droga afetar o alvo é normalmente observada em 

vários organismos. Níveis da droga no sítio alvo podem ser diminuídos por uma variedade de 

mecanismos, incluindo a diminuição da entrada, aumento da sua eliminação e inativação por 

metabolismo ou sequestro. Além disto, alterações nos níveis do alvo primário podem ocorrer 

devido à diminuição da afinidade do alvo pela droga ou perda completa do alvo (Croft et al., 

2006).  

Estes mecanismos também já foram descritos em protozoários parasitas, mas eles 

ainda não estão bem esclarecidos (Ullman, 1995; Engel et al., 2000). No caso de muitas 

drogas antiparasíticas ocorre um mecanismo de produção de espécies reativas de oxigênio que 

podem causar danos nos lipídeos de membrana, proteínas ou DNA (Fries & Fairlamb, 2003). 

Provavelmente, múltiplos mecanismos estão envolvidos na resistência a drogas. No entanto, 

vários autores desenvolvem estudos e investigam os mecanismos de resistência a 

determinadas drogas em vários parasitas resistentes. 

Nozaki e colaboradores (1996) induziram in vitro a resistência ao NFX em 

epimastigotas e tripomastigotas de várias cepas do T. cruzi. Os autores observaram que a 

resistência ao NFX foi acompanhada por uma variedade de mudanças no DNA do parasita, 

incluindo o rearranjo cromossômico e a aneuploidia. Os autores mostraram a ocorrência de 

deleções ou translocações nas bandas cromossômicas entre as cepas sensíveis e resistentes a 

droga.  

Buckner e colaboradores (1998) observaram que cepas do T. cruzi com resistência 

induzida in vitro ao fluconazol apresentaram resistência cruzada a outros azoles antifúngicos, 

como cetoconazol, miconazol e itraconazol. Isto sugere que o mecanismo de resistência não é 

único para a estrutura molecular do fluconazol, mas que é um mecanismo seletivo de 

resistência aos azoles.  

Engel e colaboradores (2000) descreveram o mecanismo de resistência ao inibidor da 

enzima cisteína protease, cruzipaína, em epimastigotas de T. cruzi com resistência induzida in 

vitro a esse inibidor. Os autores observaram um aumento da regulação da via secretora nestes 

parasitas resistentes. Ocorreu um aumento das vesículas entre o complexo de Golgi e a bolsa 

flagelar e um aumento das cisternas do Golgi. Os parasitas resistentes ao inibidor da 

cruzipaína foram sensíveis ao NFX e ao BZ, sugerindo que estas drogas são mediadas por 

mecanismos diferentes.  
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Uma grande limitação no sucesso do tratamento quimioterápico de muitos tipos de 

tumores é a emergência e o crescimento de subpopulações de células resistentes a drogas, que 

apresentam pouca ou nenhuma similaridade estrutural e funcional (Gros & Buschman, 1993). 

A resistência a múltiplas drogas (MDR) em linhagens de células tumorais e em protozoários 

como Leishmania, Plasmodium e Entamoeba, está associada com a superexpressão de uma 

fosfoglicoproteína de membrana (PGP) de 170-180 kDa. A PGP funciona como uma bomba 

de efluxo de drogas, dependente de ATP, que reduz o acúmulo de compostos citotóxicos 

dentro da célula (Ullman, 1995). Entretanto, um estudo realizado em nosso laboratório (Murta 

et al., 2001), mostrou que a resistência do T. cruzi a drogas não está associada com a 

amplificação ou superexpressão da PGP. 

Recentemente, Wilkinson e colaboradores (2008) descobriram que a enzima 

nitroredutase (NTRI) é responsável pela ativação dos compostos NFX e BZ no T. cruzi. Eles 

sugerem que o mecanismo de resistência a drogas desenvolvido neste parasita está associado à 

redução nos níveis de expressão da NTRI. Enquanto que a superexpressão da NTRI pode 

resultar na hipersensibilidade e morte do parasita.  

 

1.7 O metabolismo oxidativo e a defesa antioxidante do T. cruzi  

A maioria dos protozoários parasitas são organismos aeróbicos e vivem em ambientes 

oxigenados. O metabolismo aeróbico utiliza oxigênio molecular como aceptor de elétrons, 

que é reduzido de quatro elétrons para duas moléculas de água. Entretanto, o oxigênio 

molecular pode ser parcialmente reduzido por espécies estáveis, aceitando um, dois ou três 

elétrons, com a formação do ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, 

respectivamente (Chance et al., 1979; Turrens, 2003). Algumas dessas espécies (ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio) também podem ser produzidas por processos 

específicos incluindo atividade antimicrobiana e sinalização intracelular (Droge, 2002; 

Turrens, 2003).   

O ânion superóxido não é muito reativo por si, mas ele é um precursor de dois fortes 

oxidantes. O superóxido pode reagir com o óxido nítrico para produzir peroxinitrito, um 

agente gerado por macrófagos como sendo a primeira linha de defesa durante a fagocitose. 

Adicionalmente, o ânion superóxido é um precursor do peróxido de hidrogênio e na presença 

de metais, as duas espécies reativas de oxigênio são responsáveis pela formação de radicais 

hidroxila (Turrens, 2004).  

Os radicais livres (ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e o ânion hidroxila) são 

produzidos como intermediários de muitos processos fisiológicos e principalmente quando os 

organismos são expostos a condições ambientais como radiação, compostos ativos e agentes 
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químicos. No caso de protozoários parasitas estes radicais podem ser produzidos pelo próprio 

processo de respiração celular, ou por agentes externos como o sistema imune do hospedeiro e 

o metabolismo de drogas (Turrens, 2004; Irigoín et al., 2008). 

Em geral, enzimas antioxidantes são essenciais para a sobrevivência das células, 

promovendo a proteção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que causam danos oxidativos 

a estruturas celulares. A oxidação de macromoléculas biológicas, se não reparadas, coloca o 

organismo sob risco e pode resultar no surgimento de várias doenças neurodegenerativas 

(Olanow, 1997), mutações, carcinogênese, apoptose (Jacobson, 1997), morte celular (Harman, 

1982), entre outros (Goulielmos et al., 2003). 

Por muitos anos, pesquisadores estudam novos alvos para o desenvolvimento de 

drogas farmacêuticas. Estes alvos são baseados na identificação de componentes celulares e 

vias metabólicas e estruturais encontrados no parasito alvo, que não estão presentes no 

hospedeiro ou que são suficientemente diferentes para atingir apenas os parasitos. No caso 

dos tripanosomatídeos um dos alvos mais promissores é o sistema de defesa antioxidante 

mediado por tripanotiona (Fairlamb et al., 1986).  

Os membros da ordem Kinetoplastida, incluindo o T. cruzi, apresentam um 

mecanismo de detoxificação diferente daquele encontrado no hospedeiro vertebrado. Estes 

parasitos não apresentam as enzimas glutationa peroxidase dependente de selênio e catalase, 

responsáveis pela detoxificação do peróxido de hidrogênio. Para compensar a ausência destas 

enzimas, os tripanosomatídeos utilizam um sistema antioxidante dependente de “tiol”, que 

elimina o peróxido de hidrogênio (Turrens, 2004). O metabolismo de peróxido dependente de 

tripanotiona envolvendo uma única cascata de enzimas foi proposto primeiramente em 

Crithidia fasciculata, um tripanosomatídeo de inseto (Nogoceke et al., 1997). Participam do 

mecanismo de defesa antioxidante destes tripanosomatídeos as enzimas ferro-superóxido 

dismutase (FeSOD), triparedoxina peroxidase (TXNPx), ascorbato peroxidase (APX), 

tripanotiona redutase (TR) e glutationa peroxidase dependente de cisteína (GPx). Elas estão 

distribuídas em compartimentos celulares diferentes e são ativas contra vários oxidantes 

(Turrens, 2004; Irigoín et al., 2008).  

A partir da reação desencadeada pela FeSOD, que acarreta a produção de peróxido de 

hidrogênio, ocorrem duas reações não enzimáticas que são vitais para o processo antioxidante 

dos tripanosomatídeos. Em T. cruzi, a dehidroascorbato é produzida durante a redução do 

peróxido de hidrogênio catalizado pela enzima ascorbato peroxidase (Docampo et al., 1976; 

Boveris et al., 1980; Wilkinson et al., 2000a), e a tripanotiona pode regenerar o ácido 

ascórbico. Adicionalmente, o mais importante sistema de detoxificação de peróxido, comum 

em todos os tripanosomatídeos, envolve a enzima triparedoxina peroxidase. Esta enzima 
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utiliza a triparedoxina (uma tiol-dissulfeto oxidoredutase, homóloga a tioredoxina) como 

doador de elétrons e reduz substratos como o peróxido de hidrogênio em água. A 

triparedoxina é reduzida pela enzima tripanotiona (dihidrotripanotiona) e é regenerada pela 

tripanotiona redutase (Turrens, 2004) (Figura 2).  

No genoma do T. cruzi foram identificadas quatro genes da glutationa peroxidase 

(GPx), sendo dois de cada, TcGPxI e TcGPxII. TcGPxI foi localizada no citosol e em 

glicossomos, enquanto a TcGPxII foi encontrada no retículo endoplasmático (Wilkinson et 

al., 2002b; 2002c). Ambas as peroxidases decompõem peróxido orgânico, especialmente 

aqueles derivados de fosfolipídeos e ácidos graxos, mas elas não são capazes de decompor 

H2O2 (Wilkinson et al., 2002b). Esta especificidade ao substrato sugere que sua função pode 

ser uma forma de prevenir o dano celular, devido à peroxidação de lipídeos (Irigoín et al., 

2008).  

É interessante ressaltar que a transformação do T. cruzi da forma epimastigota para a 

forma infectiva, foi acompanhada pelo aumento da expressão de algumas enzimas 

antioxidantes (Irigoín et al., 2008). Atwood e colaboradores (2005) através do proteoma das 

formas de desenvolvimento do T. cruzi mostraram que a transição de epimastigota para 

tripomastigota metacíclico foi acompanhada do elevado nível de expressão das proteínas 

triparedoxina peroxidase mitocondrial, ascorbato peroxidase, ferro-superóxido dismutase, 

triparedoxina (substrato da TXNPx) e tripanotiona sintase (síntese de tripanotiona). Isto pode 

ser interpretado como uma pré-adaptação do parasita para a infecção do hospedeiro 

vertebrado a ambientes onde ele pode ser exposto a oxigênio reativo e espécies de nitrogênio, 

como aqueles gerados por células do sistema imune (Irigoín et al., 2008).  

Em nosso laboratório (Nogueira et al., 2006) caracterizamos a isoforma FeSOD-A em 

populações do T. cruzi sensíveis, com resistência induzida in vitro, selecionada in vivo e 

naturalmente resistentes ao benzonidazol. Os resultados mostraram a amplificação do gene 

TcFeSOD-A e um aumento no nível de mRNA, a superexpressão da proteína TcFeSOD-A e 

um aumento da atividade enzimática da TcFeSOD em uma população do T. cruzi com 

resistência induzida in vitro ao BZ. A partir destes resultados, neste projeto de tese nos 

propusemos investigar se também ocorre uma superexpressão das outras enzimas envolvidas 

na defesa antioxidante das populações do T. cruzi resistentes ao BZ.  
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 Figura 2: Metabolismo antioxidante dos tripanosomatídeos. Fonte: Turrens, 2004. 

 

 

 

 

1.7.1 Triparedoxina peroxidase (TXNPx) 

A enzima triparedoxina peroxidase (TXNPx) pertence a família das proteínas 

peroxiredoxinas. Esta família inclui um grande número de moléculas encontradas em 

organismos diferentes e com funções distintas como detoxificação de células e sinalização 

para proliferação ou processos de diferenciação celular. As peroxiredoxinas também estão 

presentes em parasitos e possuem um papel crucial na defesa contra o estresse oxidativo 

(Hofmann et al., 2002). Esta família de proteínas reduz o peróxido pela oxidação preferencial 

de grupos sulfidril dos resíduos conservados de cisteína, de maneira dependente de 

tioredoxina ou “tiol” (Levick et al., 1998). Além disso, a TXNPx pode decompor peroxinitrito 

e com menor eficiência peróxido orgânico (Piñeyro et al., 2008; Irigoín et al., 2008). 

As peroxiredoxinas são caracterizadas pela presença de dois domínios conservados 

contendo cisteína (região I e II), o que pode promover a formação de dímeros, além de uma 

massa molecular altamente preservada (cerca de 20-30kDa) (Rhee et al., 2001; Wilkinson et 

al., 2000a; Turrens, 2004). Elas são normalmente proteínas solúveis (Tetaud et al., 2001). 

Além disso, os dois motivos conservados (VCP) são encontrados no sítio ativo destas 

proteínas (Tetaud et al., 2001).   
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Algumas peroxiredoxinas apresentam função relacionada à regulação redox da 

transcrição de genes em mamíferos (Sen e Packer, 1996; Tetaud e Fairlamb, 1998). Por 

exemplo, por regular a concentração intracelular de peróxido de hidrogênio estas proteínas 

podem participar da cascata de sinalização de alguns fatores de crescimento e fator de necrose 

tumoral-α, regulando a atividade do fator de transcrição NF-κB (Jin et al., 1997) e inibindo a 

apoptose (Zhang et al., 1997; Tetaud e Fairlamb, 1998). No entanto, em mamíferos cinco 

diferentes genes peroxiredoxinas foram identificados, mostrando que estas proteínas podem 

desempenhar funções múltiplas (Jin et al., 1997; Tetaud e Fairlamb, 1998).  

Na maioria dos eucariotos, as peroxiredoxinas fazem parte de uma via de três 

componentes que inclui a tioredoxina e tioredoxina redutase. No entanto, a peroxiredoxina 

dos tripanosomatídeos difere daquela encontrada nos mamíferos, pois ela é dependente de 

tripanotiona. A TXNPx tem sido estudada em vários protozoários parasitos como C. 

fasciculata (Montemartini et al., 1998), T. cruzi (Lopez et al., 2000; Wilkinson et al., 2000a), 

T. brucei (Tetaud et al., 2001) e em espécies de Leishmania (Flohé et al., 2002; Castro et al., 

2002; Lin et al., 2005; Walker et al., 2006). A triparedoxina peroxidase pode estar localizada 

no citosol (cTXNPx) ou na mitocôndria (mTXNPx) desses tripanosomatídeos. Inicialmente, 

estas enzimas foram consideradas como “peroxidases pobres” porque sua reatividade contra o 

H2O2 foi substancialmente menor que as peroxidases clássicas como catalase e glutationa 

peroxidase dependente de selênio (Hofmann et al., 2002). Essa baixa eficácia pode ser 

compensada pela abundância das peroxiredoxinas nos tripanosomatídeos, na qual elas 

representam 0.1 a 0.8% das proteínas totais solúveis (Nogoceke et al., 1997).  

A existência da proteína cTXNPx no T. cruzi foi evidenciada por ensaios de 

imunohistoquímica. Os autores expressaram a proteína recombinante e esta foi sequenciada 

para confirmar sua identidade com a proteína cTXNPx. Além disso, eles mostraram uma alta 

reatividade desta proteína com o anticorpo anti-TXNPx de C. fasciculata, que reconheceu um 

polipeptídeo de 21 kDa. Assim, a defesa antioxidante do T. cruzi depende dos mesmos 

componentes que constituem o sistema de detoxificação de peróxido em C. fasciculata 

(TXNPx, triparedoxina e tripanotiona redutase) (Lopez et al., 2000).  

Wilkinson e colaboradores (2000) caracterizaram o gene que codifica a enzima 

triparedoxina peroxidase citosólica (cTcTXNPx) em T. cruzi. A sequência de nucleotídeos 

correspondente a região codificante (ORF) do cTXNPx apresenta 600 pb e codifica uma 

proteína de aproximadamente 20 kDa. Trujillo e colaboradores (2004) observaram que a 

enzima cTXNPx do T. cruzi and T. brucei possuem a capacidade de decompor peroxinitrito. 

Dessa forma, a atividade oxidoredutase da cTXNPx pode ser um fator importante para a 

sobrevivência e proliferação de tripanosomatídeos na presença de macrófagos ativados. Em 
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2007, Piacenza e colaboradores realizaram a transfecção dos genes cTXNPx e mTXNPx em 

T. cruzi e observaram sua resposta a vários ensaios com peroxinitrito. Os autores mostraram 

que a superexpressão de cTXNPx e mTXNPx confere altos níveis de proteção a epimastigotas 

contra diferentes concentrações de peroxinitrito. Este dado sugere que as peroxiredoxinas 

detoxificam peroxinitrito nas células eficientemente e protege os parasitas dos efeitos 

deletérios desse oxidante.   

Finzi e colaboradores (2004) investigaram o envolvimento da enzima triparedoxina 

peroxidase do T. cruzi frente a uma injúria mediada por oxidantes. Os autores observaram que 

em baixas concentrações de H2O2 ocorre a proliferação das células e o aumento da resistência 

do parasito a doses sub-letais de H2O2 (100M), se previamente tratados com concentrações 

não tóxicas de H2O2 (20M). Os resultados também mostraram que o tratamento das células 

com diferentes concentrações de H2O2 em um tempo máximo de 30 minutos, induz um 

aumento dos níveis de triparedoxina peroxidase de maneira dose-dependente. Eles realizaram 

a superexpressão da enzima triparedoxina peroxidase em T. cruzi, mostrando um aumento no 

nível de mRNA (129%), sem o correspondente aumento na expressão da proteína, sugerindo 

que a regulação da expressão do gene ocorre ao nível pós-transcricional. Os altos níveis de 

mRNA associados com os níveis da proteína foram observados apenas em incubações com 

H2O2 por um longo período (1-2h), sugerindo que a tradução da proteína triparedoxina 

peroxidase ocorre de acordo com a necessidade do parasito. Os parasitos que superexpressam 

a triparedoxina peroxidase foram duas vezes mais resistentes ao estresse oxidativo comparado 

com os parasitos selvagens (Wilkinson et al., 2000a; Finzi et al., 2004). Wilkinson e 

colaboradores (2000a) testaram os níveis da enzima cTXNPx no T. cruzi transfectado tratado 

com BZ ou NFX. Os autores observaram que a susceptibilidade das linhagens transfectadas a 

estas drogas foi igual a do controle não transfectado. Este fato pode também ser explicado por 

um desequilíbrio no sistema de defesa antioxidante do parasito. 

 Piñeyro e colaboradores (2008) mostraram que a triparedoxina peroxidase citosólica e 

mitocondrial são expressas em todos os estágios do ciclo de vida do parasita, incluindo os 

estágios infectivos. Além disso, os autores observaram que, ao contrário das peroxiredoxinas 

que são abundantes, as proteínas TXNPx citosólica e mitocondrial são expressas em baixos 

níveis em T. cruzi. As TXNPx do T. cruzi podem ser consideradas como fatores de virulência 

relevante para sobrevivência, replicação e diferenciação dos parasitas no interior da célula 

hospedeira. Adicionalmente, as TXNPx do parasita podem contribuir na infectividade sem 

afetar a invasão na célula alvo (Piñeyro et al., 2008). Assim, as peroxiredoxinas do T. cruzi 

constituem excelentes candidatos para o desenho de inibidores, que podem ser usados no 

tratamento da doença de Chagas.    
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A triparedoxina peroxidase de C. fasciculata é um componente essencial do 

metabolismo de hidroperóxidos dependente de tripanotiona (Nogoceke et al., 1997). O gene 

cTXNPx de C. fasciculata apresenta 564 pb e codifica uma proteína de 188 resíduos de 

aminoácidos. A proteína recombinante da cTXNPx possui uma massa molecular de 22 kDa e 

apresenta duas isoformas com diferenças no ponto isoelétrico, 6,2 e 6,3. A comparação de 

sequências da cTXNPx demonstrou a presença de aproximadamente 21 resíduos de 

aminoácidos altamente conservados em posições homólogas. Tetaud e Fairlamb (1998) 

caracterizaram o gene triparedoxina peroxidase de C. fasciculata e mostraram que este gene 

está organizado em “tandem” correspondendo no mínimo cinco cópias no genoma deste 

parasito. A TXNPx de C. fasciculata está localizada no citosol (Steinert et al., 1999). Além 

disso, esta proteína apresentou a capacidade de reduzir diferentes hidroperóxidos, como 

hidroperóxidos lipídicos ou orgânicos, com atividade similar a redução do peróxido de 

hidrogênio (Tetaud e Fairlamb, 1998). 

Levick e colaboradores (1998) identificaram e caracterizaram a enzima triparedoxina 

peroxidase em L. major. A sequência de cDNA encontrada correspondeu a um polipeptídeo 

de 199 aminoácidos, com uma massa molecular de 22 kDa. A triparedoxina peroxidase de L. 

major está localizada em duas bandas cromossômicas, de 640 e 660 Kb, em cromossomos 

homólogos. A atividade enzimática desta enzima em L. major demonstrou que o catabolismo 

do peróxido de hidrogênio depende da ação combinada de três enzimas: triparedoxina 

peroxidase, triparedoxina e tripanotiona redutase. Os compostos t-butil hidroperóxido e 

cumene hidroperóxido foram pobres substratos para a triparedoxina peroxidase de L. major, 

ao contrário da enzima TXNPx de C. fasciculata (Levick et al., 1998). Análise proteômica de 

promastigotas de L. guyanensis mostraram que o sistema de defesa antioxidante é um 

modulador central da virulência em Leishmania em relação a sobrevivência e persistência, 

que são pré-requisitos para o desenvolvimento da doença metastática (Walker et al., 2006). 

A enzima triparedoxina peroxidase mitocondrial (mTXNPx) foi caracterizada na 

população Cl Brener do T. cruzi (Wilkinson et al., 2000a). Este parasito e outros 

tripanosomatídeos apresentam uma única mitocôndria que contêm o cinetoplasto, uma região 

elétron densa situada entre o núcleo e a bolsa flagelar, onde o genoma mitocondrial está 

localizado. O DNA mitocondrial constitui aproximadamente 20% do DNA celular total do T. 

cruzi. Wilkinson e colaboradores (2000a) mostraram que o gene mTXNPx possui uma região 

codificante de 681 pb com um potencial para codificar um peptídeo de aproximadamente 25 

kDa. Eles observaram também que este gene apresenta uma única cópia no genoma do T. 

cruzi e que ele está localizado em duas bandas cromossômicas homólogas, 1600 e 1000 kb. A 

proteína mTXNPx apresenta uma extensão de 30 aminoácidos na porção amino-terminal, que 
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corresponde a um peptídeo sinal de endereçamento para a mitocôndria. Com esta extensão, a 

sequência de aminoácidos da mTXNPx é maior do que a sequência da enzima cTXNPx. No 

entanto, ambas as proteínas apresentam similar tamanho, sugerindo que na mTXNPx pode 

ocorrer alterações pós-traducionais.  

As enzimas cTXNPx e mTXNPx pertencem a família das peroxiredoxinas e possuem 

resíduos de cisteína são responsáveis pela atividade peroxidase destas enzimas (região I e II). 

Ambas as triparedoxinas peroxidases apresentam similaridade na região I, mas a região II 

diverge entre elas. Outras peroxiredoxinas, incluindo a tioredoxina peroxidase de leveduras, 

também apresentam diferenças na região II, mas isto provavelmente não afeta a atividade 

antioxidante destas enzimas (Chae et al., 1994; Wilkinson et al., 2000a). Estudos estruturais 

destas proteínas mostraram que a Cys52 possui um papel na redução do peróxido (Alphey et 

al., 2000), enquanto a Cys173 pode participar da interação da enzima com o doador de 

elétrons triparedoxina (Tetaud et al., 2001). Além disso, as peroxiredoxinas cTXNPx e 

mTXNPx possuem uma estrutura quaternária decamérica (Alphey et al., 2000).   

Ensaios de transfecção dos genes cTXNPx e mTXNPx em epimastigotas de T. cruzi 

mostraram que ambas as linhagens de células transfectadas aumentam 2 vezes a resistência do 

parasito contra o peróxido de hidrogênio exógeno, comparado com as células controle 

(Wilkinson e colaboradores, 2000a). Os autores observaram também que a atividade 

peroxidásica das enzimas cTXNPx e mTXNPx foi especificamente dependente de 

tripanotiona. Eles testaram a atividade peroxidase destas enzimas utilizando glutationa 

redutase e tioredoxina redutase de E. coli e não observaram diferenças na oxidação do 

NADPH.   

O peróxido de hidrogênio é uma molécula não carregada e pode atravessar a 

membrana plasmática ou membranas de organelas. A compartimentalização das peroxidases 

em T. cruzi protege a célula dos efeitos tóxicos do peróxido exógeno, indicando que estes 

oxidantes penetram no citosol e na mitocôndria. Nas células que superexpressam as enzimas 

peroxidases, o metabolismo de peróxido aumenta em ambos os compartimentos conferindo 

proteção contra danos celulares.   

Em T. brucei, Tetaud e colaboradores (2001) observaram que o gene cTXNPx 

pertence a uma família multigênica organizada em “tandem” como descrito em Leishmania, 

C. fasciculata e T. cruzi. Já o gene mTXNPx apresenta uma única cópia por genoma haplóide 

do T. brucei. Análises da atividade específica das enzimas cTXNPx e mTXNPx mostraram 

que a mTXNPx possui atividade 7 vezes menor do que a cTXNPx. Esta diferença na 

atividade pode refletir uma baixa interação entre a triparedoxina e a mTXNPx, sugerindo a 

presença de outro doador de elétrons para a mTXNPx (Tetaud et al., 2001). Os autores 
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observaram a expressão da proteína em ambas as formas sanguíneas e procíclicas do parasito. 

Assim como T. cruzi, o T. brucei apresenta uma triparedoxina peroxidase localizada no 

citosol e outra na mitocôndria. No entanto, C. fasciculata possui apenas o sistema de 

detoxificação de peróxido localizado no citoplasma (Steinert et al., 1999). 

Castro e colaboradores (2002) observaram que o gene cTXNPx em Leishmania 

apresenta múltiplas cópias, provavelmente localizadas no mesmo cromossomo. Enquanto que 

o gene mTXNPx apresenta uma única cópia no genoma deste parasito. Ensaios de Northern 

blot utilizando sondas específicas, demonstraram a presença de quatro transcritos diferentes 

para o gene cTXNPx (2,1; 1,7; 1,5 e 1,2 kb) e apenas um transcrito para o gene mTXNPx (1,4 

kb). Estes autores observaram também a presença de dois polipeptídeos com massa molecular 

menor que a mTXNPx, que possivelmente representam produtos de degradação e detectaram 

formas diméricas e tetraméricas da proteína mTXNPx de L. infantum. Além disso, eles 

determinaram a atividade específica da mTXNPx e observaram uma especificidade restrita ao 

substrato e a sensibilidade ao hidroperóxido lipídico não está limitada a TXNPx mitocondrial. 

A TXNPx citosólica encontrada em L. major (Levick et al., 1998), L. donovani, T. brucei e T. 

cruzi também mostrou uma especificidade restrita ao substrato (Castro et al., 2002). A 

transfecção do gene cTXNPx em promastigotas de L. infantum mostrou que os parasitos 

transfectados aumentam a resistência ao peróxido de hidrogênio, enquanto que os parasitos 

superexpressando o gene mTXNPx não demonstraram alterações significantes na resistência a 

este composto.  

Em Leishmania amazonensis resistentes ao arsenato, Lin e colaboradores (2005) 

observaram que o gene cTXNPx apresenta 600 pb e o mTXNPx possui 681 pb, com grande 

similaridade (98%) aos genes de L. infantum. A expressão do gene cTXNPx produziu um 

polipeptídeo de 25 kDa, enquanto que o mTXNPx apresentou dois polipeptídeos, 30 e 27 

kDa. Esta banda menor foi um produto de degradação devido à quebra de um pequeno 

fragmento de aminoácidos na região C-terminal da proteína. Os autores observaram um 

aumento de 5 vezes na expressão do gene cTXNPx na população de L. amazonensis resistente 

ao arsenato. Ensaios de transfecção mostraram que os parasitos transfectados com a cTXNPx 

foram mais resistentes ao peróxido de hidrogênio, comparado com as células controle não 

transfectadas. 

Recentemente, Wyllie e colaboradores (2008) mostraram que a superexpressão da 

TXNPx ativa contribui diretamente no mecanismo de resistência multifatorial ao antimônio 

trivalente (SbIII) em L. tarentolae. A superexpressão desta enzima pode conferir resistência 

por dois mecanismos: sequestro de SbIII por esta proteína abundante (1-4% da proteína total 

em L. major); ou pela atividade enzimática aumentada para reduzir os níveis de ROS 
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induzidos pela exposição ao SbIII. Os autores observaram que a atividade peroxidásica da 

TXNPx foi essencial para conferir resistência a linhagem de células não mutadas, que 

apresentaram perda na atividade enzimática (Wyllie et al., 2008).  

 

1.7.2 Ascorbato peroxidase (APX) 

Alguns tripanosomatídeos, como T. cruzi e Leishmania, apresentam uma via 

alternativa para metabolizar o peróxido de hidrogênio proveniente do metabolismo de drogas 

ou gerado pelo sistema imune do hospedeiro. Esta via está localizada no retículo 

endoplasmático e é catalisada pela enzima ascorbato peroxidase (APX).  

O ácido ascórbico está envolvido em muitos processos biológicos. Ele é um cofator de 

vários passos enzimáticos na síntese de colágeno, neurotransmissores, hormônios e carnitina; 

participa da absorção de íons e possui um papel importante na defesa antioxidante (Levine et 

al., 1999; Halliwell, 2001). O ascorbato pode metabolizar diretamente espécies reativas de 

oxigênio (ROS), manter o -tocoferol (vitamina E) na sua forma reduzida e mediar a 

transferência de elétrons para peroxidases dependentes de ascorbato (Halliwell, 2001; 

Wilkinson et al., 2005). Em plantas, ele possui um papel na defesa oxidativa, agindo como 

um doador de elétrons para uma família de proteínas que detoxificam peróxido de hidrogênio, 

chamada ascorbato peroxidase que apresenta heme ligado na sua estrutura (Wilkinson et al., 

2005). Estas enzimas foram localizadas em todos os compartimentos das plantas que geram 

radical -oxi, apresentando múltiplas isoformas (Jespersen et al., 1997). Níveis significativos 

de ascorbato e sua forma oxidada, dehidroascorbato (DHA), foram detectados em T. cruzi e 

estudos anteriores identificaram uma atividade peroxidase dependente de ascorbato associado 

ao microssomo (Docampo et al., 1976; Clark et al., 1994).  

A enzima ascorbato peroxidase é uma hemoperoxidase. As hemoperoxidases podem 

ser divididas em três classes de acordo com a sequência de aminoácidos e a localização 

subcelular (Wilkinson et al., 2002a). A classe I inclui as peroxidases intracelulares que podem 

ser subdivididas em catalase-peroxidases de bactérias e APX de plantas. As peroxidases 

secretadas por fungos e plantas compõem as outras classes. Análises estruturais das 

hemoperoxidases da classe I revelaram uma estrutura tri-dimensional conservada, sugerindo 

que um mecanismo similar é usado para mediar a redução de peróxido de hidrogênio 

(Patterson & Poulos, 1995). Esta estrutura conservada está situada em duas regiões, uma que 

permite a ligação do cofator heme e outra que constitui a parte redox do centro ativo da 

enzima. A comparação das sequências da APX mostrou que em T. cruzi todos os seis 

aminoácidos estão presentes em posições equivalentes (resíduos distais R89, W92, H93; 
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resíduos proximais H217, W233 e D278), sugerindo que esta enzima funciona de forma 

similar a APX de plantas (Wilkinson et al., 2002a).  

Wilkinson e colaboradores (2002a) caracterizaram uma hemoperoxidase dependente 

de ascorbato em T. cruzi (TcAPX) similar a APX de planta, com atividade associada ao 

sistema tripanotiona. O gene TcAPX completo apresenta um fragmento de 987 pb que 

codifica uma proteína de 33 kDa. Análises da sequência de aminoácidos indicaram que a 

TcAPX apresenta de 30-35% de identidade com a APX de planta. Quando comparada com as 

APXs citosólicas, a TcAPX apresentou uma extensão de 55 resíduos na região amino-

terminal. Muitas APXs apresentam uma extensão de aminoácidos que equivale a um peptídeo 

sinal de endereçamento para uma organela, normalmente para o cloroplasto. Outras APXs 

possuem um domínio transmembrana na porção carboxi-terminal, sendo uma proteína 

associada à membrana (Jespersen et al., 1997). Os autores encontraram a TcAPX localizada 

no retículo endoplasmático do parasito. Adicionalmente, a TcAPX apresenta três regiões 

conservadas entre as APXs de plantas. Estas sequências são responsáveis por formar uma 

superfície de interação com o ascorbato adjacente ao sítio de ligação do heme, permitindo que 

o ascorbato esteja próximo ao motivo heme. Um fato que distingue a TcAPX das enzimas de 

plantas é a presença de 17 aminoácidos carregados positivamente na porção carboxi-terminal 

com função desconhecida. Além disso, sabe-se que mamíferos não apresentam a enzima 

ascorbato peroxidase, o que torna esta enzima um potencial alvo para a quimioterapia da 

doença de Chagas (Wilkinson et al., 2002a). Esta enzima foi caracterizada apenas na cepa CL 

Brener do T. cruzi (Wilkinson et al., 2002a) e ainda não se sabe o envolvimento da APX com 

o fenótipo de resistência do T. cruzi a drogas.  

Wilkinson e colaboradores (2002a) determinaram também a organização genômica e a 

expressão do DNA e RNA da APX de T. cruzi. Eles observaram que o gene TcAPX apresenta 

uma única cópia no genoma do parasito e está localizado em um cromossomo de 1,7 Kb. O 

gene TcAPX possui um transcrito de 1,9 Kb nas formas epimastigotas do parasito. A proteína 

recombinante TcAPX apresenta 30 kDa e os testes de especificidade do substrato mostraram 

que esta enzima usa o ascorbato como doador de elétrons e que sua atividade foi restrita ao 

peróxido de hidrogênio. Mas esta atividade não foi detectada na ausência de tripanotiona, 

sugerindo que a redução da dihidroascorbato ocorre devido ao gasto de tripanotiona por um 

processo não-enzimático. Ainda com relação a atividade da enzima, os autores demonstraram 

que o peróxido de hidrogênio e azida de sódio inibem a atividade da TcAPX de maneira 

dependente da concentração e do tempo, na ausência de ascorbato. Estes compostos inativam 

o grupo heme, mostrando assim que a enzima TcAPX apresenta o grupo prostético heme.  
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O papel da vitamina C na biologia dos tripanosomatídeos é pouco conhecido. Em 

outros organismos, ela captura radicais livres e pode estar envolvida em outras reações 

fisiológicas. Em T. cruzi, a ascorbato age como uma molécula que transfere equivalentes 

reduzidos da tripanotiona para a TcAPX hemoperoxidase localizada no retículo 

endoplasmático. Genes relacionados a TcAPX estão presentes em espécies de Leishmania, 

mas não em T. brucei. Esta ausência pode estar relacionada com o ambiente da célula 

hospedeira, no qual T. cruzi e Leishmania são parasitos intracelulares enquanto os 

tripanosomas africanos são extracelulares. Como resultado, a defesa antioxidante dependente 

de ascorbato durante a infecção pode ser mais crucial para T. cruzi e Leishmania, do que para 

T. brucei (Wilkinson et al., 2005). 

Adak e Datta (2005) estudaram a enzima ascorbato peroxidase em L. major. Os 

autores clonaram, expressaram e caracterizaram uma proteína similar a APX de outros 

parasitos. A enzima ascorbato peroxidase apresentou 63% de identidade e 87% de 

similaridade com a APX de T. cruzi, enquanto que 35% de identidade e 61% de similaridade 

foram observados com a APX de planta. Uma característica observada entre a APX de L. 

major e a APX citosólica de soja está relacionada a uma extensão de aminoácidos na porção 

N-terminal da proteína. Análises de bioinformática demonstraram que a extensão N-terminal 

da APX codifica uma região carregada positivamente (com 12 aminoácidos) seguida de um 

alongamento de 22 aminoácidos, que apresenta uma região hidrofóbica com potencial para 

formar um domínio transmembrana. No entanto, os autores mostraram que a sequência da 

APX de L. major foi altamente compatível com a estrutura da APX citosólica de soja. Eles 

expressaram dois tipos de APX, uma com a extensão do domínio transmembrana (massa 

molecular de 35 kDa) e outra APX sem esta região N-terminal (massa molecular de 33 kDa). 

A APX com domínio transmembrana apresentou maior tendência a oligomerização; na 

ausência de ascorbato a APX de 35 kDa teve sua atividade catalítica inativada; a taxa de 

oxidação foi maior quando comparada a APX sem o domínio transmembrana e a taxa de 

inativação pelo peróxido de hidrogênio foi 480 vezes maior do que na APX de 33 kDa, na 

ausência de doadores de elétrons. Estas propriedades do domínio transmembrana da APX 

permite relacionar a estrutura e a função da APX de L. major.  

Quando a sequência de aminoácidos da LmAPX foi comparada com a superfamília 

Classe I, Classe II e Classe III bem como guaiacol peroxidase, a identidade da sequência 

LmAPX é maior com Classe I (~35%) comparado com outras classes (<18%). A LmAPX é 

um híbrido funcional entre a citocromo c peroxidase e a ascorbato peroxidase. Este híbrido 

mostrou propriedades catalíticas comum com estas duas peroxidases, sendo capaz de oxidar 

citocromo c e usar ascorbato como substrato (Dolai et al., 2007; Yadav et al., 2008).    
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Recentemente, Dolai e colaboradores (2008) mostraram que a LmAPX de L. major 

está localizada na mitocôndia. Os autores observaram também que os níveis de LmAPX em 

células que crescem na presença de 250 µM de H2O2 foi seis vezes maior comparado as 

células que cresceram na ausência deste composto. Este dado sugere que a expressão do gene 

LmAPX é super-regulada em resposta a níveis de H2O2 celular. Os parasitas foram 

transfectados com o gene LmAPX e quando foram expostos ao H2O2 celular, estes mostraram 

um aumento na resistência de 2.5 vezes, comparado com os parasitas controles. A LmAPX 

diminui os níveis de ROS, predominantemente, localizados na mitocôndria (Dolai et al., 

2008). O possível papel antioxidante da LmAPX mitocondrial em Leishmania (ausente em 

catalase) é que a LmAPX pode detoxificar H2O2 na presença de citocromo c reduzido. A 

redução do citocromo c ocorre pela via NADH-citocromo b5 redutase ou pelo ânion 

superóxido, que é gerado pelos complexos I e II da cadeia respiratória. Assim, o sistema 

LmAPX-citocromo c parece metabolizar simultaneamente ambos H2O2 e ânion superóxido 

(Dolai et al., 2008).  

 

1.7.3 Tripanotiona redutase (TR) 

 Os tripanosomatídeos diferem principalmente dos seus hospedeiros mamíferos pela 

sua habilidade de conjugar duas moléculas do tripeptídeo glutationa com uma molécula de 

espermidina para formar o ditiol N,N-bis(glutationil)-espermidina, conhecida como 

tripanotiona (Fairlamb et al., 1985). A tripanotiona junto com a tripanotiona redutase (TR) 

apresenta funções fisiológicas importantes como manter o ambiente intracelular reduzido e 

promover a defesa da célula contra metais pesados, oxidantes e xenobióticos (Fairlamb & 

Cerami, 1992), papel descrito para o sistema glutationa da maioria dos organismos.  

A TR pertence à família das flavoproteínas oxiredutases e é enzimaticamente ativa 

como um homodímero com dois sítios ativos, sendo cada um formado por resíduos de ambas 

subunidades (Shames et al., 1986). Esta enzima utiliza o NADPH como co-substrato e FAD 

como cofator flavina (Mittal et al., 2005).  

Desde a sua descorbeta em 1985, inúmeras funções biológicas foram diretamente ou 

indiretamente atribuídas a tripanotiona, que são homeostase redox, síntese de 

desoxiribonucleotídeos pela ribonucleotídeo redutase, conjugação e exportação de metais e 

drogas, remoção glioxal e metabolismo de peróxido (Krauth-Siegel et al., 2007; Castro & 

Tomás, 2008). Estas reações consomem equivalentes redutores derivados de 

dihidrotripanotiona [T(SH)2], a forma reduzida da tripanotiona, e gerada pela tripanotiona 

disulfeto (TS2). A regeneração do ditiol é possível pela atividade da tripanotiona redutase 

(TR), uma enzima presente em todos os kinetoplastídeos (Castro & Tomás, 2008).     
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A tripanotiona redutase de C. fasciculata e do T. cruzi foram purificadas (Shames et 

al., 1986; Krauth-Siegel et al., 1987) e os autores encontraram propriedades químicas e físicas 

similares com a glutationa redutase humana. A tripanotiona e glutationa redutase pode reduzir 

seus respectivos substratos fisiológicos pelo mesmo mecanismo catalítico. No entanto, as 

enzimas do parasito e do humano diferem na especificidade ao substrato, no qual a glutationa 

não é um substrato ou inibidor da tripanotiona redutase e a tripanotiona não é substrato para a 

glutationa redutase. Esta especificidade ao substrato é um ponto importante para a pesquisa de 

inibidores seletivos contra a tripanotiona redutase, sendo, portanto um alvo racional para o 

desenvolvimento de drogas tripanosomicidas (Henderson et al., 1988).   

A tripanotiona redutase pode catalisar a redução de um elétron dos derivados de 

naftoquinona e nitrofuranos sintéticos. A redução destes compostos promove sua auto-

oxidação, com a produção de ânion superóxido. Henderson e colaboradores (1988) mostraram 

que estes compostos podem ser substratos para a tripanotiona redutase do T. cruzi na presença 

de oxigênio, sem inativar a proteína. No entanto, esta redução produz radicais livres, inibe a 

redução da tripanotiona e causa o consumo de NADPH. Os autores sugerem que a atividade 

tripanosomicida dos compostos testados foi especificamente devido a sua redução pela 

tripanotiona redutase do T. cruzi.   

A enzima tripanotiona redutase (TR) foi clonada, sequenciada e purificada em T. cruzi 

(Sullivan & Walsh, 1991). Eles amplificaram um fragmento de 1,2 Kb que consiste 

aproximadamente a 80% do gene TR, comparado com a sequência de C. fasciculata e T. 

congolense. A sequência da TR apresentou 492 aminoácidos, com uma massa molecular de 

54 kDa e 79% de identidade com as sequências da TR de outros parasitos. Além disso, o 

sequenciamento da TR mostrou que os resíduos relacionados com o reconhecimento 

específico da glutationa estão ausentes na TR do T. cruzi.  

Estudos para determinar a localização da TR em T. cruzi apresentam resultados 

conflitantes. Experimentos usando anticorpo contra um peptídeo derivado da TR indicaram 

que a enzima está localizada no citosol e na mitocôndria (Meziane-Cherif et al., 1994). Por 

outro lado, estudos de fracionamento bioquímico sugerem que a TR é encontrada 

principalmente no citosol, com uma porção significativa (15-25%) presente no glicossomo 

(Wilkinson et al., 2002b; 2005). A TR de vários tripanosomatídeos, incluindo T. cruzi e T. 

brucei, possui uma extensão carboxi-terminal com um pequeno peptídeo sinal glicossomal 

que pode ser devido à localização citosólica/glicossomal (Sommer et al., 1994). No entanto, 

em T. brucei a TR foi detectada exclusivamente em frações citosólicas (Schlecker et al., 

2005). Ensaios de imunolocalização em L. amazonensis sugerem a presença da TR também 
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em regiões da bolsa flagelar e em outra estrutura intracelular no final posterior de células 

promastigotas (Castro-Pinto et al., 2008).   

Para investigar o papel da TR, Kelly e colaboradores (1993) realizaram a transfecção 

deste gene em T. cruzi e L. donovani. L. donovani transformadas com o gene LdTR 

apresentaram uma atividade enzimática 14 vezes maior que as controles, enquanto que T. 

cruzi superexpressando a TcTR mostraram atividade 10 vezes maior que os parasitos não 

transfectados. Em ensaios de susceptibilidade a nitrofuranos, violeta genciana e ao 

metabolismo de peróxido de hidrogênio, os autores não observaram diferenças significativas 

entre as células que superexpressam a TR e as não transfectadas. Este resultado pode ser 

devido ao fato de que estes compostos podem não ser catalisados diretamente pela TR para 

produzir radicais livres tóxicos.   

A estrutura, composição do sítio ativo e propriedades catalíticas da TR de 

tripanosomatídeos estão sendo estudadas por vários autores com o objetivo de encontrar um 

inibidor desta enzima nos parasitos. Alguns compostos como nifurtimox, derivados de 

naftoquinona, ácido ditiobis-nitrobenzóico (DTNB), DMSO, amido derivado de lunarina 

(PK43), inibidores competitivos (por exemplo poliaminas), conjugados poliaminas-peptídeo, 

kukoamina, lunarina, nitrofuranos entre outros estão sendo investigados por vários autores 

(Jockers-Scherubl et al., 1989; Hamilton et al., 2003; Krauth-Siegel e Inhoff, 2003). No 

entanto, a maioria dos inibidores da TR testados in vitro não apresenta uma correlação clara 

com a atividade tripanosomicida. Isto pode ser devido ao próprio metabolismo celular dos 

compostos que provavelmente desenvolvem papéis importantes nesta atividade. Os efeitos de 

inibidores nitrofuranos no balanço redox dos parasitos podem ser um promissor candidato a 

droga.  

Tovar e Fairlamb (1996) investigaram a possibilidade de modular os níveis de TR 

intracelular em T. cruzi através da transfecção sense e antisense deste gene nos parasitos. As 

células superexpressando a forma sense da TR mostrou uma aumento de 4-10 vezes dos 

níveis de mRNA, proteína e atividade enzimática. Ao contrário, os parasitos transfectados 

com a forma antisense da TR não apresentaram diferenças significativas nos níveis de 

proteína e atividade enzimática, comparado com as células controle. O mRNA do gene TR 

apresentou um transcrito de 2,1 Kb para todos os parasitos transfectados. Mas a presença de 

uma banda de 3,9 Kb nas células com orientação antisense do gene sugere que o 

processamento de mRNA antisense é ineficiente nestes parasitos. Assim, análises de rearranjo 

de plasmídeos revelaram que o evento de inversão de um gene específico está associado com 

a deleção de pequenas regiões que flanqueiam o DNA.  
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Em T. cruzi, os níveis de dihidrotripanotiona variam entre os estágios de vida do 

parasita, na qual cerca de 1.5-2.1 mM em epimastigotas de cultura na presença de poliaminas 

(Piacenza et al., 2007) e 0.5 e 0.12 mM em tripomastigotas e amastigotas, respectivamente 

(Ariyanayagam et al., 2003). Embora a biossíntese de dihidrotripanotiona ocorra no citosol, a 

presença desta molécula em outros compartimentos celulares está sendo sugerida devido a 

presença de enzimas que utilizam a tripanotiona reduzida como doador de elétrons (Castro & 

Tomás, 2008). 

A fim de investigar o papel fisiológico da TR em T. brucei, Krieger e colaboradores 

(2000) geraram células contendo o gene da TR controlado pelo promotor do gene induzido 

tetraciclina. Eles mostraram que na ausência de tetraciclina não ocorre a transcrição dos 

genes, mas na presença desta as células aumentam de 4 a 5 vezes a produção da TR. Entre 

48h e 72h após a retirada de tetraciclina do meio, os parasitos sobreviveram com baixos níveis 

de TR. Mas após 96h, a cultura apresentou uma mistura de células mortas e debilitadas. Outro 

dado importante demonstrado pelos autores foi que os parasitas com o gene TR deletado 

podem sobreviver com apenas 10% da sua atividade normal. Além disso, em parasitas 

depletados da TR crescendo em meio livre de tiol, não foram capazes de detoxificar 

eficientemente o peróxido de hidrogênio e mostraram uma capacidade reduzida em infectar 

camundongos quando comparado as células selvagens (Krieger et al., 2000). Assim, estes 

autores mostraram que a TR é essencial para a viabilidade do T. brucei, sendo um bom alvo 

para droga.   

Experimentos de nocaute mostraram que o gene TR é essencial para a sobrevivência 

de promastigotas e amastigotas em cultura in vitro de Leishmania. Além disso, mutantes de L. 

major e L. donovani com metade da atividade normal da TR não apresentaram alterações na 

taxa de crescimento, no conteúdo de “tiol” e na susceptibilidade ao estresse oxidativo in vitro 

(Dumas et al., 1997; Tovar et al., 1998). Estes autores mostraram também que a redução em 

50% ou menos da atividade da TR reduz a capacidade de várias espécies de Leishmania se 

multiplicarem no interior de macrófagos ativados (Dumas et al., 1997; Tovar et al., 1998). 

Embora os parasitos Leishmania deficientes em TR pareçam ser hipersensíveis ao estresse 

oxidativo em macrófagos, nenhum estudo demonstrou alterações na taxa de metabolismo ou 

sensibilidade ao peróxido de hidrogênio adicionado na cultura extracelular de parasitos. Isto 

pode ocorrer devido à impossibilidade de se obter parasitos com níveis suficientemente baixos 

de TR, para produzir uma taxa limitante no metabolismo de peróxido. Como esperado, os 

parasitas deficientes em TR tornaram-se altamente sensíveis ao peróxido de hidrogênio 

exógeno (Tovar et al., 1998; Krieger et al., 2000).   
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Taylor e colaboradores (1994) caracterizaram o gene TR em L. donovani. Eles 

observaram que este gene apresenta uma única cópia no genoma do parasito, está localizado 

em um cromossomo de 1,1 Mb, possui um transcrito de 2,6 Kb e uma proteína de 52 kDa. A 

sequência de 491 aminoácidos da TR apresentou cerca de 76% de similaridade com C. 

fasciculata e 67% de similaridade com a TR de T. cruzi, T. brucei e T. congolense. Os 

resíduos de aminoácidos envolvidos no reconhecimento do motivo adenosina pirofosfato de 

NADPH e FAD e resíduos do sítio catalítico, envolvidos na transferência de elétrons da TR 

para tripanotiona, estão completamente conservados. O gene TR foi clonado no vetor de 

expressão pTEX e os parasitos foram transfectados. Os autores determinaram um aumento no 

número de cópias do gene TR, um aumento no nível de mRNA e 14 vezes maior a atividade 

enzimática da TR nos parasitos transfectados, comparados com o controle.  

A expressão, purificação e caracterização da tripanotiona redutase em L. donovani foi 

realizada por Mittal e colaboradores (2005). O sequenciamento do gene TR mostrou que a 

região codificante deste gene possui 1473 nucleotídeos, 491 aminoácidos e codifica uma 

proteína com massa molecular de 54,6 kDa e ponto isoelétrico de 8,92. Enquanto, que a TR 

de T. cruzi e T. congolense codifica uma proteína de 492 aminoácidos, com massa molecular 

de 53,4 kDa. Com relação à expressão da proteína recombinante, os autores conseguiram 

expressar a TR na forma solúvel diminuindo a temperatura da cultura (22°C) e aumentando o 

tempo de indução (18h). A enzima TR purificada foi visualizada em uma gel de 

poliacrilamida sob condições nativas com massa molecular de 110 kDa, mostrando que a TR 

é um homodímero como descrito anteriormente. Os autores também testaram drogas anti-

leishmania e inibidores do metabolismo de glutationa em ensaios de atividade enzimática. O 

composto melarsênico inibiu mais que 95% da TR, enquanto que o melarsoprol não 

apresentou inibição significativa. O nifurtimox e a nitrofurazona promoveram a inibição de 

20-60% da TR de L. donovani e o antimônio trivalente inibiu cerca de 60% da atividade da 

TR. Isto indica que a inibição da TR pode ser um dos mecanismos de ação do antimônio.  

Mittal e colaboradores (2007) realizaram a caracterização de populações de L. 

donovani com resistência natural ao antimônio. Neste estudo, eles observaram um aumento de 

2.0-2.5 vezes na amplificação do gene TR dos parasitas resistentes, comparado com os 

sensíveis. Esta amplificação foi acompanhada pelo aumento da atividade específica da TR. 

Níveis aumentados da TR podem ajudar a manter níveis maiores de tripanotiona reduzida, que 

é necessária para a conjugação com antimônio por efluxo e supera o efeito inibitório do SbIII. 

Estes dados indicam um possível envolvimento da TR na resistência a droga.   

O alinhamento da sequência de aminoácidos da TR de diferentes espécies de 

Leishmania e outros tripanosomatídeos mostrou que estas sequências são altamente 
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conservadas, particularmente próximo ao sítio ativo e aos sítios de ligação de cofator (Castro-

Pinto et al., 2008). Além disso, a grande conservação na sequência e na estrutura dos sítios de 

ligação disulfeto encontrada na TR de L. amazonensis e T. cruzi, sugere que inibidores da 

enzima de L. amazonensis podem também efetivamente inibir a TR de outros 

tripanosomatídeos patogênicos, produzindo um modelo usado para teste de novas drogas anti-

tripanosomatídeos (Castro-Pinto et al., 2008).  

Tamayo e colaboradores (2005) demonstraram a presença da enzima TR em 

Entamoeba histolytica. O gene da TR possui 1476 pb, que corresponde a 491 aminoácidos, 

apresenta a sequência redutora conservada do sítio catalítico e domínios de ligação de 

NADPH, FADI e FADII, que são únicos para a TR. A sequência da proteína apresenta 86% 

de identidade com a TR de T. cruzi e está claramente distinta das outras redutases por análises 

filogenéticas.  

Deste modo, a quimioterapia da doença de Chagas apresenta alguns problemas como: 

a baixa eficácia de cura dos compostos usados no tratamento clínico (BZ e NFX), 

principalmente na fase crônica da doença; a considerável toxicidade dos compostos; a 

existência de cepas do T. cruzi naturalmente resistentes a drogas e a resistência cruzada entre 

o BZ e o NFX. Diante disto é de fundamental importância a pesquisa de novos alvos para o 

desenvolvimento de drogas eficientes contra o T. cruzi  

O sistema de defesa antioxidante do T. cruzi difere daquele encontrado nas células de 

mamíferos, o que torna as enzimas envolvidas neste sistema potenciais alvos para a 

quimioterapia da doença de Chagas. Este sistema é baseado no tiol de baixa massa molecular 

“tripanotiona”, que mantêm o ambiente intracelular reduzido pela ação da tripanotiona 

redutase (TR). Fazem parte das vias que metabolizam o peróxido de hidrogênio em moléculas 

de água, as enzimas triparedoxina peroxidase citosólica (cTcTXNPx) e mitocondrial 

(mTcTXNPx) e a ascorbato peroxidase (APX). 

Em um estudo prévio, nosso grupo demonstrou que a enzima ferro-superóxido 

dismutase-A (FeSOD-A) do T. cruzi está superexpressa em uma população do parasito com 

resistência induzida in vitro ao BZ (Nogueira et al., 2006). Esta enzima participa da defesa 

antioxidante do parasita removendo o excesso de ânion superóxido em moléculas de oxigênio 

e peróxido de hidrogênio. Como a defesa antioxidante é uma via metabólica que funciona 

sequencialmente em um mecanismo de cascata, nossa hipótese é que os parasitas resistentes 

poderiam também apresentar um aumento no nível de expressão das peroxidases para 

metabolizar o peróxido de hidrogênio gerado em excesso. Diante disto, no presente trabalho, 

os genes que codificam as enzimas antioxidantes cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR 

foram caracterizados em 18 populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao benzonidazol 



 

 
 

50

(BZ). O estudo dos genes da defesa antioxidante em cepas do T. cruzi sensíveis e resistentes 

ao benzonidazol é de grande importância para o entendimento dos mecanismos de resistência 

do parasito a esta droga. 
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2 OBJETIVO GERAL  

Caracterizar os genes que codificam as enzimas triparedoxina peroxidase citosólica e 

mitocondrial (cTcTXNPx, mTcTXNPx), ascorbato peroxidase (TcAPX) e tripanotiona 

redutase (TcTR), em populações do Trypanosoma cruzi sensíveis e resistentes ao 

benzonidazol. 

 

 

2.1 Objetivos específicos  

  - Determinar o nível de mRNA e tamanho dos transcritos dos genes cTXNPx, mTXNPx, 

APX e TR em populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. 

- Determinar a organização gênica e o número de cópias desses genes. 

- Verificar a localização desses genes nos cromossomas do T. cruzi 

- Clonar, expressar e caracterizar as proteínas recombinantes.  

- Avaliar o nível de expressão dessas proteínas nas populações do T. cruzi sensíveis e 

resistentes ao BZ. 

 - Estudar o contexto genômico destes genes no genoma do parasita 

- Realizar análises filogenéticas destes genes com outros organismos, a partir de sequências 

depositadas em banco de dados. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 Cepas do Trypanosoma cruzi 

Neste estudo utilizamos uma população do T. cruzi com resistência selecionada in vivo 

ao benzonidazol (BZR), seu par sensível (BZS), um par de clones dessas populações (clone 

9S e clone 27R) (Murta & Romanha, 1998), e uma população 17LER com resistência 

induzida in vitro ao BZ, e seu par sensível 17WTS (Nirdé et al., 1995), gentilmente cedidas 

pelo Dr. Philippe Nirdé (Génétique Moléculaire des Parasites et des Vecteurs- Montepellier/ 

France). Além disso, utilizamos 12 cepas do T. cruzi, sendo 3 naturalmente resistentes: 

Colombiana; VL-10; Noel (Filardi & Brener, 1987) e 9 sensíveis: CL Brener; Buriti; 

Berenice; Quaraizinho; Gilmar; Romano; Ernane; MR e Luna. . 

 

3.2 Extração de RNA total  

O RNA total das diferentes cepas do T. cruzi foi extraído com TRIZOL de acordo com 

o protocolo do fabricante (INVITROGEN). O sedimento de parasitas (cerca de 1x109 

epimastigotas) foi ressuspendido no TRIZOL (vol/vol). Após adição de 200 μl de 

clorofórmio, a suspensão foi homogeneizada e incubada por 15 min no gelo e posteriormente 

centrifugada a 13.400 xg por 10 min. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para 

outro tubo contendo o mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -20oC por 12-18h. O 

RNA assim precipitado foi então lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em água 

autoclavada, estéril e livre de RNAse. A concentração do RNA total foi determinada por 

espectrofotômetro considerando 1 unidade de absorbância 260nm = 40 μg/ml. 

 

3.3 Extração de DNA 

O sedimento de epimastigotas das populações sensíveis e resistentes foi ressuspendido 

em tampão de extração contendo 50 mM de Tris-HCl, 50 mM EDTA, 100 mM de NaCl e 

0,5% de SDS, pH 8,0 e incubado com 100µg/ml de proteinase K por 12h a 37°C. 

Posteriormente, o DNA foi extraído com fenol, fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 1:1:24 e 

clorofórmio/álcool isoamílico 1:24 e precipitado pela adição de 3 volumes de etanol 100% e 

acetato de sódio 0,3 M a -20°C por 12h. O DNA foi então lavado 2X com etanol 70% e 

ressuspendido em 100 µl de tampão TE (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1mM, pH 8,0). A 

concentração do DNA obtido foi determinada através de eletroforese em gel de agarose 1%, 

corado com brometo de etídio, comparado com um padrão de DNA de concentração 

conhecida. 
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3.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A PCR foi utilizada para amplificação do fragmento dos genes cTcTXNPx, 

mTcTXNPx, TcAPX e TcTR utilizado para vários ensaios. Para o preparo das sondas, PCR 

de colônia, PCR quantitativo em tempo real e PCR para clonagem e expressão utilizamos os 

iniciadores listados no quadro abaixo. 

Tabela: Lista com os iniciadores dos genes da defesa antioxidante utilizados neste trabalho. 

 

GENE Iniciador Forward Iniciador Reverse 

Tamanho 

do 

amplicon 

Número 

de acesso 

GenBank 

cTXNPx 

sonda 

5’GAGGTGCTTGCAT

GCTCCA 3’ 

5’ACACCTCGCCATGC

TTCTCC 3’ 
446 pb 

cTXNPx 

real time 

5’GTTGAGACGTGCG

GTGAATA 3’ 

5’GGCGGTTTTCAAA

GTCCTTG 3’ 
214 pb 

cTXNPx 

expressão 

5’CGCGTCGACATGT

CCTGCGGAGACGCA

AA 3’ 

5’CGCAAGCTTTCTAC

GCGACAGCACCAAA

GT 3’ 

599 pb 

 

 

 

AJ012101 

mTXNPx 

sonda 

5’AAATACACGGCC

ACTGTGT 3’ 

5’GTCCAGGTTAAGA

AGTCGCA 3’ 
360 pb 

mTXNPx 

real time 

5’CGACAGCCAATAT

TCACACCT 3’ 

5’CGCAGAATCCCTTT

ATCGTCAA 3’ 
187 pb 

mTXNPx 

expressão 

5’CGCGGATCCCCAT

GTTTCGTCGTATGG

CCGT 3’ 

5’CGCAAGCTTTTCTC

AAAATATTCATTTGC 

3’ 

680 pb 

 

 

 

AJ006226 

APX 

sonda 

5’CGCGGATCCCCAT

GGCTTTTTGTTTTGG

TTC 3’ 

5’CCGGAATTCCTATT

TT 

ACTCTGCTGGGA  3’ 

987 pb 

APX 

expressão 

5’CGCGGATCCCCAT

GGCTTTTTGTTTTGG

TTC 3’ 

5’CCGGAATTCCTATT

TTGACTCTGCTGGGA  

3’ 

987 pb 

 

 

AJ457987 

TR 5’CGCGGATCCCCAT

GGTTCACGGGCCCC

CGTT 3’ 

5’CCGGAATTCGGCTT

TTCCATCTTCTCACC 

3’ 

1346 pb 

M38051 

 



 

 
 

54

            Cada reação continha tampão de reação (50mM KCl; e 10mM de Tris-HCl pH 8,5); 

1,5 mM MgCl2; dNTPs (200mM de cada um dos desoxirribonucleotídeos); 10 pmoles de cada 

iniciador; enzima Taq DNA Polimerase; DNA de T. cruzi (1 ng/µl), em volume final de 10µl.  

As reações foram realizadas no termociclador Mastercycle Eppendorf ® utilizando o 

seguinte programa: desnaturação inicial 95°C por 5 min; 30 ciclos de 95°C por 1 min, 

anelamento 65°C por 1 min e extensão 72°C por 1 min, e ao final dos 30 ciclos foi feita uma 

extensão final por 5 min a 72°C. Entretanto, a temperatura de anelamento variou de acordo 

com cada gene, sendo 65°C para os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX; e 60°C para o 

gene TcTR.   

 

3.5 Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida  

Após a PCR, 3 l do produto de PCR foi submetido à análise em gel de poliacrilamida 

a 6%. Para a polimerização do gel foram utilizados persulfato de amônio (APS) 10% (v/v) e 

TEMED (N,N,N’,N’ –tetrametil-etilenodiamina) 0,05% v/v. O gel foi fixado em 150 ml de 

solução de etanol a 10% (v/v) com 0,5% de ácido acético (v/v), e impregnados por nitrato de 

prata a 0,3%. Finalmente, o gel foi lavado em água deionizada e revelado em solução aquosa 

de hidróxido de sódio 3% (p/v) com 0,5% de formaldeído (v/v), até o aparecimento das 

bandas (Sanguinetti et al., 1994). 

 

3.6 Purificação do produto de PCR 

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados utilizando o Kit 

QIAquick, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). Inicialmente foi adicionado 

um tampão com detergente PB ao produto de PCR, para a ligação do DNA na coluna. O DNA 

permaneceu ligado na coluna e os outros componentes da reação de PCR (magnésio, tampão 

de reação e outros) foram lavados com o tampão PE contendo etanol por centrifugação a 

17900 xg por 1 min. O DNA foi eluído após a adição de 50l de água deionizada aquecida a 

95°C por 2 min e centrifugação da coluna.     

 

3.7 RT-PCR quantitativo em tempo real  

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar o nível de mRNA dos 

genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX. Para determinar o número de cópias dos genes 

cTcTXNPx e mTcTXNPx, utilizamos DNA genômico. Inicialmente foi realizado um RT-

PCR utilizando a enzima transcriptase reversa e o oligonucleotídeo dT para converter os 

mRNAs em cDNA. Para a síntese da primeira fita de cDNA foi preparado um mix nas 

seguintes condições: 2 g de RNA total, 0.5 g de oligo d(T), 1X tampão RT, 10 mM DTT, 
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0.5 mM dNTP, 40 U RNase e 200 U de transcriptase reversa Superscript II, em um volume 

final de 20 l. Todos os reagentes usados foram obtidos da Invitrogen (Carlsbald, CA). A 

reação do cDNA foi incubada a 42ºC por 60 min. Após a síntese da primeira fita, a reação foi 

inativada a 70oC por 20 min, e o cDNA foi diluído 15X em água deionizada.  

O cDNA foi submetido ao PCR em tempo real para amplificação e quantificação das 

sequências dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX. A amplificação foi realizada pelo 

Sistema de Detecção da Sequência Gene-Amp 7000 (PE Applied Biosystems). Os iniciadores 

dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX (ver quadro item 3.4) foram desenhados a partir 

da sequência completa de nucleotídeos depositada no banco de dados (GenBank, accessions 

numbers AJ012101, AJ006226 e AJ457987, respectivamente). O gene constitutivo 

hipoxantina guanina fosforibosil transferase do T. cruzi (TcHGPRT) foi usado para 

normalizar a quantidade de amostra analisada. Os iniciadores TcHGPRT1 forward: 5’ 

CTACAAGGGAAAGGGTCTGC 3’, e o iniciador TcHGPRT2 reverse: 

5’ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3’, foram desenhados a partir da sequência completa de 

nucleotídeos do gene (GenBank, accession number L07486).   

As reações foram preparadas contendo 10 pmoles de cada iniciador, tampão 1X SYBR 

GREEN (Applied Biosystems), 25 mM MgCl2, 200 M dNTP, 1 U AmpliTaq Gold DNA 

polymerase, 5 l de DNA diluído 15X e água deionizada para completar o volume final da 

reação de 20 l. O corante SYBR GREEN intercala na fita dupla de DNA permitindo 

quantificar o produto de PCR a cada ciclo da reação. Os componentes da reação foram 

homogeneizados e os 20 l foram adicionados em cada poço da placa. Após aplicar as 

amostras, a placa foi vedada com um selante e embrulhada em papel alumínio até ser 

colocada no equipamento. 

O programa de amplificação foi realizado nas seguintes etapas: 95oC por 10 min e 40 

ciclos de desnaturação a 95oC por 15 seg, e o anelamento/extensão a 60oC por 1 min. Curvas 

padrão foram utilizadas para cada experimento utilizando quantidades conhecidas dos 

plasmídeos TOPO PCR 2.1 (Invitrogen) contendo os genes clonados cTcTXNPx (105 a 109 

moléculas), mTcTXNPx (108 a 1011 moléculas)  e TcHGPRT (104 a 108 moléculas). Para o 

gene TcAPX, realizamos o mesmo programa de amplificação e utilizamos a quantificação 

relativa, que não utiliza curva padrão.  

Os resultados foram analisados utilizando o programa “Sequence Detection System” 

(Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociação, a intensidade de 

fluorescência da amostra a cada ciclo e quantificar o número de cópias conforme a curva 

padrão.  
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3.8 Análise de Northern blot 

O RNA das diferentes cepas foi submetido à eletroforese em gel de agarose-

formaldeído e transferido para uma membrana de náilon. Inicialmente, foi preparado um gel 

de agarose 1% tipo EEO (Sigma, St Louis, MO, E.U.A) em tampão MOPS 1X (0,04M 

MOPS, 1 mM EDTA, 5 mM acetato de sódio pH 7,0) contendo 7,7% de formaldeído. As 

amostras contendo de 10 a 20 μg de RNA foram aplicadas nas canaletas do gel e submetidas à 

eletroforese 20V por 4h em tampão MOPS 1X acrescido de formaldeído 18,7% (vol/vol). O 

gel contendo as amostras foi transferido para membranas de náilon, durante 20h, usando 

tampão SSC 10X concentrado. Posteriormente, as membranas foram hibridizadas com as 

sondas dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR marcadas com fósforo radioativo 

(32 P), segundo protocolo descrito por Dos Santos & Buck (1999). 

3.9 Southern Blot 

A análise da organização e estimativa do número de cópias dos genes cTcTXNPx, 

mTcTXNPx, TcAPX e TcTR no genoma de T. cruzi foi feita através da análise do perfil de 

restrição gerado por diferentes endonucleases. Aproximadamente 5 μg de DNA total das 

diferentes cepas de T. cruzi foi digerido com enzimas de restrição específicas para cada gene. 

A digestão foi realizada a 37ºC durante 16h. Os fragmentos foram separados por eletroforese 

em gel de agarose 1% e posteriormente corados com brometo de etídio (0.5 μg/ml). O gel foi 

fotografado no aparelho EAGLE EYE (STRATAGENE) e transferido para membrana de 

náilon (Hybond- Amersham Biosciences) em tampão SSC 10X concentrado. A membrana foi 

hibridizada com a sonda marcada com 32P correspondente aos genes. 

 

3.10 Sondas e Ensaios de Hibridização  

As sondas utilizadas nos ensaios de Southern e Northern blot foram preparadas a partir 

da amplificação por PCR do DNA da cepa 17LER de T. cruzi com os iniciadores específicos 

para os genes TcTXNPc, TcTXNPm, TcAPX e TcTR (ver quadro item 3.4). Depois da 

amplificação, os produtos da PCR foram precipitados, purificados e marcados com [32P] 

dCTP conforme protocolo descrito por Feingberg & Vogelstein (1983). A pré-hibridização 

das membranas foram feitas em 15 ml da solução G (1% BSA, 500 mM NaH2PO4, 1 mM 

EDTA e 7% SDS) (Church & Gilbert, 1984) durante 2h a 50°C. Posteriormente, as sondas 

desnaturadas (95ºC durante 5 min e logo após 5 min no gelo) foram adicionadas à solução G e 

incubadas durante 14h à 60ºC para Northern blot e 65ºC para Southern blot. Após a 

hibridização, as membranas foram lavadas 4 vezes com SSC 2 X (SSC 1X 150 mM NaCl, 15 
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mM citrato de sódio) e 0,1% SDS a temperatura ambiente. Após a lavagem, as membranas 

foram expostas ao filme de raio X e incubadas a –70oC. Após três dias, os filmes de raio X 

(Kodak) foram revelados e fixados.  

 

3.11 Clonagem e expressão das proteínas recombinantes 

Para a clonagem dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX em bactérias, 

inicialmente realizamos uma busca da sequência completa desses genes em banco de dados 

(GenBank, accession number AJ012101, AJ006226 e AJ457987, respectivamente). Em 

seguida, desenhamos iniciadores específicos para a região codificante do gene cTcTXNPx 

(ver quadro item 3.4). Na sequência dos iniciadores foram adicionadas sequências 

correspondentes ao sítio de reconhecimento das endonucleases de restrição SalI e HindIII 

(sublinhadas na sequência de nucleotídeos dos iniciadores). Para o gene cTcTXNPx 

utilizamos o vetor de expressão pQE 31 (QIAGEN) que apresenta sítios de restrição para 

estas mesmas enzimas. Para o gene mTcTXNPx, desenhamos iniciadores específicos 

acoplados ao sítio reconhecido pelas enzimas de restrição BamHI e EcoRI (ver quadro item 

3.4). A clonagem e expressão desta proteína foi realizada no vetor de expressão pGEX.  

Inicialmente amplificamos por PCR a região codificante dos genes cTcTXNPx e 

mTcTXNPx. Os produtos de PCR purificados e os plasmídeos pQE31 e pGEX (200 ng/l) 

foram digeridos com as enzimas de restrição SalI e HindIII, BamHI e EcoRI, 

respectivamente, a 37 ºC durante 3h. Após a digestão, as extremidades dos vetores pQE e 

pGEX foram desfosforiladas com a enzima fosfatase alcalina (CIAP- PROMEGA) a 37 ºC 

por 1h. 

Os iniciadores do gene TcAPX foram desenhados para ligação do gene no vetor 

pGEX contendo as sequências correspondentes ao sítio de reconhecimento das enzimas de 

restrição BamHI e EcoRI (ver quadro com iniciadores no item 3.4). Os plasmídeos e a 

sequência codificante do gene TcAPX foram digeridos com as respectivas enzimas de 

restrição, como descrito anteriormente.  

Para a purificação, os produtos da digestão foram submetidos à eletroforese horizontal 

em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio. As bandas correspondentes ao produto 

de PCR e plasmídeo, na relação de quantidade 3:1, foram excisados do gel e purificadas em 

uma mesma coluna, de acordo com o protocolo do fabricante (Kit Qiaquick- QIAGEN). Após 

cortar a banda do gel, foi adicionado o tampão QG (1:5 v/v) e o tubo foi aquecido a 50ºC para 

dissolver completamente a agarose. Em seguida, foi adicionado isopropanol para purificação 

do DNA, e todo volume foi colocado em uma coluna. Após centrifugação o DNA 

permaneceu ligado, e foi adicionado novamente o tampão QG para remover todo o resto da 
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agarose. Para a lavagem, foi adicionado o tampão PE com etanol e a amostra foi centrifugada 

a 17.900 xg por 1 min. A eluição do DNA foi feita com 50 l de água deionizada aquecida a 

95ºC por 2 min, seguido da centrifugação da coluna.   

O vetor pQE ou pGEX e o inserto foram submetidos à reação de ligação utilizando 3 

unidades/l da enzima T4 DNA ligase (BioLabs), durante 40 min a temperatura ambiente. O 

vetor contendo o inserto foi inserido em bactérias da linhagem TOP 10F’ através de choque 

térmico nas seguintes condições: 5 l do plasmídeo pQE31/ pGEX  foi incubado com 100 l 

de células cálcio competentes durante 30 minutos no gelo. Em seguida a amostra foi incubada 

a 42ºC por 30 seg para o choque térmico. A amostra foi adicionada em 1 mL de meio LB sem 

antibiótico e incubada a 37ºC por 1h com agitação. Em seguida, as bactérias foram 

plaqueadas em meio LB ágar com 100 g/ml de ampicilina e incubadas a 37ºC durante 12h. 

As colônias de bactérias foram submetidas a PCR com os iniciadores específicos para os 

genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX, para a confirmação da clonagem. Após a 

confirmação, as bactérias foram crescidas sob agitação (Shaker – Forma Scientific) durante 

14h em 5 ml de meio LB com 100 g/ml de ampicilina. Posteriormente, uma alíquota de 400 

l foi criopreservada em glicerol 50% e o restante da cultura foi utilizada para purificação do 

plasmídeo utilizando o Kit mini-prep, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). O 

sedimento de bactérias foi ressuspendido em 250 l de tampão de ressuspensão. 

Posteriormente, foi adicionado ao tubo 250 l de tampão de lise e 350 l de tampão de 

neutralização. A suspensão foi aplicada na coluna, centrifugada por 10 min e o eluato 

descartado. A coluna foi lavada e o plasmídeo com o inserto foi eluído em 50 l de água 

deionizada aquecida a 95ºC por 2 min e por centrifugação da coluna.  

Os plasmídeos contendo os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX foram inseridos 

em bactérias E. coli da cepa BL-21, com a finalidade de induzir a expressão da proteína 

recombinante. A transformação foi feita através de choque térmico como descrito 

anteriormente neste item. Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio LB ágar 

contendo 100 g/ml de ampicilina e 10 g/ml de cloranfenicol e incubadas na estufa a 37ºC 

por 12h.    

Uma colônia de bactéria positiva para os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX foi 

incubada em meio LB com 100 g/ml de ampicilina (AMP) e 10 g/ml de cloranfenicol, 

durante 14h a 37ºC. Posteriormente, utilizamos 200 l desse pré-inóculo para 100 ml de meio 

LB com os antibióticos. As bactérias foram incubadas a 37ºC por 3h sob agitação. Quando as 

bactérias atingiram OD600nm de 0,5 a 0,7, foi retirado 1 ml da amostra não induzida para 

análise em SDS-PAGE. Foi adicionado ao meio 5 mM IPTG (isopropyl-beta-D-
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thiogalactopyranoside) para induzir a expressão da proteína. As bactérias transformadas com 

o gene cTcTXNPx foram incubadas a 30ºC, enquanto que as bactérias contendo os genes 

mTcTXNPx e TcAPX foram incubadas a 37°C, por 4 horas sob agitação. Após a indução da 

expressão, foi coletado 1 ml da amostra induzida para análise em SDS-PAGE. O restante da 

amostra foi centrifugado a 4000 xg por 20 min, o sobrenadante descartado e o sedimento 

armazenado a -20ºC para purificação da proteína recombinante.  

 

3.12 Eletroforese de proteína em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

Para verificar a eficiência da expressão da proteína recombinante, foi feita uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida. Inicialmente foi preparado um gel a partir da mistura de 

0,8% de N,N’-metileno-bis-acrilamida e 30% de acrilamida (p/v). O gel de separação (12%) 

foi feito adicionando-se a esta mistura Tris-HCl pH 8,8 e SDS nas concentrações finais de 1,5 

M e 0,01%, respectivamente. O gel foi polimerizado pela adição de persulfato de amônio a 

10% em água destilada (0,5% v/v) e TEMED (N,N,N’,N’ –tetrametil-etilenodiamina 0,05% 

v/v). O gel de concentração (4% de acrilamida), foi preparado como descrito anteriormente 

para o gel de separação, porém utilizando-se o tampão Tris-HCl pH 6,8 na concentração final 

de 0,5 M (Laemmli, 1970). 

Para a eletroforese, as amostras foram ressuspendidas em tampão de amostra (SDS 

10%, 0,5 mM Tris-HCl pH 6,8, azul de bromofenol 1%, 2-mercaptoetanol  5% e glicerol 

10%), fervidas em banho maria por 5 min e aplicadas as canaletas do gel de concentração. A 

eletroforese foi realizada a 50V para o gel de concentração e a 120V para o gel de separação, 

sendo a corrida acompanhada pelo azul de bromofenol presente no tampão da amostra. O 

tampão de corrida continha 25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS em pH 

8,3. Após a eletroforese, o gel foi corado durante 2 horas pelo azul de Coomassie (azul de 

Coomasie brilhante R-250 0,25%, metanol 50% e ácido acético 10%) à temperatura ambiente 

e em seguida descorado com várias trocas de solução descorante (metanol 10% e ácido 

acético 5%) até o fundo do gel se tornar incolor. 

 

3.13 Teste de solubilidade e purificação das proteínas recombinantes cTcTXNPx, 

mTcTXNPx e TcAPX 

Para determinar a solubilidade das proteínas rcTcTXNPx, rmTcTXNPx e rTcAPX, as 

bactérias da cepa BL-21 contendo os respectivos genes foram crescidas em meio LB com 

antibióticos (AMP e cloranfenicol) e IPTG e centrifugadas à 4000 xg por 20 min. O 

sedimento resultante foi ressupendido em tampão de lise pH 8.0 contendo 100 mM NaH2PO4, 

10 mM Tris-HCl e 8 M uréia. Em seguida a amostra foi congelada a -70ºC durante 10 min. 
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 Após o descongelamento foi adicionada na amostra 1 mg/mL de lisozima e a mistura 

foi incubada no gelo por 30 min. Posteriormente, a amostra foi sonicada 3 x por 15 seg, com 

pausas de 15 seg no gelo e centrifugada a 10.000 xg a 4ºC por 30 min. O sobrenadante 

contendo as proteínas solúveis foi coletado e o sedimento foi ressuspendido em tampão de 

lise, sonicado 3 x por 15 seg e centrifugado a 10.000 xg por 30 min. Este segundo 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e ao sedimento restante foi adicionado 50 l de 

tampão de amostra 1X. Em cada uma dessas etapas foi retirado 50 l de amostra para análise 

em gel SDS-PAGE. 

 A purificação da proteína rcTcTXNPx sob condições nativas foi realizada de acordo 

com o protocolo descrito pelo fabricante (Qiagen). A purificação foi realizada por 

cromatografia de afinidade em coluna contendo uma resina de ácido nitrilotriacético com 

níquel (Ni2+- NTA) (Qiagen), que se associa à cauda de 6 histidinas presente na proteína 

recombinante rcTcTXNPx. As bactérias induzidas com IPTG foram centrifugadas à 4000 xg 

por 20 min. O sedimento foi ressuspendido em tampão de lise pH 8.0 (tampão B) contendo 

100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl e 100 mM imidazol. A partir do tampão B, foram 

preparados os tampões C, D e E, com diferentes pH: 6.3, 5.9 e 4.5, respectivamente. A lise 

das bactérias foi realizada a temperatura ambiente por 1 hora com agitação. Posteriormente, a 

amostra foi centrifugada a 10.000 xg por 20 min. O sobrenadante foi coletado e uma pequena 

fração (50 l) retirada para análise em gel SDS-PAGE. Para cada 4 mL do sobrenadante foi 

adicionado 1 mL da resina 50% Ni-NTA (Qiagen). A mistura foi submetida à agitação a 

temperatura ambiente por 1h. Após ligação da proteína na resina, a mistura foi adicionada à 

coluna (BIORAD) para o empacotamento da resina. O eluato foi coletado para análise em gel 

SDS-PAGE. A resina foi lavada por 2 vezes com 4 mL de tampão C (pH 6.3), e suas frações 

foram coletadas. Em seguida, 500 l do tampão D (pH 5.9) foi adicionado à resina por 4 

vezes e suas frações foram coletadas. Posteriormente, a proteína foi eluída da resina com 200 

l de tampão E (pH 4.5) por 5 vezes e todas as frações foram coletadas. Uma alíquota de 20 

l de cada fração foi submetida à eletroforese SDS-PAGE.  

A purificação das proteínas rmTcTXNPx e rTcAPX foi realizada pela técnica de 

eletroeluição. Submetemos cada proteína recombinante à eletroforese em gel de 

poliacrilamida. Posteriormente, incubamos o gel com uma solução de KCl 0,1M a 4ºC que 

precipita as proteínas do gel tornando-as esbranquiçadas e cortamos na região correspondente 

as proteínas mTcTXNPx e TcAPX. Colocamos o fragmento do gel em membranas de diálise 

com 3 mL de tampão de corrida 1x filtrado (25mM de Tris-HCL, 192 Mm de glicina e 0,1% 

de SDS em pH 8,3) com extremidades fechadas. Submetemos as membranas à eletroforese 
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horizontal contendo tampão de corrida de proteína 1x, durante 3h à 100V. Depois invertemos 

a corrente por 10 seg para que as proteínas se desprendam da parede da membrana de diálise. 

Coletamos o tampão contendo as proteínas e armazenamos a 20ºC. 

 

3.14 Dosagem de proteínas 

A dosagem das proteínas recombinantes rcTcTXNPx, rmTcTXNPx, rTcAPX e das 

proteínas totais do T. cruzi foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Foi 

utilizada uma placa de ELISA com 96 poços para realizar este experimento. Uma curva 

padrão foi feita com a albumina de soro bovino (BSA), em triplicatas nas seguintes 

concentrações: 0.4; 0.8; 1.2 e 1.6 g de BSA por poço. Para a dosagem das proteínas 

rcTcTXNPx, rmTcTXNPx e rTcAPX, foram utilizados os volumes de 5, 10 e 15 l da 

proteína concentrada e diluições de 5 e 10 vezes. Já para a dosagem das proteínas totais do T. 

cruzi, foram utilizadas as diluições 5, 10 e 50 vezes da proteína concentrada. Após pipetar 20 

l das amostras na placa, foi adicionado 180 l do reagente de Bradford (100 mg Coomassie 

Brilhant Blue G 250; 50 ml etanol 95% e 100 ml ácido fosfórico 85%). A placa foi mantida à 

temperatura ambiente durante 5 min e posteriormente submetida à leitura a 595 nm em um 

leitor de ELISA (BIO-RAD). A concentração das proteínas foi calculada com base na curva 

padrão de BSA.     

  

3.15 Obtenção de anticorpos policlonais anti-proteína rcTcTXNPx e rTcAPX 

Para produção de soro policlonal específico, as proteínas recombinantes cTcTXNPx e 

TcAPX foram inoculadas em coelhos provenientes da fazenda da UFMG em Igarapé. Foram 

utilizados 2 coelhos para cada proteína com 3 meses de idade e pesando cerca de 2,5-3 Kg. 

Os coelhos receberam 3 inoculações subcutâneas nos dias 0, 7 e 21. Antes das imunizações 

1mL de sangue dos coelhos foi coletado para servir como controle pré-imune. 

No primeiro dia de inoculação foi utilizado o adjuvante completo de Freund e nos dias 

subsequentes o adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). O sangue foi coletado 15 e 30 dias 

após a última inoculação. Após coagulação, o sangue foi centrifugado a 4170 xg à 4ºC por 5 

min e o soro aliquotado e armazenado a -20ºC. O anticorpo policlonal anti-mTcTXNPx foi 

gentilmente cedido pelo Dr. Carlos Robello (Piñeyro et al., 2008).  

 

3.16 Extração de proteínas totais do T. cruzi 

As formas epimastigotas das cepas do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ foram 

cultivadas em meio Liver Infusion Triptose (LIT) e obtidas na fase exponencial de 

crescimento. Os parasitas foram lavados em PBS por 3 vezes e o sedimento congelado a -
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70oC. Posteriormente as massas de parasitas foram submetidas à extração de proteínas de 

acordo com protocolo descrito por Steindel et al. (1993). O sedimento de parasitas foi 

ressuspendido no tampão de lise pH 8.0 contendo 50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, detergente 

NONIDET P-40 (SIGMA) 1% e coquetel de inibidores de proteases (1000 g/ml Leupeptina, 

2 g/ml aprotinina e 5 mM EDTA). Após incubação por 10 min no gelo, os parasitas foram 

lisados através de choque térmico (3 ciclos de congelamento-descongelamento em nitrogênio 

(N2) líquido (-196°C) e banho à 37ºC). Em seguida foram centrifugados a 350 xg por 10 min 

a 4ºC e o sobrenadante com as proteínas totais foi dosado, aliquotado e armazenado à -70ºC.   

 

3.17 Western blot 

A análise da expressão das proteínas cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX no parasito 

foi feita por Western blot, utilizando soro de coelho imunizado específico para cada proteína. 

O perfil das proteínas totais foi resolvido por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% 

(Laemmli, 1970). Posteriormente, as proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose (Towbin et al., 1979) a 100V por 2h no gelo em tampão de transferência (25 

mM Tris; 192 mM Glicina; Metanol 20%; pH 8.3).  

Após a transferência, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de 

leite em pó desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 3x. Em seguida, foram incubadas com 

o soro de coelho imunizado com a proteína recombinante rcTcTXNPx, rmTcTXNPx ou 

rTcAPX, diluído a 1:5000, 1:1000 e 1:500, respectivamente, a temperatura ambiente por 1h. 

As membranas foram lavadas e incubadas por 30 min com o conjugado anti-IgG de coelho 

marcado com fosfatase alcalina, diluído a 1:6000 (Promega). Depois de lavadas, as 

membranas foram reveladas com 35 l e 70 l dos substratos 5-bromo-4chloro-3-

indolyphosphate (BCIP) e nitro blue tetrazolium (NBT), respectivamente, em tampão 

fosfatase alcalina (AP), de acordo com o protocolo do fabricante (Bio-Rad).  

 

3.18 Análise Densitométrica  

A análise densitométrica da intensidade das bandas dos genes e das proteínas 

cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR visualizadas nos ensaios de Northern blot, 

Southern blot, localização cromossômica e Western blot foi realizada através do aparelho 

ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech), utilizando o programa “ImageMaster VDS 

software”. A imagem foi capturada pelo aparelho VDS e as análises realizadas pelo programa, 

sendo que foi considerado como significativo os valores de densidade ótica das bandas 

superiores ou iguais a 2,0. 
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3.19 Análises de bioinformática dos genes  

A sequência do genoma do T. cruzi, cepa CL Brener, usada nas análises in silico 

descritas neste trabalho foram obtidas do NCBI (Nacional Center for Biotechnology 

Information - ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/). Cópias locais dos bancos de dados não 

redundantes de proteínas e nucleotídeos do NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/), GeneDB 

(http://www.genedb.org) e TIGR (The Institute for Genomic Research) foram usadas para 

buscas por similaridades de sequências, através do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990). 

As sequências dos genes cTcTXNPx (Wilkinson et al., 2000a; AJ012101), mTcTXNPx 

(Wilkinson et al., 2000a; AJ006226.1), TcAPX (Wilkinson et al., 2002a; AJ457987) e TcTR 

(Sullivan & Walsh, 1991; M38051) foram utilizadas na seleção  dos contigs que apresentaram 

similaridade contra as sequências alvo. Os melhores alinhamentos obtidos dentro de um 

critério de corte de 100 nucleotídeos apresentando uma identidade mínima de 90% 

constituíram nosso conjunto de dados inicial e foram selecionados para posterior anotação 

estrutural e funcional manual. Para o gene cTcTXNPx, foram identificados 9 contigs 

potenciais (AAHK01017795; AAHK01001715; AAHK01006290; AAHK01005376; 

AAHK01003652; AAHK01001127; AAHK01005566; AAHK01002353; AAHK01003652) e 

para o gene mTcTXNPx 4 contigs (AAHK01005244; AAHK01001562; AAHK01017300; 

AAHK01001473). Já para o gene TcAPX selecionamos 2 contigs (AAHK01002212 e 

AAHK01001145) e para o gene TcTR 3 potenciais contigs (AAHK01004636, 

AAHK01005034 e AAHK01004332). 

  A anotação dos contigs foi realizada pela utilização da ferramenta de anotação 

genômica Artemis (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis). O processo de anotação 

estrutural esteve centrado na correta identificação da metionina inicial e do codon de 

terminação. O processo de anotação funcional esteve centrando na identificação por 

similaridade de sequência com os domínios funcionais associados a cada um dos genes em 

estudo. O programa Clustal-W (Thompson et al., 1994) foi usado para realização dos 

alinhamentos múltiplos globais das sequências. Utilizamos para tanto os parâmetros default 

do programa. A restrição in silico foi realizada pela utilização dos programas Gene Tool Lite 

Launcher (DoubleTwist, USA) e SMS (Sequence Manipulation Suite - 

http://www.bioinformatics.org/sms2/), que permitiram que os contigs fossem cortados com as 

mesmas enzimas de restrição utilizadas nos ensaios de Southern blot para cada gene.  
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 3.20 Análises filogenéticas 

 As sequências de aminoácidos das proteínas cTcTXNPx (EAN86901.1), mTcTXNPx 

(EAN84888.1), TcAPX (EAN86798.1) e TcTR (AAA63547.1) do T. cruzi foram  

comparadas com sequências depositadas no banco de dados não redundante de proteínas (nr) 

do NCBI através do algoritmo BLASTP. Para as proteínas cTcTXNPx foram selecionadas do 

banco nr 10 sequências de aminoácidos (T. brucei-XP826969.1; L. guyanensis-AAV31765.1; 

L. braziliensis-CAM42125.1;  L. aethiopica-AAZ23602.1; L. major-CAJ03334.1; L. major-

AAC79432.1; L. infantum-AAL25847.1; L. donovani-AF225212.1; L. donivani-ABP68405.1 

e C. fasciculata-AAC15095.1) e para a proteína mTcTXNPx foram selecionadas 7 sequências 

(T. brucei-XP847032.1; L. major-CAJ03825.1; L. amazonensis-AAX47429.1; L. infantum-

CAM68108.1; L. donovani-ABP68406.1; L. donovani-AAX73294.1 e L. braziliensis-

CAM36512.1). Como critério de corte, selecionamos proteínas com identidade mínima de 

70%. 

Na análise das proteínas TcAPX e TcTR selecionamos 7 e 9 sequências de 

aminoácidos, respectivamente, com identidade mínima de 60%. As sequências selecionadas 

para a enzima TcAPX foram L. braziliensis-CAM38361.1; L. major-CAJ07706.1; L. 

infantum-CAM71478.1; A. thaliana-CAA67425.1; A. thaliana-CAA67426.1; A. thaliana-

Q05431.1 e A. thaliana-CAA66640.1. Para a enzima TcTR, selecionamos as sequências de 

aminoácidos dos tripanosomatídeos T. brucei-P39051.1; T. brucei-XP823260.1; L. 

braziliensis-XP001561849.1; L. infantum-XP001462998.1; L. major-XP001687512.1; L. 

amazonensis-ABQ57410.1; L. amazonensis-ABF74601.1; L. donovani-P39050.1 e C. 

fasciculata-P39040.1.  

Adicionalmente, as sequências de aminoácidos das peroxiredoxinas (H. sapiens-

NP002565.1; NP857634.1), mieloperoxidase (H. sapiens-NP000241.1) e glutationa redutase 

H. sapiens-NP000628.2) de Homo sapiens foram obtidas do GenBank, e utilizadas como 

outgroup.  

Posteriormente, utilizamos as sequências descritas acima, acrescidas das respectivas 

sequências de T. cruzi e do outgroup, em análises de alinhamento múltiplo global realizadas 

pelo programa Clustal-W (Thompson et al., 1994). Os alinhamentos gerados foram utilizados 

para cálculos de inferência filogenética realizados pelo programa MEGA3, pelo método 

Neighbor-Joining (Kumar et al., 2004). 
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4 RESULTADOS 

 

4A Triparedoxina peroxidase 

4A.1 Nível de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx em populações do 

Trypanosoma cruzi sensíveis e resistentes ao benzonidazol. 

Com o objetivo de determinar se as enzimas responsáveis pelo metabolismo de 

peróxido de hidrogênio apresentam um aumento do nível de transcrição nos parasitos 

resistentes, analisamos o nível de mRNA dos genes triparedoxina peroxidase citosólica 

(cTcTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPx) em populações do T. cruzi sensíveis e resistentes 

ao BZ, através de ensaios de Northern blot. Para isto, o RNA total, depois de separado em gel 

de agarose e transferido para membrana de náilon, foi hibridizado com as sondas específicas 

dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx marcada com 32P.  

O perfil de hibridização do gene cTcTXNPx nas amostras do T. cruzi revelou a 

presença de dois transcritos, um de 1.1 e outro de 1.4 Kb, nas populações do T. cruzi que 

pertencem ao zimodema 1 (Z1) ou grupo T. cruzi I: 17WTS, 17LER e Colombiana (Figura 

3A). As outras amostras analisadas pertencentes ao zimodema Z2 e ZB, grupo T. cruzi II, 

apresentaram apenas um transcrito de 1.4 Kb. O perfil de hibridização utilizando a sonda 

específica para o gene mTcTXNPx foi similar em todas as amostras, apresentando um 

transcrito de 0.85 Kb (Figura 3B).   

A sonda específica para o gene do RNA ribossomal foi hibridizada com a mesma 

membrana anteriormente utilizada com as sondas cTcTXNPx e mTcTXNPx, para servir como 

controle quantitativo (Figuras 3A e 3B). Análises densitométricas da intensidade das bandas 

normalizadas com o RNA ribossomal indicou um aumento de duas vezes no nível de mRNA 

de ambos os genes cTcTXNPx e mTcTXNPx na população do T. cruzi com resistência 

induzida in vitro ao BZ, 17LER, comparado com seu par sensível 17WTS. As outras amostras 

do T. cruzi analisadas não apresentaram diferenças significativas no nível de transcrição 

destes genes, independente do fenótipo de resistência a drogas.  

Com o propósito de complementar os dados obtidos pelo Northern blot quantificamos 

dos níveis de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx entre as cepas de T. cruzi 17WTS e 

17LER através da análise de PCR quantitativo em tempo real (qPCR). O número de 

moléculas de cDNA das diferentes amostras foi normalizada utilizando o gene TcHGPRT do 

parasito, que é constitutivo e apresenta apenas uma cópia por genoma do parasito. 

Inicialmente foi obtido uma curva padrão utilizando diluições do plasmídeo ao décimo (107 a 

104; 1011 a 108 e 108 a 104 cópias) contendo os genes clonados cTcTXNPx, mTcTXNPx e 

TcHGPRT, respectivamente. Para todos os genes, a intensidade de fluorescência de cada 
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amostra, que é proporcional a quantidade de DNA, foi expresso pelo valor do ciclo do PCR 

tomado como base de análise o CT (cycle threshold). Podemos observar que as curvas 

apresentaram uma linearidade muito boa (r2= 0.999 para cTcTXNPx, r2= 0.998 para 

mTcTXNPx e r2 = 0.9995 para TcHGPRT) para uma ampla faixa de concentração de 

plasmídeos utilizados. 

A detecção das moléculas de DNA amplificadas na qPCR foi determinada pelo SYBR 

green I. Ele é um composto fluorescente que intercala preferencialmente em DNA dupla fita 

detectando não apenas alvos específicos, mas também produtos de PCR não específicos ou 

dímeros de iniciadores. Para comprovar a especificidade da PCR analisamos também a curva 

de dissociação das amostras de cada gene analisado. O gráfico de dissociação gerado para os 

produtos de PCR amplificados com os iniciadores específicos para os genes cTcTXNPx, 

mTcTXNPx e TcHGPRT, mostrou apenas um pico, demonstrando que somente um produto 

específico foi amplificado (resultados não mostrados).  

A quantidade de moléculas de cDNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx para as 

cepas de T. cruzi foi determinada por interpolação na curva padrão. Foram usados os valores 

de CT obtidos pela curva padrão gerada com as quantidades conhecidas dos plasmídeos do 

cTcTXNPx e mTcTXNPx, normalizado com os valores de TcHGPRT. As Figuras 3C e 3D 

mostram um aumento de duas vezes no nível de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx 

na população 17LER, comparada com a 17WTS comprovando os resultados obtidos por 

Northern blot. Nas outras cepas do T. cruzi analisadas, não observamos diferenças 

significativas no número de moléculas de cDNA dos genes, independente do fenótipo de 

resistência ou zimodema da cepa.  
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4A.2 Organização genômica, número de cópias e análises de bioinformática dos genes 

cTcTXNPx e mTcTXNPx 

Para investigar a ocorrência de amplificação dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx no genoma 

da população do T. cruzi resistente ao BZ, avaliamos o número de cópias desses genes por 

ensaios de Southern blot. O DNA genômico de 6 populações do T. cruzi foi digerido com as 

endonucleases de restrição BglII e KpnI para o gene cTcTXNPx e as enzimas HinfI e XhoI 

para o mTcTXNPx.  

Ensaios de Southern blot utilizando a enzima BglII, que apresenta um único sítio de 

restrição no gene cTcTXNPx, hibridizado com uma sonda específica para esse gene revelaram 

a presença de três fragmentos de 6.7, 2.9 e 1.9 Kb nas populações 17WTS, 17LER e 

Colombiana (Figura 4A). Já nas populações BZS e BZR foram observados fragmentos de 6.7, 

2.9 e 2.4 Kb (Figura 4A). É importante ressaltar que a cepa CL Brener, pertencente ao 

Figura 3. Níveis de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx em populações do T. cruzi sensíveis e

resistentes ao BZ. Perfil do northern blot de populações do T. cruzi obtido usando as sondas marcadas com

32P, específica para cTcTXNPx (A) e mTXNPx (B). Número de moléculas de cDNA (razão do número de

cópias do gene/HGPRT) dos genes cTcTXNPx (x106) (C) e mTcTXNPx (x109) (D) em cada população do

T. cruzi testada. Os valores da quantidade de moléculas de cDNA foram normalizados com o gene

TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real foram obtidos em triplicata de três

experimentos independentes.



 

 
 

68

zimodema B do T. cruzi, considerada um híbrido, apresentou o perfil do zimodema Z1 e Z2 

(Figura 4A). Estes resultados indicam a presença de polimorfismos nas cepas do T. cruzi entre 

os zimodemas mas que não está relacionado ao fenótipo de resistência do parasito a drogas.  

Quando a sonda cTcTXNPx foi hibridizada com o DNA genômico digerido com KpnI, que 

não possui sítio de restrição na sequência do gene, observamos apenas uma banda de 6.7 Kb 

para todas as amostras analisadas (Figura 4B). Além disso, observamos que a intensidade das 

bandas específicas do gene cTcTXNPx foi igual em todas as amostras de T. cruzi analisadas, 

mostrando ausência de amplificação.  

O Southern blot para o gene mTcTXNPx foi realizado com as enzimas de restrição 

(HinfI e XhoI). A enzima HinfI apresenta um sítio de restrição no interior do gene. Devido à 

presença de polimorfismos, observamos a presença de três fragmentos de 0.77, 0.56 e 0.3 Kb 

em todas as populações do T. cruzi (Figura 4C). De acordo com análises densitométricas, não 

houve diferenças na intensidade das bandas específicas, sugerindo que o gene mTcTXNPx 

não está amplificado no genoma do T. cruzi. Quando o DNA genômico foi digerido com a 

enzima de restrição XhoI, que não apresenta sítio de clivagem no interior do gene observamos 

que a sonda mTcTXNPx reconheceu apenas um fragmento de 8.6 Kb em todas as amostras 

(Figura 4D). A mesma quantidade de DNA genômico foi utilizada para cada cepa. As cepas 

analisadas apresentaram a mesma intensidade da banda independente do fenótipo de 

resistência a drogas. Este resultado confirma a hipótese de que o gene mTcTXNPx não está 

amplificado nas populações do T. cruzi.  

Com o objetivo de confirmar e quantificar o número de cópias dos genes cTcTXNPx e 

mTcTXNPx no genoma do T. cruzi, as amostras de DNA genômico dos parasitos foram 

submetidas a PCR quantitativa em tempo real (qPCR). A quantidade de DNA total das 

populações do parasito com resistência induzida in vitro e seu par sensível (17LER e 17WTS) 

foi normalizada utilizando o gene TcHGPRT do parasita. Este gene é constitutivo e apresenta 

apenas uma cópia por genoma do parasita. Inicialmente foi obtido uma curva padrão 

utilizando diluições do plasmídeo ao décimo (107 a 104, 1011 a 108 e 108 a 104 cópias) 

contendo os genes clonados cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcHGPRT, respectivamente. As 

curvas padrão apresentaram uma boa linearidade (r2= 0.9106 para cTcTXNPx, r2= 0.9213 

para mTcTXNPx e r2 = 0.9151 para TcHGPRT) para diferentes concentrações de plasmídeos. 
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A quantidade de moléculas de DNA dos genes  cTcTXNPx e mTcTXNPx para as 

cepas de T. cruzi foi determinada por interpolação na curva padrão. A Tabela 1 mostra várias 

concentrações do DNA genômico (200, 100, 50 e 25 ng) das populações 17WTS e 17LER. 

Não observamos diferença no número de cópias destes genes nas populações do T. cruzi 

analisadas. Este dado corrobora com os resultados obtidos por ensaio de Southern blot, em 

que os genes cTcTXNPx e mTcTXNPx não estão amplificados nas populações sensíveis e 

resistentes do T. cruzi, independente do fenótipo de resistência a droga.   

 

 

 

Figura 4. Análises de Southern blot dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx de

populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. O DNA total foi digerido

com as endonucleases BglII (A), KpnI (B) para o gene cTXNPx e HinfI (C) e

XhoI (D) para mTcTXNPx. Southern blot foram hibridizados com a sonda

específica dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx marcadas com 32P.
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Tabela 1. Razão do número de cópias dos genes cTXNPx e mTXNPx nas populações 
do T. cruzi sensíveis e com resistência induzida in vitro ao BZ.

* O DNA total do parasito foi usado em diferentes concentrações e o valor do número 
de cópias de cada gene normalizado com o gene TcHGPRT. Os dados do RT-PCR 
quantitativo em tempo real foram obtidos em triplicata de três experimentos 
independentes.

Tabela 1. Razão do número de cópias dos genes cTXNPx e mTXNPx nas populações 
do T. cruzi sensíveis e com resistência induzida in vitro ao BZ.

* O DNA total do parasito foi usado em diferentes concentrações e o valor do número 
de cópias de cada gene normalizado com o gene TcHGPRT. Os dados do RT-PCR 
quantitativo em tempo real foram obtidos em triplicata de três experimentos 
independentes.

 

 

4A.3 Análises de bioinformática dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx 

Análises in silico de bioinformática foram realizadas para complementar a 

caracterização molecular dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx. Inicialmente, as sequências 

dos genes alvo foram comparadas contra um banco de dados local (descrito de acordo com a 

secção 3.20 da parte Métodos) sendo 13 contigs identificados. Como alguns contigs 

apresentaram anotação incompleta no banco de dados GeneDB (www.genedb.org) essas 

sequências passaram posteriormente por um processo de anotação estrutural e funcional 

manual. Nossas análises revelaram a existência de cópias completas dos genes cTcTXNPx em 

7 contigs (AAHK01017795; AAHK01001715; AAHK01006290; AAHK01003652; 

AAHK01001127; AAHK01005566; AAHK01002353) e do gene mTcTXNPx em 2 contigs 

(AAHK01005244; AAHK01001562) (Tabela 2 e 3). O contig AAHK01001127 possui duas 

cópias do gene cTcTXNPx. O processo de anotação estrutural e funcional manual foi 

realizado utilizando a ferramenta de anotação genômica Artemis 

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/). No processo de re-anotação genômica, as 

sequências dos genes em estudo foram corretamente ancoradas nos respectivos contigs e a 

metionina inicial e codon de terminação corretamente identificados e anotados (Figura 5A e 

5B). A identidade observada entre os 8 genes cTcTXNPx e 2 mTcTXNPx foi 100% e 99%, 

respectivamente (Figura 6).  
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As análises in silico mostraram que os genes cTcTXNPx e mTcTXNPx possuem 8 e 2 

cópias completas, respectivamente, dispersas ao longo do genoma haplóide do T. cruzi. As 

análises do mapa de restrição in silico realizado com as enzimas de restrição BglII, KpnI e 

EcoRI para o gene cTcTXNPx e HinfI, XhoI e EcoRI para mTcTXNPx foram confirmadas por 

experimentos de Southern blot utilizando DNA genômico digerido com as mesmas 

endonucleases. 

 

 

 

Tabela 2. Contigs contendo pelo menos 8 cópias completas do gene cTcTXNPx encontrados 

no genoma do T. cruzi.  

 

Tabela 3. Contigs genômicos contendo pelo menos 2 cópias completas do gene mTcTXNPx 

encontrados no genoma do T.cruzi. 
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Figura 5. Saída gráfica do programa Artemis, exemplificando anotação estrutural e funcional dos

contigs de T. cruzi contendo cópias dos genes em estudo. (A) Contig AAHK01001127 com o gene

cTcTXNPx anotado e (B) contig AAHK01001562 contendo o gene mTcTXNPx anotado. Os genes

em estudo foram destacados na cor rosa em cada um dos contigs.
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Figura 6. Alinhamento múltiplo global das sequências de aminoácidos do gene cTXNPx encontrada

nos contigs (A) e do gene mTXNPx dos contigs caracterizados (B). O alinhamento foi realizado no

programa ClustalW.
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4A.4 Análise filogenética  

As inferências evolutivas entre as peroxiredoxinas do T. cruzi e outros 

tripanosomatídeos como T. brucei, outras espécies de Leishmania e C. fasciculata foram 

determinadas pela utilização do software MEGA3 (Kumar et al., 2004). As árvores 

(dendogramas) foram calculadas pelo método Neighbor-Joining com análise de Bootstrap 

feita com 1000 réplicas. Além disso, foi utilizado a sequência de aminoácidos da 

peroxiredoxina encontrada em Homo sapiens como outgroup.  

A construção do dendograma foi baseada nas sequências de aminoácidos apresentadas 

na Figura 7. Para o gene cTXNPx foram usadas 18 sequências diferentes e para o gene 

mTXNPx foram utilizadas 10 sequências. Na Figura 7A podemos observar uma identidade de 

83% entre as sequências dos genes cTXNPx de T. cruzi e T. brucei que permaneceram 

agrupadas em um mesmo ramo, fato que também é observado para as sequências de 

Leishmania e C. fasciculata. A similaridade de sequência dos genes cTXNPx do T. cruzi entre 

as espécies de Leishmania e C. fasciculata foi 69 e 67%, respectivamente.  Estes dados 

sugerem que as cTXNPx de T. cruzi e T. brucei estão mais estreitamente relacionadas, 

mostrando a monofilia do trypanosoma. No caso da mTXNPx, também podemos observar um 

alto nível de similaridade entre os trypanosomas (75%), comparado com as espécies de 

Leishmania (71%) (Figura 7B). A mTXNPx do T. cruzi e T. brucei estão agrupadas no 

mesmo ramo, observação que sugere um grupo monofilético. 

 

4A.5 Localização cromossômica do gene cTcTXNPx  

A fim de avaliar a localização do gene cTcTXNPx nos cromossomas do T. cruzi, 

cromossomas das diferentes cepas foram separados por eletroforese de pulso alternado 

(PFGE). Os cromossomas foram transferidos do gel de agarose para a membrana de náilon, 

conforme descrito em Materiais e Métodos. O tamanho e o número dos cromossomas do gene 

cTcTXNPx entre as diferentes cepas do T. cruzi mostrou uma grande heterogeneidade (Figura 

8A). A hibridização dos cromossomas com a sonda cTcTXNPx, mostrou que este gene pode 

estar localizado em diferentes cromossomas, dependendo da cepa do parasita (Tabela 4). O 

perfil de hibridização dos cromossomas com a sonda cTcTXNPx mostrou que este gene está 

presente em bandas cromossômicas que variam de 745 a 2.100 Kb (Figura 8B). Não 

observamos correlação entre a localização cromossômica do gene cTcTXNPx e o fenótipo de  

resistência a droga. No entanto, este gene apresentou a mesma localização para as cepas do T. 

cruzi pertencentes ao zimodema ZB (Buriti, Romano e CL Brener) (Figura 8B).   
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Figura 7. Relações filogenéticas entre as proteínas TXNPx dos tripanosomatídeos. Os

dendogramas das proteínas cTXNPx (A) e mTXNPx (B) foram calculadas pelo método

Neighbor-Joining com análise de Bootstrap feita com 1000 réplicas. Como outgroup, foi

utilizada a sequência de aminoácidos de uma peroxiredoxina de Homo sapiens. A barra de

escala representa a distância genética de 0.05 e 0.1, respectivamente, por sítio de

substituição de nucleotídeo.
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Figura 8. Localização cromossômica do gene cTXNPx em populações do T. cruzi com

diferentes zimodemas e resistência a droga. Bandas cromossômicas do T. cruzi separadas

por PFGE e coradas com brometo de etídio (A). Southern blot dos pares de cromossomas

do T. cruzi hibridizados com a sonda específica do gene cTXNPx marcada com 32P (B).

Marcador de massa molecular corresponde aos cromossomas de Sacchromyces cerevisae.
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Tabela 4 

Populações e clones do Trypanosoma cruzi utilizadas neste trabalho. a localização cromossômica 

dos genes cTcTXNPx e TcAPX.  

 
 

T. cruzi 

 
 

Origem1 

 
 

Hospedeiro 

 
 

Sus.2  

 
 

Z.3 

cTcTXNPx TcAPX

Localização 
cromossômica 

 (Kb) 

Localização 
cromossômica 

(Kb) 
17 WT Mex Triatomíneo S 1 2.100; 1.700; 1.756; 

1.120; 922 

2.000  

 

17 LE Mex Triatomíneo R 1 2.100; 1.700; 1.756; 

1.120; 922  

2 .000  

 

Colombiana Col Humano F.C. R 1 ND  2.000  

Quaraizinho RGS T. infestans S 1 1.990; 1.500  2 .000  

Gilmar MG Humano F.A. S 1 1.700; 1.170  ND 

BZS SP Humano F.A. S 2 922 2.000 

BZR SP Humano F.A. R 2 922  2 .000  

Clone 9S SP Humano F.A. S 2 ND  ND  

Clone 27R SP Humano F.A. R 2 ND  ND  

Ernane Go Humano F.C. S 2 ND  2 .000 

Berenice MG Humano F.A. S 2 1.700; 922 ND 

VL-10 MG Humano F.C. R 2 ND 2.000 

Noel MG Humano F.A. R 2 1.720; 1.756; 1.170 ND 

Cl Brener RGS T. infestans S B 2.100; 1.990; 1.700; 

922; 745 

2.000 

Romano Arg Humano F.A. S B 2.100; 1.990; 1.700; 

922; 745  

ND 

MR RGS T.  infestans S B ND 2.000 

Luna Arg Humano F.A. S B ND 2.000

Buriti RGS T.  infestans S B 2.100; 1.990; 1.700; 

922; 745 

ND 

1- Origem das cepas: Mex- México; SP- São Paulo; Ba- Bahia; SC- Santa Catarina; Arg- Argentina; Go- 

Goiás; RGS- Rio Grande do Sul; Col- Colômbia; MG- Minas Gerais.  

2- Susceptibilidade in vivo das cepas de T. cruzi a droga (Filardi & Brener. 1987); 

3- Zimodema das cepas de T. cruzi (Murta et al.. 1998).  

ND- não determinado  

F.A.- Fase aguda e F.C.- Fase crônica.  
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4A.6 Clonagem e expressão das proteínas recombinantes cTcTXNPx e mTcTXNPx 

Com o objetivo de estudar os níveis de expressão das proteínas triparedoxina 

peroxidase citosólica (cTcTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPx) nas cepas do T. cruzi 

sensíveis e resistentes a drogas, clonamos e expressamos as proteínas recombinantes 

rcTcTXNPx e rmTcTXNPx. Para a clonagem da proteína rcTcTXNPx foi utilizado o 

plasmídeo pQE, que apresenta um peptídeo com 6 histidinas na sua região N-terminal. A 

região codificante do gene e o vetor pQE foram digeridos com as enzimas de restrição SalI e 

HindIII. A proteína mTcTXNPx foi inserida no vetor de expressão pGEX, que possui o gene 

da glutationa-S-transferase (GST). A região codificante do gene mTcTXNPx e o plasmídeo 

pGEX foram digeridos com as endonucleases BamI e EcoRI. Os plasmídeos contendo os 

genes de interesse foram inseridos em bactérias E. coli linhagem TOP 10F` para a clonagem. 

A PCR de colônia mostrou uma ótima eficiência da clonagem pela presença dos fragmentos 

de 600 pb e 680 pb, correspondente à sequência codificante dos genes cTcTXNPx e 

mTcTXNPx, em todas as colônias de bactérias analisadas (resultados não mostrados). 

Após a clonagem, realizamos a expressão das proteínas recombinantes em bactérias E. 

coli cepa BL-21 através da indução com IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside). O 

IPTG é um análogo da lactose que promove a retirada da proteína repressora do sítio de início 

da síntese de RNA e induz a transcrição e expressão da proteína recombinante. Os extratos 

bacterianos, depois da indução, foram submetidos à eletroforese em SDS-PAGE. O perfil 

eletroforético dos extratos bacterianos mostrou uma banda com massa molecular de 25 kDa 

(canaletas 2, 3, 4, 7, 8 e 9) com maior intensidade (Figura 9A). Esta banda corresponde à 

proteína recombinante rcTcTXNPx ligada ao peptídeo de 6 histidinas, conferindo essa massa 

molecular. Por outro lado, a proteína recombinante não foi expressa nas bactérias na ausência 

de IPTG (canaleta 6, Figura 9A). Na Figura 9B observamos uma banda de massa molecular 

de 54 kDa (canaletas 4 a 9), correspondente a proteína recombinante rmTcTXNPx (25 kDa) 

associada a GST (29 kDa) do vetor pGEX.  

Ferramentas de bioinformática, como os softwares PSORT II e SignalP, foram 

utilizadas para predizer e confirmar a localização da proteína mTcTXNPx. Estes programas  

indicaram que a mTcTXNPx possui uma localização mitocondrial, com uma probabilidade de 

87%.  
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Figura 9. Expressão das proteínas recombinantes rcTXNPx (A) e rmTXNPx (B) do T. cruzi, 

pelas bactérias E. coli BL21 transformadas induzidas com IPTG em diferentes tempos. SDS-

PAGE 12% corado com Coomassie blue. MW- Marcador de massa molecular. 
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4A.7 Teste de solubilidade e purificação das proteínas recombinantes rcTcTXNPx e 

rmTcTXNPx 

Para determinar a solubilidade das proteínas recombinantes rcTcTXNPx e 

rmTcTXNPx e posteriormente realizar a purificação e produção de anticorpos policlonais, 

realizamos o teste de solubilidade como descrito em Materiais e Métodos. Os extratos de 

proteínas solúveis (sobrenadante) e insolúveis (sedimento) foram submetidos à eletroforese 

SDS-PAGE. A proteína recombinante rcTcTXNPx de 25 kDa foi solúvel, enquanto que a 

proteína mTcTXNPx foi visualizada sob a forma insolúvel com a formação de corpúsculos de 

inclusão.  

A purificação da proteína rcTcTXNPx foi realizada em uma coluna de ácido 

nitriloacético com níquel (Ni-NTA) que apresenta afinidade pelo peptídeo de 6 histidinas 

ligado a proteína recombinante. Como a proteína foi solúvel, realizamos a sua purificação sob 

condições nativas utilizando um tampão contendo 100 mM imidazol, com pHs decrescentes 

(8,0; 6,3; 5,9 e 4,5). Observamos que a proteína rcTcTXNPx foi eluída da resina com 

eficiência no tampão com pH 4.5, na segunda e terceira eluição. A proteína recombinante 

rcTcTXNPx purificada foi quantificada pelo método de Bradford e apresentou uma 

concentração de 0,3 g/l. A partir de 1,6 L de cultura de bactérias, conseguimos obter 9 mg 

(30 mL) de proteína recombinante purificada (dados não mostrados).  

Por outro lado, a proteína recombinante rmTcTXNPx foi purificada pelo metodologia 

de eletroeluição. Esta metodologia consiste em eluir a proteína de interesse do gel de 

poliacrilamida em tampão de corrida, utilizando a transferência de corrente elétrica. A 

proteína eluída foi visualizada em eletroforese SDS-PAGE como um polipeptídeo de 54 kDa, 

(25 kDa rmTcTXNPx + 29 kDa GST do vetor pGex), sem contaminantes de outras proteínas. 

A dosagem da proteína rmTcTXNPx demonstrou uma concentração de 0,5 g/l, mostrando 

a eficiência deste método de purificação (dados não mostrados).  

  

4A.8 Nível de expressão das proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx 

A proteína recombinante rcTcTXNPx purificada foi utilizada no ensaio de imunização 

dos coelhos para a produção de anticorpos policlonais. O anticorpo policlonal contra a 

proteína rmTcTXNPx foi, gentilmente, cedido pelo nosso colaborador Carlos Robello. Os 

anticorpos foram utilizados em ensaios de Western blot para determinar o nível de expressão 

das proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx nas populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao 

BZ.  
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Extratos de proteínas totais das formas epimastigotas de diferentes cepas do T. cruzi 

foram submetidos à eletroforese SDS-PAGE (Figura 10). O perfil eletroforético demonstrou a 

presença de proteínas com massa molecular variando de 10 a 100 kDa (Figura 10A). As 

proteínas totais foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose e esta incubada 

com o anticorpo policlonal anti-cTcTXNPx na diluição 1:5000 e anti-mTcTXNPx diluído 

1:1000. Os resultados de Western blot mostraram que o anticorpo anti-cTcTXNPx reconheceu 

um polipeptídeo de aproximadamente 23 kDa para todas as amostras analisadas do T. cruzi 

(Figura 10B). A proteína recombinante purificada foi aplicada no gel como um controle 

positivo. Ela apresentou uma massa molecular de 25 kDa, cerca de 2 kDa maior devido a 

presença de seis histidinas.  

Adicionalmente, o anticorpo anti-cTcTXNPx reconheceu um polipeptídeo de 46 kDa 

em algumas amostras. Este polipeptídeo provavelmente corresponde a proteína cTcTXNPx 

oxidada na sua forma homodimérica. As análises de western blot utilizando o anticorpo anti-

mTcTXNPx reconheceu os polipeptídeos de 25 e 50 kDa em todas as amostra do T. cruzi. 

Esses polipeptídeos correspondem à proteína nativa e na forma homodimérica oxidada, 

respectivamente (Figura 10C). A proteína recombinante mTcTXNPx associada a GST (54 

kDa) foi utilizada  como controle positivo.  

Com o objetivo de quantificar o nível de expressão das proteínas cTcTXNPx e 

mTcTXNPx em cada cepa do parasito, a mesma membrana foi incubada com o anticorpo 

policlonal anti-rTcHSP-70. Estudos prévios mostraram que o nível de expressão da proteína 

TcHSP-70 foi igual entre as populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ (Murta et al., 

2008). Análises densitométricas da banda cTcTXNPx e mTcTXNPx normalizadas com a 

TcHSP-70, mostrou que o nível de expressão de ambas as proteínas foi similar em todas as 

amostras analisadas exceto na população resistente 17LER, na qual observamos um aumento 

de 2 vezes comparada ao seu par sensível  17WTS (Figuras 10B e 10C). Além disso, a 

proteína mTcTXNPx de 50 kDa, reconhecida pelo anticorpo específico, demonstrou um 

aumento no nível de expressão de 5,5 vezes na população 17LER comparada com seu par 

17WTS.   
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Figura 10. Perfil eletroforético das proteínas totais de epimastigotas de populações do T. cruzi 

sensíveis e resistentes ao BZ (A). SDS-PAGE 12% corado por Coomassie blue; MW-

Marcador de massa molecular; Western blot usando o anticorpo policlonal de coelho contra a

proteína recombinante rcTcTXNPx (B) e o anticorpo policlonal anti-rmTcTXNPx (C). Ambas 

as membranas foram incubadas com o anticorpo policlonal da proteína HSP-70, que foi usada 

como normalizador. Como controle positivo, utilizamos as proteínas recombinantes

rcTcTXNPx e rmTcTXNPx.   
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4B Ascorbato Peroxidase  

 

4B.1 Tamanho do transcrito e nível de mRNA do gene TcAPX nas populações do T. 

cruzi sensíveis e resistentes ao BZ.  

A fim de determinar o tamanho do transcrito do gene TcAPX nas diferentes 

populações do T. cruzi, realizamos ensaios de Northern blot. Para isto, os RNAs totais das 

populações 17WTS, 17LER, BZS, BZR, CL Brener e Colombiana do T. cruzi foram 

separados em gel de agarose, transferidos para membrana de náilon e hibridizados com a 

sonda específica do gene TcAPX marcada com 32P. A sonda do gene TcAPX reconheceu dois 

transcritos em todas as amostras do T. cruzi analisadas, sendo um de 2.6 e outro de 3.3 Kb 

(Figura 11A). 

A quantificação do nível de mRNA do gene TcAPX das amostras de T. cruzi sensíveis 

e resistentes ao BZ foi realizada utilizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR). O qPCR utilizando a quantificação relativa determina a relação entre o número de 

moléculas em diferentes amostras considerando o ciclo da reação. Quanto menor o ciclo da 

quantificação, maior o número de moléculas de cDNA produzidas e vice-versa. Dessa forma, 

a intensidade de fluorescência de cada amostra, que é proporcional a quantidade de cDNA, foi 

expresso pelo valor do ciclo do PCR tomado como base de análise o Ct (cycle threshold). 

Antes de utilizar o método de delta-delta Ct (∆∆Ct), é necessário realizar um experimento de 

validação que permita demonstrar que a eficiência da amostra alvo e da amostra de referência 

são aproximadamente iguais. A curva de eficiência foi realizada para ao gene TcAPX e 

TcHGPRT com diluições da amostra, apresentando um valor abaixo de 0.1. A quantidade do 

alvo, normalizado com o controle endógeno e relativo ao calibrador é dado pela fórmula final 

2-∆∆Ct. O Ct do alvo subtraído ao Ct do controle endógeno (HGPRT) determina o valor do 

delta Ct e este valor subtraído ao Ct do calibrador (amostra sensível) determina o ∆∆Ct. A 

partir deste valor, a razão relativa do número de moléculas do gene TcAPX foi calculado na 

fórmula final.  

Como normalizador, usamos o gene HGPRT do T. cruzi que é constitutivo e apresenta 

apenas uma cópia no genoma do parasita. Na Figura 11B podemos observar a razão relativa 

do número de moléculas das amostras sensíveis e resistentes do gene TcAPX, normalizadas 

pelo TcHGPRT. O gene TcAPX não apresentou diferenças significativas no nível de mRNA 

entre as populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ testadas (Figura 11B). 
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Figura 11. Nível de mRNA do gene TcAPX em populações do T. cruzi sensíveis e resistentes 

ao BZ. Perfil do northern blot das cepas do T. cruzi hibridizadas com uma sonda específica do 

gene TcAPX marcada com 32P (A). A quantidade relativa de moléculas de cDNA do gene 

TcAPX foi determinada pela PCR quantitativa em tempo real (B), utilizando o método de 

quantificação relativa. Os valores da quantidade de moléculas de cDNA foram normalizados 

com o gene TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real foram obtidos em 

triplicata de três experimentos independentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4B.2 Organização genômica, número de cópias e análises de bioinformática do gene 

TcAPX 

O estudo da organização genômica e número de cópias do gene TcAPX no T. cruzi 

envolveu ensaios de Southern blot e análises de bioinformática. Dentre as análises de 

bioinformática, realizamos restrição in silico, anotação das cópias do gene encontradas no 

genoma do T. cruzi, alinhamento destas cópias e a construção da árvore filogenética 

comparando a distância evolutiva do gene TcAPX entre os tripanosomatídeos.  

Os ensaios de Southern blot foram realizados para determinar a organização genômica 

do gene TcAPX. O DNA total de populações do T. cruzi foi digerido com duas enzimas de 
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restrição, a AvaI e XhoI, transferido para membrana de náilon e hibridizado com a sonda 

específica do gene TcAPX marcada com P32. 

A enzima de restrição AvaI apresenta um único sítio de clivagem no interior do gene 

TcAPX. O perfil do Southern blot com essa enzima e hibridizado com a sonda TcAPX 

mostrou a presença de um fragmento de 0.85 Kb em todas as amostras analisadas (Figura 

12A). Como a endonuclease corta o interior da sequência do gene TcAPX, deveríamos 

observar a presença de dois fragmentos no southern blot. No entanto, não observarmos a 

presença do outro fragmento, pois este provavelmente apresentou um tamanho pequeno (159 

nucleotídeos) e não foi reconhecido pela sonda específica. Esta hipótese foi confirmada por 

análises de restrição in silico de um contig contendo o gene TcAPX com a enzima AvaI, na 

qual seriam gerados dois fragmentos (Figura 12C). As análises de densitometria mostraram 

que a intensidade da banda foi similar em todas as amostras analisadas, independente do 

fenótipo de resistência a drogas. Este resultado sugere que o gene TcAPX não está 

amplificado nas populações do T. cruzi analisadas.  

O Southern blot utilizando a enzima XhoI, que não possui sítio de restrição no interior 

da seqüência do gene TcAPX, hibridizado com a sonda específica deste gene revelou apenas 

um fragmento de 4.6 Kb em todas as populações do T. cruzi (Figura 12B1 e B2). De acordo 

análises densitométricas, nenhuma diferença significativa foi observada na intensidade da 

banda entre as populações sensíveis e resistentes do parasito. Também não visualizamos a 

presença de polimorfismos deste gene nas amostras analisadas.  

A sequência do gene TcAPX foi usada para realizar uma análise comparativa das 

sequências depositadas no banco de dados, conforme descrito em Métodos. Após selecionar 

as sequências com identidade maior que 95% e E-value de 0.0, identificamos 2 contigs 

contendo a sequência do gene TcAPX. Os contigs AAHK01002212 e AAHK01001145 foram  

 submetidos ao software Artemis para anotação manual. Observamos que as sequências do 

gene TcAPX estavam completas e foram corretamente anotadas (Figura 13).   

A identidade entre as duas sequências TcAPX encontradas nos contigs, determinada 

pelo alinhamento, foi de 98% (Figura 14). Além disso, podemos sugerir que o gene TcAPX 

apresenta duas cópias dispersas ao longo do genoma haplóide do T. cruzi.  
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Figura 12. Southern blot do gene TcAPX de populações do T. cruzi sensíveis e resistentes

ao BZ. O DNA total de cada cepa foi digerido com AvaI (A), XhoI (B) e hibridizado com

a sonda do gene TcAPX marcada com 32P. Análise de restrição in sílico (C), na qual os

contigs que apresentam o gene TcAPX foram digeridos com as mesmas enzimas de

restrição usadas anteriormente.
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Figura 13. Saída gráfica do programa Artemis, exemplificando anotação estrutural e

funcional dos contigs de T. cruzi contendo cópias do gene em estudo. Contigs

AAHK01001145 (A) e AAHK01002212 (B) do gene TcAPX. O gene de interesse foi

destacado na cor rosa em cada um dos contigs.
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4B.3 Análise  filogenética  

As sequências do gene APX de T. cruzi, Leishmania spp. e Arabidopsis thaliana 

depositadas no GenBank - NCBI foram utilizadas para a análise filogenética. O alinhamento 

das sequências selecionadas foi realizado no software Mega3. Posteriormente, uma árvore 

filogenética foi construída usando o método Neighbor-Joining com 10 sequências de 

aminoácidos, dentre elas: Trypanosoma cruzi Tc-APX-001145 e Tc-APX-002212; 

Leishmania major Lm-CAJ07706.1, Leishmania infantum Li-CAM71478.1 e Leishmania 

brazilienses Lb-CAM38361.1; Arabidopsis thaliana At-CAA67425.1, At-CAA67426.1, At-

Q05431 e At-CAA66640.1. Uma peroxidase dependente de heme de H. sapiens, 

mieloperoxidase, foi utilizada como outgroup já que esta espécie não possui enzima 

peroxidase dependente de ascorbato. Os tripanosomatídeos Trypanosoma brucei e Crithidia 

fasciculata não foram incluídos na análise filogenética, pois o gene ascorbato peroxidase está 

aparentemente ausente nestas espécies. Analisando a árvore filogenética podemos observar 

que as seqüências de T. cruzi e Leishmania (similaridade APX entre os parasitos foi 57%) 

foram agrupadas na mesma clade, enquanto que a APX de A. thaliana foram agrupadas em 

outra clade (similaridade APX T. cruzi e A. thaliana foi 25%) (Figura 15). A estrutura da 

árvore filogenética revela uma clara divergência entre APX de tripanosomatídeos e planta, 

representando uma ramificação dicotômica.   

 

 

Figura 14. Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos do gene TcAPX encontrada

nos contigs caracterizados. O alinhamento foi realizado no programa ClustalW.



 

 
 

89

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4B.4 Localização do gene TcAPX nos cromossomas do T. cruzi.  

Com a finalidade de determinar a localização cromossômica do gene TcAPX no 

genoma do T. cruzi, os cromossomas das diferentes cepas foram separados por eletroforese de 

pulso alternado (PFGE). Os cromossomas foram transferidos do gel de agarose para a 

membrana de náilon, conforme descrito em Materiais e Métodos.  

Na Figura 16A observamos um perfil heterogêneo de bandas cromossômicas entre as 

diferentes cepas do parasita, variando de 0.6 a 1.9 Mb. A sonda específica do gene TcAPX 

reconheceu uma banda cromossômica de aproximadamente 2000 Kb em todas as amostras de 

T. cruzi analisadas (Figura 16B). A localização do gene TcAPX no genoma do T. cruzi não 

apresentou diferenças, de acordo com o fenótipo de resistência a drogas ou o zimodema da 

cepa.   

 

Figura 15. Relações filogenéticas entre a proteína TcAPX dos tripanosomatídeos e uma

espécie de planta. O dendograma da proteína TcAPX foi calculado pelo método Neighbor-

Joining com análise de Bootstrap feita com 1000 réplicas. Como outgroup, foi utilizada a

sequência de aminoácidos de uma peroxidase dependente de heme (mieloperoxidase) de

Homo sapiens. A barra de escala representa a distância genética 0.1 por sítio de substituição

de nucleotídeo.
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4B.5 Clonagem e expressão da proteína recombinante rTcAPX 

Para determinar os níveis de expressão da proteína TcAPX nas populações do T. cruzi 

foi necessário obter a proteína recombinante para produção de anticorpos policlonais. Assim, 

realizamos a clonagem e expressão da proteína recombinante rTcAPX. Para a clonagem, 

utilizamos o plasmídeo pGEX, que possui o gene GST (Glutationa-S-Transferase). A região 

codificante do gene TcAPX foi digerida com as enzimas BamHI e EcoRI para a ligação no 

plasmídeo pGEX. O plasmídeo pGEX foi digerido com as mesmas enzimas de restrição, para 

formar extremidades coesivas e promover a ligação entre o fragmento e o vetor. Após a 

ligação, o plasmídeo recombinante foi transformado em bactérias E. coli e a clonagem 

confirmada através do PCR de colônia (descrito em Métodos). O PCR de colônia mostrou 

uma ótima eficiência da clonagem pela presença do fragmento de 987 pb, correspondente à 

sequência codificante do gene TcAPX, em todas as colônias de bactérias analisadas 

(resultados não mostrados). 

A expressão da proteína recombinante rTcAPX foi realizada em bactérias E. coli 

linhagem BL-21, induzida por um análogo da lactose o IPTG. Na presença do IPTG as 

Figura 16. Localização cromossômica do gene TcAPX em populações do T. cruzi com diferentes

zimodemas e resistência a droga. Bandas cromossômicas do T. cruzi separadas por PFGE e

coradas com brometo de etídio (A). Southern blot dos pares de cromossomas do T. cruzi

hibridizados com a sonda específica do gene TcAPX marcada com 32P (B). Marcador de massa

molecular corresponde aos cromossomas de Sacchromyces cerevisae.
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bactérias expressaram a proteína rTcAPX. Os extratos bacterianos, após a indução das 

proteínas por 6 horas, foram submetidos à eletroforese SDS-PAGE (Figura 17A). O perfil da 

eletroforese mostrou a presença de uma banda forte com massa molecular de 

aproximadamente 62 kDa. Este polipeptídeo corresponde a proteína recombinante rTcAPX 

(33KDa) fusionada com a GST (Glutationa-S-Transferase) (29 KDa), conferindo essa massa 

molecular. Na ausência de IPTG, a proteína recombinante não foi expressa pelas bactérias 

(canaletas 1, 2 e 3).  

 

4B.6 Solubilidade e purificação da proteína recombinante rTcAPX 

Os extratos bacterianos contendo a proteína recombinante rTcAPX foram submetidos 

ao teste de solubilidade. As proteínas do sobrenadante (parte solúvel) e do sedimento (parte  

insolúvel) foram separadas em gel SDS-PAGE 12%. O perfil eletroforético apresentou uma 

banda forte de aproximadamente 62 kDa no sedimento, mostrando que ela está insolúvel nas 

condições utilizadas na expressão, provavelmente sob a forma de corpúsculos de inclusão. Na 

fração solúvel, observamos uma banda muito fraca da rTcAPX e as proteínas específicas das 

bactérias (dados não mostrados).  

Posteriormente, purificamos a proteína rTcAPX através da metodologia de 

eletroeluição. Este método foi utilizado pela dificuldade de purificar a proteína em coluna que 

reconhece a GST e clivar a GST que está associada a proteína recombinante. A purificação da 

rTcAPX em coluna não ficou muito boa e apresentou um rendimento muito baixo (dados não 

mostrados). Já a purificação pela eletroeluição apresentou uma eficiência boa. A Figura 17B 

representa uma eletroforese SDS-PAGE mostrando que a proteína de aproximadamente 62 

kDa equivalente a rTcAPX fusionada a GST foi eficientemente purificada. Após a 

purificação, a proteína rTcAPX foi quantificada pelo método de Bradford e apresentou uma 

concentração de 0,5 g/l. A partir de 1,6 L de cultura de bactérias, conseguimos obter 15 mg 

(30 mL) de proteína recombinante purificada.  
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Figura 17. Indução com IPTG da expressão da proteína recombinante rTcAPX (A) do T. cruzi,

pelas bactérias E. coli BL21 transformadas. Purificação da proteína recombinante rTcAPX pelo

método de eletroeluição (B). SDS-PAGE 12% corado com Coomassie blue. MW- Marcador de

massa molecular.
 

 

 

 

 

4B.7 Nível de expressão da proteína TcAPX 

Após ensaios de purificação e dosagem, a proteína rTcAPX foi utilizada para a 

imunização de coelhos, a fim de promover a produção de anticorpos policlonais contra esta 

proteína. Os anticorpos policlonais anti-rTcAPX foram utilizados para determinar o nível de 

expressão dessa proteína nas populações do T. cruzi sensíveis e resistentes a drogas.  

Ensaios de Western blot foram realizados utilizando proteínas totais do parasito em 

eletroforese SDS-PAGE 12% (Figura 18A). O gel mostrou o perfil das proteínas totais do 

parasito que possuem variação de massa molecular entre 10 e 100 kDa. As proteínas totais 

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e esta foi incubada com o anticorpo 

policlonal anti-rTcAPX na diluição 1:500. Após a revelação pelo método colorimétrico, 

podemos observar que o anticorpo anti-TcAPX reconheceu um polipeptídeo com massa 

molecular de 33 kDa correspondente a proteína TcAPX do T. cruzi (Figura 18B). A proteína 

recombinante utilizada como controle apresentou 62 kDa devido a GST fusionada à proteína. 

Como controle quantitativo, incubamos a mesma membrana com o anticorpo 

policlonal anti-TcHSP-70. Esta proteína previamente caracterizada em nosso laboratório 

apresenta igual nível de expressão entre as amostras do T. cruzi sensíveis e resistentes a droga. 
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Análise densitométrica, após a normalização com TcHSP-70, mostrou um aumento de 2 vezes 

na intensidade do polipeptídeo TcAPX da população com resistência selecionada in vivo ao 

BZ (BZR), comparado com seu par BZS. As outras amostras não apresentaram diferenças 

significativas na intensidade da banda, independente do fenótipo de resistência a droga. Para 

confirmar este resultado, realizamos um ensaio de Western blot utilizando diluições seriadas 

ao dobro (2, 4 e 8 vezes) dos extratos protéicos da população resistente BZR e seu par 

sensível (BZS). Na Figura 18C podemos visualizar um aumento de 2 vezes na intensidade da 

proteína TcAPX da população BZR, em relação a BZS. Este resultado confirma um aumento 

do nível de expressão da proteína TcAPX na população com resistência selecionada in vivo ao 

BZ (BZR).  
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Figura 18. Perfil eletroforético das proteínas totais de epimastigotas de populações do T. cruzi

sensíveis e resistentes ao BZ (A). SDS-PAGE 12% corado por Coomassie blue; MW- Marcador

de massa molecular; Western blot usando o anticorpo policlonal de coelho contra a proteína

recombinante rTcAPX (B) e análises de western blot das populações BZS e BZR do T. cruzi em

diluições sucessivas ao drobro (C). A membrana foi hibridizada com o anticorpo policlonal da

proteína HSP-70, que foi usada como normalizador. Como controle positivo, utilizamos a

proteína recombinante rTcAPX.
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4C Tripanotiona Redutase (TR) 

 

4C.1 Nível de mRNA e organização genômica do gene TcTR  

Com o objetivo de investigar o tamanho do transcrito do gene TcTR nas populações do T. 

cruzi sensíveis e resistentes ao BZ, realizamos ensaios de Northern blot. Os RNAs totais de 6 

populações deste parasito foram extraídos, submetidos a eletroforese em gel de agarose, 

transferidos para membrana de náilon e hibridizados com a sonda específica do gene TcTR 

marcada com 32P.  

Ensaios de Northern blot hibridizados com a sonda específica do gene TcTR mostrou a 

presença de um único transcrito de 1.0 Kb em todas as populações do T. cruzi analisadas, 

independente do fenótipo de resistência a drogas (Figura 19). Como controle quantitativo, foi 

utilizado o gene do RNA ribossomal para mostrar que a mesma quantidade de mRNA foi 

aplicada no gel (Figura 19). Análises de densitometria mostraram o transcrito da população 

BZR foi 1,5 vezes mais expresso, comparado com a população BZS. Valores abaixo de 2 

vezes foram considerados como não significativos. No entanto, análises de PCR quantitativo 

em tempo real serão realizadas para quantificar o nível de expressão deste gene nas amostras 

do T. cruzi.  

 

 

Figura 19. Nível de mRNA do gene TcTR em populações do T. cruzi sensíveis e

resistentes ao BZ. Perfil do northern blot das cepas de T. cruzi hibridizadas com

uma sonda específica do gene TcTR marcada com 32P (A). Como controle

quantitativo a mesma membrana foi marcada com uma sonda do gene do RNA

ribossomal do T. cruzi (B).
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A fim de investigar a organização genômica e o número de cópias do gene TcTR  em 

populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ, realizamos ensaios de Southern blot e 

análises de bioinformática. O DNA genômico de 6 populações do parasito foi digerido com as 

endonucleases de restrição AvaI e XhoI e o produto da digestão foi submetido a análise por 

Southern blot. A membrana com o DNA digerido foi hibridizada com a sonda específica para 

o gene TcTR.  

A enzima de restrição AvaI apresenta um único sítio de clivagem no interior do gene 

TcTR. Quando utilizada no ensaio de Southern blot, a sonda específica para o gene TcTR 

reconheceu apenas um fragmento com tamanho de 3.2 Kb (Figura 20A). Em análises de 

restrição in silico utilizando o programa GeneTool (DoubleTwist, USA), observamos que a 

enzima AvaI corta a seqüência alvo em dois fragmentos. No entanto, um destes fragmentos 

possui um tamanho muito pequeno (42 nucleotídeos) e provavelmente a sonda não o 

reconheceu. Esta teoria foi confirmada por análises de restrição in silico de um contig 

contendo o gene TcTR com a enzima AvaI, na qual seriam gerados dois fragmentos, um de 

2.9 e outro 3.2 Kb (Figura 20C). 

Análise densitométrica mostrou que este o fragmento apresenta a mesma intensidade 

entre as amostras de T. cruzi analisadas. Este resultado sugere que o gene TcTR não está 

amplificado em nenhuma das populações do parasito analisadas, independente do fenótipo de 

resistência a drogas ou cepa específica. 

Quando a enzima XhoI , que não apresenta nenhum sítio de restrição no interior da 

seqüência do gene TcTR, foi utilizada em ensaio de Southern blot observamos a presença de 

um fragmento de 6.2 Kb em todas as amostras utilizadas (Figura 20B). As análises de 

densitometria mostraram que o gene TcTR não está amplificado nas amostras do parasito, 

pois não observamos nenhuma diferença significativa na intensidade da banda específica. 

Quando a enzima XhoI , que não apresenta nenhum sítio de restrição no interior da 

sequência do gene TcTR, foi utilizada em ensaio de Southern blot observamos a presença de 

um fragmento de 6.2 Kb em todas as amostras utilizadas (Figura 20B). As análises de 

densitometria mostraram que o gene TcTR não está amplificado nas amostras do parasito, 

pois não observamos nenhuma diferença significativa na intensidade da banda específica. 
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Figura 20. Southern blot do gene TcTR de populações do T. cruzi sensíveis e

resistentes ao BZ. O DNA total de cada cepa foi digerido com AvaI (A), XhoI (B)

e hibridizado com a sonda do gene TcTR marcada com 32P. Análise de restrição in

sílico (C), na qual o contig que possui o gene TcTR foi digerido com as mesmas

enzimas de restrição usadas anteriormente.
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4C.2 Número de cópias e análises filogenéticas do gene TcTR  

A sequência de nucleotídeos do gene TcTR (número de acesso M38051.1) foi 

utilizada para uma análise comparativa com as sequências do genoma do T. cruzi depositadas 

no GeneDB, conforme descrito em Materiais e Métodos. Após selecionar as sequências com 

identidade maior que 95% e E-value de 0.0, identificamos 3 contigs (AAHK01004636, 

AAHK01005034 e AAHK01004332) contendo a sequência do gene TcTR. Os contigs foram 

analisados através da ferramenta da anotação genômica Artemis. Como resultado, apenas 1 

contig (AAHK01004636) apresentou cópia completa do gene TcTR (Figura 21). Além disso, 

podemos sugerir que o gene TcTR apresenta uma cópia dispersa ao longo do genoma 

haplóide do T. cruzi. 

Para a análise filogenética do gene TR, foram utilizadas 11 sequências de aminoácidos 

de diferentes tripanosomatídeos como T. cruzi, T. brucei e C. fasciculata. Como não existe 

tripanotiona redutase em humanos, o gene glutationa redutase de Homo sapiens foi utilizado 

como outgroup. Podemos observar na Figura 22 que a TR do T. cruzi e T. brucei estão mais 

estreitamente relacionadas (82%), do que as espécies de Leishmania e C. fasciculata (63 e 

67%) (Figura 22). Este fato sugere a presença de um grupo monofilético, já que a TR de T. 

cruzi e T. brucei estão no mesmo agrupamento. Assim, a proteína TR apresenta maior 

similaridade entre o gênero Trypanosoma, em relação aos outros tripanosomatídeos.   

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Saída gráfica da anotação estrutural e funcional do contig AAHK01004636, que possui

o gene TcTR do T. cruzi, feita pelo programa Artemis. O gene de interesse TcTR corresponde ao

retângulo na cor rosa.
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Figura 22. Relações filogenéticas entre a proteína TcTR dos tripanosomatídeos. O dendograma da

proteína TcTR foi calculado pelo método Neighbor-Joining com análise de Bootstrap feita com

1000 réplicas. Como outgroup, foi utilizada a sequência de aminoácidos de uma glutationa

redutase de Homo sapiens, já que esta espécie não possui tripanotiona redutase. A barra de escala

representa a distância genética 0.05 por sítio de substituição de nucleotídeo.
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5 DISCUSSÃO 

A quimioterapia específica da doença de Chagas, limitada ao BZ e ao NFX, apresenta 

baixa eficiência de cura, principalmente na fase crônica da doença e considerável toxicidade 

(Urbina & Docampo, 2003). Além disso, podemos citar a existência de cepas do T. cruzi 

naturalmente resistentes a estes compostos e o fenótipo de resistência cruzada entre BZ e 

NFX, agravando ainda mais a eficácia do tratamento clínico. É importante salientar também 

que não existe vacina contra a doença de Chagas. Todos estes pontos são de extrema 

relevância e direcionam para a busca de novos alvos para a quimioterapia da doença de 

Chagas (Castro et al., 1988; Piñeyro et al., 2005).  

A habilidade de protozoários parasitas, como Plasmodium falciparum, Leishmania 

spp., T. cruzi e T. brucei, desenvolver resistência às drogas utilizadas para o seu tratamento 

demonstra a adaptabilidade genética destes parasitos. Provavelmente, o estresse da droga 

promove a seleção de estratégias apropriadas para escapar dos efeitos letais dos compostos. A 

ocorrência de resistência natural a diferentes drogas tem sido descrita em populações do T. 

cruzi (Brener et al., 1976; Filardi e Brener, 1987; Neal & Van Bueren, 1988). Alguns autores 

têm sugerido a seleção de parasitas resistentes, para explicar a persistência do parasita no 

hospedeiro vertebrado após um tratamento prolongado (Andrade et al., 1977, Veloso et al., 

2001). Estudos mostraram também que a resistência a drogas pode ser selecionada in vivo 

durante a manutenção do parasita em camundongos tratados com BZ (Murta e Romanha, 

1998) ou induzida in vitro sob pressão de droga (Nirdé et al., 1995; Villarreal et al., 2005; 

Wilkinson et al., 2008). Recentemente, Caldas e colaboradores (2008) demonstraram que a 

indução de resistência de cepas do T. cruzi ao BZ também pode ocorrer durante a infecção por 

longo tempo no hospedeiro vertebrado, na ausência do estresse da droga. Isto pode explicar, 

em parte, a baixa eficácia de cura observada em indivíduos com doença de Chagas crônica 

tratados com BZ.  

Os mecanismos de resistência a drogas em protozoários parasitas já descritos (Ullman, 

1995; Engel et al., 2000; Pradines et al., 2005), incluem: a diminuição da entrada da droga na 

célula, o aumento da sua eliminação, a diminuição da sua ativação e alterações na enzima alvo 

para diminuir a interação enzima-droga. Entretanto, estes mecanismos ainda não estão bem 

esclarecidos. 

Dados da literatura mostraram que bombas de efluxo de drogas dependente de ATP 

como a fosfoglicoproteína de membrana (PGP), estão relacionadas com os mecanismos de 

resistência a drogas em alguns protozoários parasitas (Ullman, 1995). A associação da 

superexpressão dessa proteína na resistência a drogas foi descrita em Leishmania resistente ao 

arsenato e antimoniais (Legare et al., 2001) e em P. falciparum resistente a cloroquina 
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(Cowman et al., 1991). Entretanto, Murta e colaboradores (2001) observaram que o fenótipo 

de resistência do T. cruzi ao BZ não está associado com a amplificação ou superexpressão dos 

genes PGP. Além deste mecanismo, a resistência de Leishmania ao metotrexato pode ser 

explicada por vários mecanismos, incluindo a redução da entrada da droga na célula mediada 

pela modulação da expressão de uma série de transportadores de folato (Guimond et al., 

2003). Os autores observaram que o gene do transportador de ácido fólico FT5 foi deletado na 

linhagem de parasitas resistentes ao metotrexato.  

A expressão diferencial de genes como mecanismo de resistência a drogas também foi 

observada em outros tripanosomatídeos. Em T. brucei, a superexpressão do gene 

transportador ABC tipo MRPA resultou em um aumento de 10 vezes na resistência in vitro do 

parasita ao melarsoprol (Koning, 2008). Enquanto que em L. tropica resistente ao 

metotrexato, o gene DHFR-TS (Dihidrofolato Redutase-Timidilato Sintetase) estava 

amplificado no genoma do parasita. Assim, existem 3 mecanismos de resistência a drogas que 

normalmente ocorrem em Leishmania que são: a formação de amplicons extracromossômicos 

circular ou linear; eventos de deleção de genes que resulta na diminuição da expressão destes 

e o envolvimento da aneuploidia no genótipo de resistência a droga (Ubeda et al., 2008). 

Nestes parasitas pode ocorrer também a modulação dos níveis de RNA de um gene, sem 

mudanças no número de cópias de DNA. Mas este processo foi observado com pouca 

frequência (Ubeda et al., 2008). 

Guimond e colaboradores (2003) estudaram a modulação da expressão de vários genes 

em mutantes de Leishmania resistentes a droga. Eles encontraram genes superexpressos, 

amplificados ou deletados nesses mutantes e descobriram novos genes nos parasitas 

resistentes ao metotrexato. Esses dados permitem que estudos sejam realizados para a 

descoberta de novos alvos para a quimioterapia e consequentemente o desenvolvimento de 

drogas eficazes contra os parasitas resistentes. 

Estudos sobre os mecanismos de ação do NFX e do BZ em T. cruzi sugerem que estes 

compostos agem como pró-drogas, no qual o grupo nitro de ambos os compostos é reduzido 

para grupo amino por intermédio de nitroredutases, com a formação de radicais livres e 

metabólitos eletrofílicos (Wilkinson et al., 2008). O NFX pode agir como um agente da 

ciclagem redox, produzindo ânion superóxido (O2
-) e este produzir peróxido de hidrogênio 

(H2O2), pela ação da enzima superóxido dismutase. Pode ocorrer a interação do H2O2 com o 

O2
- produzindo o radical hidroxila (OH-). Todos estes radicais podem causar danos ao DNA 

(Olive, 1978), lipídeos e formar peróxido orgânico (Tappel, 1973; Docampo et al., 1981).  

No caso do BZ, provavelmente, seus metabólitos reduzidos estão envolvidos no mecanismo 

de ação através de ligações covalentes com componentes do parasita ou ligando ao DNA, 
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lipídeos e proteínas do T. cruzi (Diaz de Toranzo et al., 1988; Aldunate & Morello, 1993; 

Maya et al., 1997 e 2003). O BZ pode atuar principalmente através da formação de 

conjugados proteína-droga ou tiol-droga (Maya et al., 2007; Irigoín et al., 2008). No entanto, 

é importante re-analisar este mecanismo para avaliar a concentração e localização da 

produção de O2
- e o local onde estas drogas estão presentes. Além disso, é necessário utilizar 

novas metodologias para detecção de oxidantes e conhecer a biologia redox do T. cruzi.  

Como anteriormente descrito, os compostos nitroheterocíclicos, como o BZ e NFX, 

são pró-drogas e necessitam de ativação para mediar à atividade citotóxica. Desta forma, 

fatores que reduzem/previnem este processo podem desencadear a resistência. Recentemente, 

Wilkinson e colaboradores (2008) mostraram que uma nitroredutase dependente de NADH 

(NTRI) apresenta um papel na ativação da droga. Os autores sugerem que o mecanismo de 

resistência do T. cruzi ao BZ e NFX pode ocorrer pela redução nos níveis de NTRI nos 

parasitos resistentes, enquanto que a superexpressão desta nitroredutase pode resultar na 

hipersensibilidade do parasito. Em concordância com este estudo, em nosso laboratório, 

Murta e colaboradores (2006) mostraram que a deleção de cópias do gene que codifica outra 

nitroredutase tipo I TcOYE (Old Yellow Enzyme, também chamada Prostaglandina Sintetase) 

está associada com o fenótipo de resistência do T. cruzi ao BZ. Os autores observaram 

também uma redução de 7 vezes no nível de expressão desta enzima na população do T. cruzi 

com resistência induzida in vitro ao BZ. Estas nitroredutases podem ser responsáveis pela 

ativação do BZ. Nos parasitos resistentes que apresentam diminuição na expressão destas 

enzimas, a droga é pouco ativada e, portanto não é tóxica fazendo com que os parasitos 

resistentes sobrevivam mesmo sobre a pressão de droga.   

Durante a infecção, o T. cruzi invade diferentes tipos de células e os parasitas são 

expostos a espécies reativas de oxigênio (ROS), como o ânion superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-) e radical hidroxila (HO.), produzidos pelo próprio 

processo de respiração celular, ou por agentes externos como o sistema imune do hospedeiro e 

o metabolismo de drogas (Irigoín et al., 2008).  

As espécies reativas de oxigênio podem causar danos a vários componentes celulares, 

incluindo lipídeos de membrana e ácidos nucléicos, levando a morte do parasita. Para escapar 

deste dano celular por ROS, todos os organismos apresentam diferentes enzimas antioxidantes 

(Piñeyro et al., 2005). Existem diferentes vias de detoxificação de hidroperóxidos, com 

diferente especificidade ao substrato e em diferentes compartimentos como mitocôndria, 

glicossomo, retículo endoplasmático e citosol. No caso dos tripanosomatídeos, eles perderam 

as enzimas catalase e glutationa peroxidase dependente de selênio, que metabolizam 

rapidamente H2O2 (Flohé et al., 1999). Por outro lado, estes apresentam um sistema particular 
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de defesa antioxidante contra hidroperóxidos, caracterizados em diversos parasitas do gênero 

Crithidia, Trypanosoma e Leishmania, baseado no tiol de baixa massa molecular tripanotiona 

(Nogoceke et al., 1997; Krauth-Siegel et al., 2003). Em T. cruzi, as enzimas envolvidas no 

metabolismo de hidroperóxido dependente de tripanotiona estão sendo caracterizadas: 

glutationa peroxidases dependente de cisteína, uma hemoperoxidase dependente de ascorbato 

e duas triparedoxina peroxidases (Wilkinson et al., 2000a, b; 2002).  

Existe uma ampla evidência de que a sobrevivência e a virulência do parasita 

dependem do sistema de defesa antioxidante endógeno, que pode ser semelhante ou não a 

defesa antioxidante do hospedeiro. Dependendo do grau de parentesco dos sistemas do 

hospedeiro e parasito, as enzimas envolvidas na defesa antioxidante do parasito podem ser 

consideradas como alvos potenciais para drogas. Este conceito tem sido amplamente validado 

para o sistema tripanotiona em tripanosomatídeos (Flohé et al., 1999; Cota et al., 2008a; b).  

Os membros da ordem Kinetoplastida, incluindo o T. cruzi, apresentam um 

mecanismo de detoxificação diferente daquele encontrado no hospedeiro vertebrado. Estes 

parasitos não apresentam as enzimas glutationa peroxidase dependente de selênio e catalase, 

responsáveis pela detoxificação do peróxido de hidrogênio. Para compensar a ausência destas 

enzimas, os tripanosomatídeos utilizam um sistema antioxidante dependente de “tiol”, que 

elimina o peróxido de hidrogênio (Turrens, 2004). Participam do mecanismo de defesa 

antioxidante destes tripanosomatídeos as enzimas ferro-superóxido dismutase (FeSOD), 

triparedoxina peroxidase (TXNPx), ascorbato peroxidase (APX), tripanotiona redutase (TR) e 

glutationa peroxidase dependente de cisteína (GPx). Elas estão distribuídas em 

compartimentos celulares diferentes e são ativas contra vários oxidantes (Turrens, 2004; 

Irigoín et al., 2008).  

Em 2006, nosso grupo (Nogueira et al.) demonstrou um aumento no nível de 

expressão da proteína ferro-Superóxido dismutase-A (TcFeSOD-A) na população do T. cruzi 

com resistência induzida in vitro ao BZ (17LER), comparado com seu par sensível. Esta 

enzima participa da defesa antioxidante do parasita removendo o excesso de ânion superóxido 

em moléculas de oxigênio e peróxido de hidrogênio (Bannister et al., 1987). Como a defesa 

antioxidante é uma via metabólica que funciona sequencialmente em um mecanismo de 

cascata, nossa hipótese era que os parasitas resistentes poderiam também apresentar um 

aumento no nível de expressão das peroxidases para metabolizar o peróxido de hidrogênio 

gerado em excesso. Nossos resultados confirmaram esta hipótese, pois observamos um 

aumento no nível de expressão das proteínas triparedoxina peroxidase citosólica e 

mitocondrial e ascorbato peroxidase em populações do T. cruzi resistentes ao BZ.  
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Dados da literatura mostraram que enzimas peroxidases podem ser essenciais para a 

sobrevivência de parasitas submetidos à pressão de drogas. Entamoeba histolytica resistente 

ao metronidazol apresentou um aumento de 3 vezes no nível de mRNA do gene TXNPx 

(Wassmann et al., 1999). Adicionalmente, quando parasitas foram transfectados 

simultaneamente com os genes ferro-superóxido dismutase e TXNPx, o nível de mRNA do 

gene TXNPx foi 20-30% maior comparado com os parasitas superexpressando apenas o gene 

TXNPx. Similarmente, Lin e colaboradores (2005) observaram em L. amazonensis resistente 

ao arsenato um aumento de 5 e 4 vezes no nível de transcrição dos genes cTXNPx e 

mTXNPx, respectivamente. Wyllie e colaboradores (2008) observaram um aumento de 6.5 e 

1.8 vezes nas enzimas TXNPx citosólica e mitocondrial, respectivamente, em L. tarentolae 

resistente ao antimônio trivalente. Estes estudos corroboram com nossos resultados, que 

mostraram um nível de mRNA dos genes TXNPx citosólica e mitocondrial duas vezes maior 

na população resistente 17LER, comparada ao seu par sensível (17WTS). 

Em T. cruzi, alguns estudos mostraram que a superexpressão das enzimas cTXNPx e 

mTXNPx protegem os parasitos dos danos causados pelo peróxido de hidrogênio, t-butil 

hidroperóxido e peroxinitrito (Wilkinson et al., 2000a; Finzi et al., 2004; Piacenza et al., 

2008). No entanto, estudos demonstraram que o T. cruzi superexpressando estas peroxidases 

ou outras enzimas antioxidantes foram igualmente susceptíveis as drogas NFX e BZ, similar 

ao controle não-transfectado (Kelly et al., 1993; Wilkinson et al., 2000a, 2002). Este resultado 

pode refletir um desequilíbrio na defesa antioxidante dos parasitos transfectados, que 

superexpressam apenas uma das enzimas envolvidas na via de detoxificação de ROS. Além 

disso, outro possível fator que influencia os parasitos transfectados a serem susceptíveis a 

drogas pode ser a compartimentalização das enzimas responsáveis pelo sistema de defesa 

antioxidante.  

A compartimentalização das peroxiredoxinas em T. cruzi protege a célula contra os 

efeitos tóxicos do peróxido exógeno, indicando que estes oxidantes podem penetrar o citosol e 

a mitocôndria. Em células superexpressando enzimas peroxidases, o metabolismo de peróxido 

aumenta em ambos os compartimentos, protegendo contra o dano celular (Turrens, 2004). 

Devido a sua localização, a cTXNPx pode ser importante durante o estresse oxidativo gerado 

por fontes externas similar ao dano oxidativo de macrófagos, pois o primeiro produto de 

estresse oxidativo produzido no parasito deve ser no citosol. Enquanto que, no processo de 

estresse oxidativo gerado pela própria mitocôndria da célula, a mTXNPx pode ser mais ativa 

(Lyer et al., 2008).  

Nossos dados mostraram que ambas cTcTXNPx e mTcTXNPx apresentam um nível 

de expressão de proteína duas vezes maior na população resistente 17LER, comparado com a 
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sensível 17WTS. Uma maior expressão de 5.5 vezes foi observada na forma homodimérica da 

proteína mTcTXNPx também na população resistente 17LER. Estes dados sugerem que o 

nível de expressão aumentado das proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx pode estar relacionado 

com o mecanismo de resistência do T. cruzi ao BZ. Em L. amazonensis resistente ao arsenato, 

Lin e colaboradores (2005) descreveram também um concomitante aumento do nível de 

expressão destas duas peroxiredoxinas. Outro estudo demonstrou um maior aumento na 

expressão da proteína cTXNPx em L. tarentolae resistente ao antimônio trivalente (Wyllie et 

al., 2008). 

Estudos demonstraram que o T. cruzi superexpressando o gene cTXNPx foi mais 

infectante para macrófagos e camundongos produzindo peroxinitrito, do que os controles 

(Irigoín et al., 2008). Resultados similares foram obtidos em L. donovani transfectado com 

cTXNPx, que foram mais resistentes a oxidantes e mais virulentos a macrófagos, que células 

controle (Lyer et al., 2008). Piñeyro e colaboradores (2007) mostraram que a superexpressão 

de ambas as proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx tornam o T. cruzi mais resistente a defesa 

oxidativa de macrófagos. Além disso, a proteína recombinante TXNPx citosólica pode 

funcionar como um antígeno candidato a marcador da infecção sintomática ou assintomática 

de L. infantum na Leishmaniose canina visceral (Silvestre et al., 2008).  

As peroxiredoxinas cTcTXNPx e mTcTXNPx estão expressas em todos os estágios do 

ciclo de vida do T. cruzi, incluindo as formas infectantes (Piñeyro et al., 2007). O nível de 

expressão de ambas as enzimas é similar, indicando uma expressão constitutiva que pode ser 

essencial para o sucesso da infecção. Além disso, estes autores sugerem que as TXNPx 

podem ser consideradas como fatores de virulência relevante para a sobrevivência, replicação 

e diferenciação dos parasitos no interior da célula hospedeira. Jirata e colaboradores (2006) 

mostraram em L. aethiopica que a peroxiredoxina 1 (citosólica) foi predominantemente 

expressa na forma amastigota, enquanto que a peroxiredoxina 2 (mitocondrial) apresentou 

uma expressão constitutiva nos diferentes estágios de desenvolvimento deste parasito.  

Nossos dados demonstraram a presença de dois transcritos do gene cTcTXNPx em 

amostras de T. cruzi do zimodema 1. Em contraste, as outras cepas do T. cruzi apresentaram 

apenas um transcrito, mostrando uma associação entre o número de transcritos e o zimodema, 

mas não com o fenótipo de resistência do T. cruzi a droga. Os dois transcritos observados para 

o gene cTcTXNPx pode ser devido a diferentes níveis de maturação do mRNA, diferenças no 

tamanho das regiões 5’ e 3’ UTR ou diferenças no tamanho da cauda poli-A do mRNA 

(Teixeira e DaRocha, 2003).  Em L. major foi observado um transcrito de 1,6 Kb nas formas 

promastigotas e promastigotas metacíclicos de L. major. A detecção de um único transcrito 

sugere que não existem genes adicionais relacionados com as peroxiredoxinas. No entanto, 
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este fato não exclui a possibilidade de que genes transcreveram um mRNA com o mesmo 

tamanho ou genes que são quiescentes sob determinadas condições (Levick et al., 1998).   

  TXNPx pertence a família das peroxiredoxinas, apresentando domínios conservados 

com resíduos de cisteína na sua sequência de aminoácidos, responsáveis pela redução de 

peróxido. Em T. cruzi, a TXNPx possui uma estrutura decamérica organizada como um 

pentâmero de dímeros simétricos (Piñeyro et al., 2005). Nossas análises de western blot 

usando anticorpos policlonais anti-cTcTXNPx ou anti-mTcTXNPx mostraram a presença de 

dois polipeptídeos para cada anticorpo específico da TXNPx. Estes polipeptídeos 

correspondem as formas oxidadas (homodimérica) e reduzidas (monomérica) das proteínas 

cTcTXNPx ou mTcTXNPx. Alguns autores demonstraram a ocorrência de dois ou três 

polipeptídeos por SDS-PAGE, provavelmente representando dímeros ou tetrâmeros destas 

proteínas (Guerrero et al., 2000; Wilkinson et al., 2000a; Piñeyro et al., 2005; Piñeyro et al., 

2008). Guerrero e colaboradores (2000) clonaram e expressaram a enzima cTcTXNPx de T. 

cruzi. Os autores observaram a presença de dois polipeptídeos, 23 kDa e 40 kDa, que foram 

reconhecidos em ensaios de western blot utilizando o anticorpo contra cTXNPx de C. 

fasciculata. O polipeptídeo de 40 kDa representa, provavelmente, um produto de dimerização 

que é observado em outras proteínas da família peroxiredoxina sob condições reduzidas 

(Flohé et al., 1999; Montemartini et al., 1999; Guerrero et al., 2000). No entanto, estes dois 

polipeptídeos não foram encontrados por Lopez e colaboradores (2000). Estes autores 

observaram uma banda polipeptídica de 21 kDa correspondente a cTXNPx. 

Recentemente, nosso grupo descreveu uma análise proteômica de populações do T. 

cruzi sensíveis e resistentes ao BZ (Andrade et al., 2008). Dentre algumas proteínas 

selecionadas como diferencialmente expressas, os autores observaram que a triparedoxina 

peroxidase apresentou uma grande diferença de expressão (15 vezes) na população resistente. 

Esta diferença no nível de expressão da triparedoxina peroxidase obtida por nossas análises de 

western blot, de 2 e 5.5 vezes aumentada na população 17LER, comparado as análises de 

proteoma pode ser explicada pela especificidade e sensibilidade do anticorpo policlonal 

quando comparado com a metodologia de eletroforese bidimensional e também as formas 

reduzidas e oxidadas da proteína.  

Análises da organização genômica do gene cTcTXNPx por Southern blot usando 

enzimas de restrição e análises de bioinformática sugerem que este gene está presente em sete 

contigs diferentes e possui múltiplas cópias (provavelmente oito) dispersas ao longo do 

genoma do parasito. Wilkinson e colaboradores (2000a) sugeriram que o gene cTcTXNPx do 

T. cruzi apresenta múltiplas cópias organizadas em tandem. Em L. major, este gene possui 8 a 

13 cópias no genoma que estão organizadas em tandem como arranjos imperfeitos de 
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unidades repetidas, incluindo sequências intergênicas polimórficas e genes (Levick et al., 

1998). Similar ao observado em L. major, a organização genômica do cTcTXNPx do T. cruzi 

pode apresentar também arranjos imperfeitos de repetição. Ávila e colaboradores (2001) 

mostraram que o gene metaciclogenina do T. cruzi está flanqueado por duas sequências em 

repetições em “tandem”. A expressão sincrônica de ambos os genes durante a 

metaciclogênesis sugere uma interação funcional entre eles. Dados da literatura sugerem que 

o gene mTcTXNPx pode apresentar apenas uma cópia no genoma do T. cruzi (Wilkinson et 

al., 2000a). Entretanto, nossos dados de Southern blot e análises de bioinformática indicaram 

que o gene completo mTcTXNPx está presente em dois contigs diferentes, sugerindo a 

presença de duas cópias dispersas ao longo do genoma do parasito.  

Alguns autores demonstraram que parasitos resistentes a drogas podem superexpressar 

genes como resultado da sua amplificação no genoma (Guimond et al., 2003; Nogueira et al., 

2006). Por outro lado, alguns genes apresentaram um elevado nível de mRNA e proteína, sem 

amplificação no genoma (Guimond et al., 2003). Nossos resultados mostram que os genes c- e 

mTcTXNPx apresentam um nível de mRNA aumentado na população resistente 17LER, mas 

não estão amplificados no genoma do T. cruzi. Este aumento da transcrição pode ser 

explicado pela presença de mudanças nas regiões 3’ ou 5’ UTR ou mutações nos fatores trans 

(Guimond et al., 2003). É importante salientar que como esperado observamos uma relação 

positiva entre o aumento do nível de transcrição e tradução das proteínas c- e mTcTXNPx na 

população do T. cruzi resitentes ao BZ. 

Estudos filogenéticos envolvendo genomas de tripanosomatídeos e que utilizam 

exclusivamente sequências de genes preditos in silico tem se mostrado bastante elucidativos 

com relação a diferentes aspectos da biologia desses organismos (El-Sayed et al., 2005b). 

Alvarez e colaboradores (1996) em seus estudos produziram árvores filogenéticas usando três 

genes que codificam proteínas (α tubulina, gliceraldeído-3-fosfato e tripanotiona redutase) e 

sugerem que tais genes pertencem a grupos monofiléticos distintos em T. cruzi. Tal 

constatação está associada à maior similaridade de sequências (sequência completa e/ou 

domínios) observada entre os genes de T. cruzi e T. brucei que não acontece com relação aos 

genes presentes, por exemplo, em Leishmania ou C. fasciculata.  

Análises filogenéticas das proteínas preditas para os genes cTXNPx e mTXNPx foram 

realizadas comparando-se as sequências do T. cruzi com outros tripanosomatídeos. Nossos 

resultados sugerem que as cTXNPx e mTXNPx apresentam um alto nível de similaridade 

entre os trypanosomas (83 e 75%) quando comparado com as espécies de Leishmania e C. 

fasciculata (>69 e 67%). O fato das espécies T. cruzi e T. brucei estarem no mesmo 

agrupamento, sugere a monofilia do gênero Trypanosoma. Estes dados corroboram com os 
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resultados obtidos por Castro e colaboradores (2002) que mostraram a presença de grupos 

monofiléticos entre trypanosomas para ambas as proteínas cTXNPx e mTXNPx.  

Nogoceke e colaboradores (1997) construíram uma árvore filogenética das proteínas 

da família peroxiredoxina. Eles observaram que a evolução molecular da peroxiredoxina 

envolveu todos os filos de bactérias até vertebrados, mas isto não reflete simplesmente a 

divergência filogenética das espécies. Provavelmente, algumas peroxiredoxinas de T. brucei e 

L. mexicana, por exemplo, foram adquiridas por endosimbiose de bactérias e integradas no 

genoma nuclear dos tripanosomatídeos. A evolução molecular demonstrou uma diversidade 

funcional da família peroxiredoxina, mostrando que estas proteínas não desempenham apenas 

a função de peroxidases ou proteínas antioxidantes (Montemartini et al., 1998). 

Uma das particularidades observadas no T. cruzi é que seus cromossomas não se 

condensam durante a divisão nuclear (Solari, 1980). Entretanto, com a utilização da técnica de 

eletroforese de campo pulsado (pulse field gel electrophoresis - PFGE), foi possível verificar 

que o genoma do T. cruzi está organizado em pelo menos 20-25 bandas cromossômicas, 

variando de 0,45 a 1,6 Mb (Gibson & Miles, 1986; Henriksson et al., 1990, 1995 e 1996). Em 

2005, El-Sayed e colaboradores ao realizarem o sequenciamento do genoma do T. cruzi 

observaram que este parasita possui aproximadamente 28 cromossomas.  

Em nossos estudos, utilizamos o PFGE para separar os cromossomas e fazer estudo de 

localização de genes. O resultados demonstraram que o gene cTcTXNPx está localizado em 

diferentes bandas cromossômicas, variando de 745 a 2.100 Kb dependendo da cepa do 

parasita. No entanto, a localização cromossômica deste gene não apresentou correlação com o 

fenótipo de resistência a droga. Na cepa CL Brener, observamos que este gene está localizado 

em cinco bandas cromossômicas (2.100, 1.990, 1.700, 922, 745 Kb). Entretanto, Wilkinson e 

colaboradores (2000a) sugerem que o gene cTcTXNPx está localizado em uma única banda 

cromossômica de 800 Kb na população CL Brener do T. cruzi. A diferença encontrada entre a 

localização cromossômica do gene cTcTXNPx entre Wilkinson e colaboradores (2000a) e os 

nossos dados podem ser explicados por diferenças metodológicas, tamanho da sonda utilizada 

na hibridização do Southern blot e as diferenças entre as cepas analisadas.  

A pesquisa básica por vias metabólicas que são cruciais para a viabilidade ou 

infectividade do parasito e que são distintas daquelas encontradas no hospedeiro mamífero, 

pode promover um desenho racional de drogas (Irigoín et al., 2008). Os tripanosomatídeos 

apresentam duas enzimas no sistema de defesa antioxidante que não são encontradas em 

mamíferos, ascorbato peroxidase e tripanotiona redutase. Estas enzimas estão sendo estudadas 

e são essenciais para a sobrevivência de tripanosomatídeos expostos a ROS (Irigoín et al., 

2008).   
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A superexpressão de componentes do sistema de defesa oxidativo dos 

tripanosomatídeos pode alterar a sensibilidade aos agentes tripanocidas e hidroperóxidos 

exógenos. Wilkinson e colaboradores (2002a) demonstraram que células do T. cruzi 

transfectadas com o gene TcAPX  foram duas vezes mais resistentes a exposição de H2O2 

exógeno, do que a linhagem selvagem. Em L. major superexpressando LmAPX, Dolai e 

colaboradores (2008) também observaram um aumento de 2,5 vezes na resistência ao H2O2 

exógeno, diminuindo os níveis de ROS na mitocôndria. Em nosso estudo mostramos que a 

proteína TcAPX apresenta um nível de expressão duas vezes maior na população do T. cruzi 

com resistência selecionada in vivo ao BZ (BZR), comparada com seu par sensível (BZS). 

Nosso estudo mostra pela primeira vez uma associação da proteína TcAPX com o fenótipo de 

resistência de um parasito a drogas. 

A expressão aumentada da TcAPX pode prevenir potencialmente danos letais que 

resultam da interação do H2O2 com componentes do retículo endoplasmático, onde a proteína 

está localizada. É interessante salientar que a APX de L. major apresenta uma região 

hidrofóbica de 22 aminoácidos na porção N-terminal da proteína que pode desempenhar um 

papel importante no controle da susceptibilidade ao H2O2 e na oxidação de ascorbato (Adak & 

Datta, 2005). Estes autores observaram também que a LmAPX possui uma inativação 

dependente de H2O2 na ausência de doadores de elétrons como ascorbato. 

Dados da literatura mostraram que a LmAPX de L. major é muito instável em um sistema 

depletado de ascorbato (Adak & Datta, 2005). Entretanto, a LmAPX pode promover 

adaptações bioquímicas mostrando uma atividade pseudocatalase para degradar H2O2 

exógeno durante o estresse oxidativo, quando o nível de ascorbato celular pode ser menor 

pelo metabolismo de radicais oxi (Dolai et al., 2007). Além disso, em baixas concentrações de 

ascorbato, a LmAPX pode catalisar a oxidação de H2O2 para oxigênio molecular em pH 

fisiológico (Dolai et al., 2007).  

Nossos dados mostraram que o gene TcAPX apresentou dois transcritos (2.6 e 3.3 Kb) 

em todas as populações do T. cruzi, independente do fenótipo de resistência a drogas ou 

zimodema da cepa. Ao contrário, Wilkinson e colaboradores (2002a) encontraram apenas um 

transcrito (1.9 Kb) em epimastigotas da cepa CL Brener. Esta diferença no número e tamanho 

dos transcritos pode ser resultado de diferentes níveis de maturação do mRNA, diferenças no 

tamanho das regiões 5’ e 3’ UTR ou diferenças no tamanho da cauda poli-A do mRNA 

(Teixeira e DaRocha, 2003). 

Dolai e colaboradores (2008) demonstraram que o nível de transcrição do gene 

LmAPX em L. major foi 6 vezes maior em parasitos que cresceram na presença de H2O2, 

comparado com o controle. Este resultado confirma a idéia dos autores de que a expressão do 
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gene LmAPX foi super-regulada em resposta ao H2O2. Resultados similares foram observados 

em cultura de células de soja tratada com H2O2 exógeno, alterando o nível de transcrição da 

APX (Lee et al., 1999). Wilkinson e colaboradores (2002a), em células do T. cruzi 

superexpressando o gene TcAPX, mostraram um aumento no nível de transcrição do mRNA 

de 5 vezes, comparado com as células não transformadas. Entretanto, em populações do T. 

cruzi resistentes ao BZ não observamos diferenças significativas no nível de mRNA do gene 

TcAPX.  

Como os kinetoplastídeos perderam o controle da transcrição, eles apresentam 

algumas opções para a regulação da expressão gênica, como controle do splicing; 

poliadenilação; compartimentalização do RNA; controle da tradução e degradação de proteína 

e mRNA. Adicionalmente, altos níveis de mRNA e proteína podem ser obtidos com o 

aumento do número de cópias do gene (Clayton et al., 2008). No caso do gene TcAPX do T. 

cruzi, observamos apenas um aumento no nível de expressão da proteína na população 

resistente BZR, sem nenhuma alteração no número de cópias do gene nem aumento do nível 

de mRNA do gene TcAPX.  

A disponibilidade das sequências do genoma do T. cruzi permitiu um melhor 

entendimento do contexto genômico e arranjo de genes nos contigs. Desta forma, nossas 

análises de bioinformática e Southern blot sugerem que o gene TcAPX apresenta duas cópias 

completas em contigs diferentes, dispersas ao longo do genoma do parasito. Ao contrário, 

Wilkinson e colaboradores (2002a) estudando a organização genômica do TcAPX 

propuseram que este gene apresenta uma única cópia no genoma do T. cruzi. A discrepância 

entre os resultados pode ser explicada pelo fato que no ano de 2002, o genoma deste parasito 

não estava totalmente sequenciado e que os resultados por Southern blot algumas vezes são 

inconclusivos. Em nossas análises ambas as técnicas apresentaram os mesmos resultados. Em 

L. major, Dolai e colaboradores (2008) revelaram a presença de apenas uma cópia do gene 

LmAPX no genoma do parasito.  

Nossas análises de inferência filogenética sugerem que a proteína APX de T. cruzi e 

das espécies de Leishmania estão estreitamente relacionadas (57%), representando uma 

ramificação dicotômica, quando comparadas a APX de A. thaliana (25%), que inicialmente 

foi utilizada nos estudos de caracterização do sítio ativo da enzima. Esta análise sugere a 

presença de um grupo monofilético entre a APX de T. cruzi e a APX das espécies de 

Leishmania, uma vez que esta clade inclui todas as espécies descendentes de uma espécie 

ancestral.  

Estudos evolutivos sugerem uma origem evolucionária comum das hemoperoxidases 

de tripanosomatídeos e plantas, de onde podem ter divergido. Como uma possível evidência 
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de tal fato, temos algumas enzimas deste grupo, incluindo uma peroxidase dependente de 

glutationa do T. cruzi, que apresenta grande similaridade com aquelas encontradas em plantas 

e cuja origem pode estar relacionada a um evento de transferência gênica (Wilkinson et al., 

2002a; b).  

Desde que os tripanosomatídeos perderam a glutationa redutase e tioredoxina redutase, 

a tripanotiona redutase (TR) é a única enzima que conecta o sistema redox baseado em tiol e 

NADPH nestes parasitos. A TR não é responsável por metabolizar H2O2, mas é fundamental 

para manter o ambiente intracelular reduzido, regenerando a dihidrotripanotiona (T(SH2)) e 

permitindo a ação das enzimas APX e TXNPx citosólica e mitocondrial (Turrens, 2004).  

É interessante ressaltar que a depleção de TR em T. brucei não é acompanhada por um 

aumento da regulação da biossíntese de tiol (Krieger et al., 2000), enquanto que a baixa 

regulação da síntese de T(SH2) promove um aumento de duas vezes na atividade da TR 

(Ariyanayagam et al., 2005). Provavelmente, células selvagens com 10% de atividade de TR 

podem sustentar o balanço redox de tiol em células na fase estacionária (Krieger et al., 2000). 

Em contraste, interferindo na biossíntese de T(SH2) observa-se um impacto mais severo na 

homeostase redox, que é parcialmente compensado pelo aumento da regulação da TR 

(Krauth-Siegel & Comini, 2008). A transfecção do gene TR em T. cruzi e L. donovani 

mostrou que a reação catalizada pela TR não está limitada a concentração de H2O2 (Kelly et 

al., 1993).  

Em nosso estudo de caracterização da TR do T. cruzi mostramos que este gene 

apresenta um único transcrito de 1.0 Kb em todas as amostras analisadas. De acordo com 

dados densitométricos normalizados com o gene rRNA, não encontramos diferenças 

significativas no nível de mRNA do gene TcTR entre as amostras sensíveis e resistentes ao 

BZ. Tovar e Fairlamb (1996) observaram um transcrito de 2.1 Kb em T. cruzi transfectado 

com o gene TR. Eles mostraram também que as células transfectadas apresentaram um 

aumento de 4 a 10 vezes nos níveis de mRNA, proteína e atividade enzimática.  

Nozaki e colaboradores (1996) caracterizaram a TR nas formas tripomastigota e 

epimastigota de cepas do T. cruzi sensíveis e com resistência induzida in vitro ao NFX. A 

resistência ao NFX observada nas formas tripomastigotas das cepas resistentes foi de 3 a 8 

vezes maior comparada com as sensíveis, enquanto que na forma epimastigota a resistência ao 

NFX foi 10 vezes maior. Os autores não observaram diferença no nível de mRNA, na 

organização genômica e na sequência de nucleotídeos do gene da tripanotiona redutase entre 

as cepas sensíveis e resistentes ao NFX. Este resultado corrobora com nossos dados 

mostrando que não houve diferença no nível de mRNA, nem amplificação do gene TR em 

populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ.  
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Em L. donovani com resistência natural ao antimônio, a TR foi 2 a 2.5 vezes 

amplificada no genoma do parasito resistente, comparado a cepa sensível. Esta amplificação 

foi acompanhada pelo aumento da atividade específica da TR. Os autores sugerem que o 

aumento nos níveis da TR pode ajudar a manter os níveis elevados de tripanotiona reduzida, 

que é necessária para conjugar com antimônio para efluxo e retornar aos efeitos inibitórios do 

antimônio trivalente (Mittal et al., 2007).  Estes dados indicam o possível envolvimento da 

TR na resistência a drogas em Leishmania.   

Com relação à organização genômica, nossos resultados de bioinformática e Southern 

blot sugerem que o gene TcTR do T. cruzi apresenta apenas uma cópia no genoma do 

parasito. Similar a este resultado, Taylor e colaboradores (1994) observaram uma única cópia 

do gene TR no genoma de L. donovani. Os autores também observaram que os parasitos 

transfectados com o gene TR apresentaram um aumento no número de cópias, no nível de 

mRNA e na atividade enzimática da TR.  

Análises filogenéticas do gene TR em T. cruzi realizadas por Alvarez e colaboradores 

(1996) revelaram pela matriz de distâncias uma maior similaridade de sequência com T. 

brucei (distância de 0.12) do que aquelas observadas em Leishmania e C. fasciculata, valores 

da matriz de distância de 0.29 e 0.25 respectivamente.  

Mais recentemente, Castro-Pinto e colaboradores (2008) construíram um dendograma 

evidenciando as relações filogenéticas entre a TR de vários tripanosomatídeos. Em seus 

estudos foi observado que as sequências de aminoácidos das TR de Leishmanias do Novo 

Mundo (L. amazonensis e L. braziliensis) formaram um grupo separado das espécies do 

Velho Mundo. Além disso, os autores constataram a presença do grupo monofilético do 

Trypanosoma para o gene TR, dados esses que confirmam nossos resultados. 

As proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx apresentam um nível de expressão aumentado 

na população do Trypanosoma cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ, enquanto a 

expressão da proteína TcAPX está maior na população do parasito com resistência in vivo ao 

BZ. Estes resultados mostram que o mecanismo de resistência em populações do T. cruzi 

naturalmente resistentes ou com resistência selecionada in vivo ao benzonidazol é diferente 

daquele observado em populações do parasito com resistência induzida in vitro ao BZ.  

A maioria dos estudos sobre os mecanismos de resistência a drogas em parasitos foram 

baseados em modelos produzidos pela indução artificial de resistência. Em contraposição, 

existem raros estudos sobre os mecanismos de resistência a drogas em amostras isoladas de 

pacientes resistentes (Ullman, 1995). Estudos comparativos da susceptibilidade entre cepas do 

T. cruzi a drogas demonstraram que não existe correlação entre a susceptibilidade in vivo e in 

vitro (Neal & Van Bueren, 1988; Scoth & Mathews, 1987; Ribeiro-Rodrigues et al., 1995; 
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Villarreal et al., 2005; Dos Santos et al., 2008). Esta ausência de correlação pode explicar, 

pelo menos em parte, diferenças nos mecanismos de resistência a drogas observado em 

populações do T. cruzi com resistência induzida in vitro e selecionada in vivo ao BZ.  

Em um estudo de expressão diferencial de genes do T. cruzi, Villarreal e 

colaboradores (2005) analisaram populações do parasito com resistência induzida in vitro e 

selecionada in vivo ao BZ. Em concordância com nossos resultados, os autores observaram 

que os mecanismos associados com resistência natural a drogas são diferentes daqueles 

encontrados na resistência induzida in vivo. Este fato pode ocorrer uma vez que a resistência 

do T. cruzi a drogas é um processo complexo entre os estágios do parasita, envolvendo não 

apenas mecanismos bioquímicos, mas outros elementos do sistema imune do hospedeiro que 

podem interferir na susceptibilidade do parasita a droga. Esta interação múltipla, parasita, 

droga e sistema imune têm sido descrita no tratamento de Tripanosomíase Africana e 

Leishmaniose (Target, 1985; Berger & Fairlamb, 1992). Murta e colaboradores (1999) 

observaram a existência de cooperação entre o tratamento com o BZ e a resposta imune do 

hospedeiro contra a infecção com T. cruzi. 

Genes diferencialmente expressos ou eventos de mutação genética podem explicar a 

hipótese de que a resistência a drogas em parasitos é um fenômeno multigênico. Em 

Plasmodium falciparum, Sidhu e colaboradores (2002) observaram que a resistência deste 

parasito a cloroquina pode ocorrer por diferentes mutações pontuais no gene pfcrt. Em nossos 

estudos, mostramos que a expressão gênica diferencial de enzimas desidrogenases e proteínas 

do sistema antioxidante podem estar desenvolvendo a resistência do T. cruzi a drogas. No 

entanto, as enzimas da defesa antioxidante, possivelmente envolvidas na resistência do T. 

cruzi a drogas apresentam diferenças em relação ao tipo de resistência, cepa do parasito e a 

localização intracelular de cada proteína. O T. cruzi pode apresentar um mecanismo próprio 

de susceptibilidade ou resistência, de acordo com a situação que foi exposto. No caso de um 

estresse temporário, o parasito pode ser capaz de desenvolver mecanismos transientes. 

Enquanto que para níveis estabilizados ou altos de quimioresistência, comparado aos parasitos 

selvagens, eles podem iniciar novos mecanismos por um longo período de tempo (Villarreal 

et al., 2005).  

O nosso resultado mostrando que o nível da proteína APX está aumentado na 

população do T. cruzi com resistência selecionada in vivo ao BZ pode ser explicado também 

pelo fato deste parasito invadir a célula do hospedeiro. O ambiente celular do hospedeiro pode 

interferir no aumento da expressão da APX, já que este fenômeno não foi observado na 

população do parasito com resistência induzida in vitro ao BZ. Alguns autores sugerem que a 

defesa antioxidante baseado em ascorbato pode ser essencial durante a infecção do T. cruzi e 
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Leishmania, comparado com T. brucei que aparentemente não possui a proteína APX e é uma 

parasita extracelular (Wilkinson et al., 2002a). O estudo desta via dependente de ascorbato em 

protozoários parasitos pode ser um potencial alvo para a quimioterapia.  

Modelos produzidos pela indução artificial de resistência fornecem importantes 

informações em relação ao mecanismo de resistência (Ullman, 1995). O sistema in vitro pode 

permitir visualizar os mecanismos de resistência em um sistema mais limpo, como por 

exemplo, nutrientes do meio de cultura e concentração efetiva da droga definidos. Os modelos 

in vitro enfatizam alguns mecanismos moleculares que provavelmente também ocorrem in 

vivo, mas eles são difíceis de serem detectados em isolados de campo ou em amostras 

selecionadas in vivo devido a limitação na determinação do fenótipo, isolamento de amostras, 

manutenção dos parasitos in vitro e outros. 

Em bactérias, leveduras e células de mamíferos há uma adaptação ao estresse 

oxidativo quando as células são inicialmente sujeitas a uma baixa concentração não tóxica de 

peróxido de hidrogênio e quando posteriormente são expostas a uma concentração sub-letal 

deste composto. Células podem desenvolver resistência através do aumento da expressão de 

genes que codificam enzimas envolvidas na proteção antioxidante e sistema de reparo 

(Steenkamp, 2002; Finzi et al., 2004). Baseado nos nossos resultados, sugerimos que a 

população do T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ exibe um aumento no nível da 

proteína TXNPx juntamente com outras enzimas associadas com o sistema de defesa 

antioxidante, como a TcFeSOD-A previamente descrita (Nogueira et al., 2006), protegendo 

estes parasitos resistentes contra o estresse oxidativo. Adicionalmente, na população do T. 

cruzi com resistência selecionada in vivo ao BZ observamos um aumento no nível de 

expressão da proteína TcAPX. Como estudos futuros para esta tese, pretendemos realizar 

ensaios funcionais, como transfecção de genes, para comprovar o possível envolvimento das 

enzimas da defesa antioxidante no fenótipo de resistência do T. cruzi ao benzonidazol.  
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6 CONCLUSÕES 

 

- O nível de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx é duas vezes maior na população do 

T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ (17LER) comparado com seu par sensível 

(17WTS); 

- Os genes TcAPX e TcTR não apresentam diferenças significativas no nível de mRNA ente 

as populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ analisadas.  

- Os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR não estão amplificados no genoma das 

cepas do T. cruzi analisadas independente do fenótipo de resistência a drogas;  

- Análises de bioinformática e Southern blot sugerem que os genes cTcTXNPx e mTcTXNPx 

apresentam oito e duas cópias por genoma e os genes TcAPX e TcTR, possuem duas e uma 

cópia dispersas ao longo do genoma do T. cruzi.  

- O gene cTcTXNPx pode estar localizado em vários cromossomas do parasito de acordo com 

o zimodema da cepa, independente do fenótipo de resistência a drogas. Ao contrário, o gene 

TcAPX está localizado em uma banda cromossômica em todas as populações do T. cruzi 

analisadas. 

- As proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx estão duas vezes mais expressas na população do T. 

cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ (17LER), em relação ao seu par sensível 

17WTS, consistentes com os níveis de mRNA destes genes observados na mesma população 

resistente. Além disto, observamos que a proteína mTcTXNPx na sua forma oxidada 

demonstrou uma expressão 5.5 vezes maior na população 17LER, comparada ao par sensível. 

- O nível de expressão da proteína TcAPX está duas vezes maior na população do parasito 

com resistência selecionada in vivo ao BZ (BZR), comparado ao seu par sensível. 

- As relações filogenéticas das proteínas cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR com os 

outros tripanosomatídeos mostram que todas as proteínas do T. cruzi analisadas estão 

estreitamente relacionados com T. brucei, com exceção da APX que não é encontrada neste 

parasito. A proteína TcAPX está mais relacionada com esta proteína em espécies de 

Leishmania do que com plantas. 

- O nível de mRNA, o número de cópias dos quatro genes analisados e o nível de expressão 

das proteínas por eles codificadas são semelhantes para todas as cepas de T. cruzi sensíveis e 

naturalmente resistentes ao BZ. 
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Conclusão final 

- Nossos resultados sugerem que as enzimas da defesa antioxidante podem estar 

participando do fenótipo de resistência do T. cruzi a drogas. 

   

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- As proteínas cTcTXNPx e mTcTXNPx apresentam um nível de expressão aumentada na 

população do Trypanosoma cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ, enquanto a 

expressão da proteína TcAPX está maior na população do parasito com resistência in vivo ao 

BZ. Estes resultados mostram que o mecanismo de resistência em populações do T. cruzi 

naturalmente resistentes ou com resistência selecionada in vivo ao BZ é diferente daquele 

observado em populações do parasito com resistência induzida in vitro ao BZ. Este fato pode 

ocorrer uma vez que a resistência do T. cruzi a drogas é um processo complexo entre os 

estágios do parasita, envolvendo outros elementos do sistema imune do hospedeiro que 

podem interferir na susceptibilidade do parasita a droga. 

- Os resultados obtidos da caracterização da proteína Ascorbato peroxidase (TcAPX) em 

populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ estão sendo organizados para serem 

submetidos à publicação. Além disto, pretendemos concluir os ensaios de caracterização da 

enzima tripanotiona redutase (TcTR), como determinar o nível de expressão desta proteína e 

realizar o ensaio de atividade enzimática em cepas do parasito sensíveis e resistentes ao BZ. 

- Os resultados apresentados nesta tese abrem perspectivas para novas linhas de pesquisa. 

Pretendemos realizar ensaios funcionais, como transfecção de genes, para comprovar o 

possível envolvimento das enzimas da defesa antioxidante no fenótipo de resistência do T. 

cruzi ao BZ.  
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8 ANEXOS 
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