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RESUMO 
 

MANTILLA, B. S. Caracterização funcional e papel fisiológico da ∆1-pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase de Trypanosoma cruzi (TcP5CDH): uma enzima do 
metabolismo de prolina. 2013. 115 p. Tese (Doutorado em Parasitologia) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
A prolina é um aminoácido versátil que pode suprir os requerimentos energéticos do parasita, 
além de ser um constituinte das proteínas. Duas oxidorredutases atuam na rota de conversão 
de prolina em glutamato no T. cruzi. Primeiro, a prolina desidrogenase  (TcPRODH) oxida a 
prolina em ∆1-pirrolina-5-carboxilato (P5C) que posteriormente é convertido em glutamato 
pela TcP5CDH na presença de NAD(P)+. A TcP5CDH (MW: 63 kDa) foi funcionalmente 
expressa em um sistema heterólogo de S. cerevisiae ΔPUT2 (homólogo do TcP5CDH). Além 
disso, a TcP5CDH foi expressa e purificada homogeneamente como produto de fusão a uma 
etiqueta de 6x-Histidinas no extremo C-terminal (TcP5CDH-6xHis). Os parâmetros cinéticos 
(Km, kcat, pH ótimo) foram determinados utilizando P5C sintetizado quimicamente tanto na 
forma TcP5CDH-6xHis como a partir de lisados mitocôndrias do T. cruzi. E usando essa 
informações junto a dados da literatura determinamos que o substrato da TcP5CDH é o 
γGSA. Análises em solução da apoenzima TcP5CDH-6xHis (filtração em gel, SAXS, DLS) 
revelou uma conformação quaternária do tipo homo-hexâmero (364,6 kDa). Quando 
analisamos a TcP5CDH em frações mitocondriais sob condições não desnaturantes (gel 
nativo, MS e 2D em SDS-PAGE) esta conformação foi também evidenciada. A análise da 
estrutura primária da TcP5CDH sugere a presença de um peptídeo de direcionamento 
mitocondrial, bem como, a interação com membranas através de uma estrutura do tipo hélice-
alfa (Phe198 – Gly215). Isto último coincide com um perfil de imunomarcação próprio de 
proteínas mitocondriais. Essas dados junto com testes enzimáticos e de western blot, sugerem 
que a TcP5CDH localiza-se na membrana interna mitocondrial. Ensaios com parasitas 
permeabilizados mostraram que a oxidação do P5C em T. cruzi estimula a respiração celular, 
levando à síntese de ATP através do processo de fosforilação oxidativa. Este processo foi 
revertido na presença de inibidores da CTE e, o efeito oposto foi observado em parasitas 
mutantes que super-expressam a TcP5CDH (pTEX-TcP5CDH++). Também, observamos que 
a TcP5CDH é expressa diferencialmente nos estágios infectivos tripomastigota metacíclico e 
tripomastigotas derivados da infecção em células CHO-k1. Os mutantes pTEX-TcP5CDH++ 

apresentaram morfologia alterada e níveis aumentados de TcGP82; uma molécula de 
superfície envolvida em processos de adesão e invasão celular. Entretanto, quando células 
CHO-k1 foram expostas a formas epimastigotas pTEX-TcP5CDH++ se observou um aumento 
no número de parasitas no sobrenadante após o sexto dia pós-infecção. Por outro lado, o DSF, 
reportado como inibidor de aldeído desidrogenase s, levou a uma diminuição da atividade 
TcP5CDH (CI50 = 2,6 µM). Quando testado em ensaios de proliferação de epimastigotas, 
observou-se um efeito tripanocida dose-dependente (CI50 = 402 nM). Este valor foi maior 
(CI50 = 647 nM) nos parasitas pTEX-TcP5CDH++, sugerindo que a super-expressão da 
TcP5CDH aumenta a resistência ao DSF. Finalmente, o metabolismo de L-prolina em T. 
brucei, dentro do seu hospedeiro vetor (mosca tsé-tsé), foi abordado através de testes 
bioquímicos e a análise da expressão da TbP5CDH nas diferentes formas de desenvolvimento 
no inseto. Os nossos dados reforçam o papel bioquímico da via prolina-glutamato em T. cruzi, 
e constituem as primeiras evidências sobre as características do metabolismo de P5C nessas 
espécies de tripanossomatídeos. 
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ABSTRACT 
 

MANTILLA, B. S. Functional characterization and physiological role of ∆1-pyrroline-5-
carboxylate dehydrogenase from Trypanosoma cruzi (TcP5CDH): an enzyme of proline 
metabolism. 2013. 115 p. Ph. D. Thesis (Parasitology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Proline is a versatile amino acid, which fulfills energy requirements beyond of being a protein 
constituent. Two oxidoreductases act in the conversion pathway of proline into glutamate in 
T. cruzi. Firstly, the proline dehydrogenase (TcPRODH) oxidizes proline in ∆1-pyrroline-5-
carboxylate (P5C), which is further converted into glutamate by TcP5CDH using NAD(P)+. A 
TcP5CDH (63 kDa) was functionally expressed in a heterologous system of Saccharomyces 
cerevisiae mutant ∆PUT2 (TcP5CDH’s counterpart). Furthermore, TcP5CDH was expressed 
and purified to homogeneity as a 6x-Histidine tagged protein at C-terminal (TcP5CDH-
6xHis). Kinetic data (Km, kcat, optimal pH) were determined by using P5C chemically-
synthesized either in TcP5CDH-6xHis or mitochondrial lysates from epimastigotes. These 
data along previous reports provided information to conclude that γGSA opened form, is the 
substrate of TcP5CDH. In-solution analysis of the apoenzyme TcP5CDH-6xHis showed a 
quaternary arrangement resembling a homohexamer (molecular mass 364,6 kDa). When 
TcP5CDH was analyzed in mitochondrial fractions under non-denaturing conditions (native 
gel, MS identification and second dimensional assay) this quaternary conformation was 
confirmed. Moreover, analysis of primary structure suggested the existence of a 
mitochondrial targeting peptide, as well as one α-helix (Phe198 - Gly215) spanning 
mitochondrial membranes. Indeed, the TcP5CDH showed an immunolabelling profile own of 
mitochondrial proteins in trypanosomatids. This microscopic staining, along biochemical and 
western blot assays, suggests that TcP5CDH is bound to inner mitochondrial membranes. 
Experiments with digitonized parasites revealed that P5C oxidation is coupled to oxygen 
consumption, and thus leading to ATP production by mean of oxidative phosphorylation. This 
process was abolished when inhibitors of electron transport chain were added, and opposed 
process was stimulated in parasites overexpressing TcP5CDH (pTEX-TcP5CDH++). 
Expression of TcP5CDH was developmentally regulated throughout parasite´s life stages. The 
mutant cells (pTEX-TcP5CDH++) exhibited altered morphology and increased levels of 
TcGP82; a parasite surface protein involved in cellular adhesion and invasion processes. 
Indeed, when epimastigotes from pTEX-TcP5CDH++ were exposed (1h) to CHO-k1 cells, an 
increased number of parasites at sixth day after infection were released to culture supernatant. 
Conversely, the DSF a non-profit FDA-approved drug reported as an inhibitor of aldehyde 
dehydrogenases exhibited a decreasing in enzymatic rates of TcP5CDH (EC50 = 2,6 µM). 
When DSF was tested in epimastigotes proliferation assays, there was seen a dose-dependent 
trypanocidal effect (IC50 = 402 nM). The resistance to DSF was increased in pTEX-
TcP5CDH++ (IC50 = 647 nM), thus suggesting the participation of this enzyme as drug target. 
Therefore, our data suggest that TcP5CDH might be involved in parasite infectivity beyond 
mitochondrial glutamate production. Finally, the linking through proline metabolism between 
the African trypanosome (T. brucei) and its natural host (tsetse fly) was addressed through 
silencing assays (RNAi) of TbP5CDH, and its developmental expression within insect stages. 
Overall, our data support the biochemical relevance of proline-glutamate pathway in T. cruzi, 
and constitute the first evidences regarding occurrence and uniqueness of P5C metabolism 
over these trypanosomatid species. 
Keywords: Trypanosomatid. Chagas´s Disease. Proline Catabolism. Mitochondrion. P5C. 
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 Há mais de um século que a Doença de Chagas foi descoberta. Desde então, inúmeros 

estudos tentando desvendar as particularidades moleculares, bioquímicas e patológicas do seu 

agente causador, o Trypanosoma cruzi, tem sido realizados. O nosso grupo tem o interesse 

particular de compreender como as preferências nutricionais do T. cruzi favorecem à 

persistência deste patógeno e, sobretudo, se a interferência nestes mecanismos pode gerar 

alternativas para combatê-lo. Neste trabalho, descreve-se pela primeira vez, em um parasita 

deste gênero, a funcionalidade da segunda enzima que atua na rota de conversão de prolina 

em glutamato; dois aminoácidos centrais em processos fisiológicos dessa espécie. 

 

1.1 Os tripanossomas e a Doença 

 

 No ano de 1907, o médico mineiro Carlos Chagas encontrava-se atendendo um surto de 

malária na cidade de Lassance (MG), onde acidentalmente, descobriu o Trypanosoma cruzi 

(CHAGAS, 1909). O parasita foi identificado em amostras de insetos hematófagos da espécie 

Triatoma infestans. Esses insetos são conhecidos popularmente no Brasil como barbeiros (em 

inglês: kissing bugs), devido a que sugam sangue do rosto das pessoas (DOYLE; HSIEH; 

ENGEL, 2000). Após essas observações, Chagas encontrou uma paciente infectada com T. 

cruzi. Com isto, concluiu-se que o T. cruzi era a segunda espécie de tripanossomas que podia 

ser transmitida ao homem e causar uma complexa patologia tissular conhecida como doença 

de Chagas (MOSELEY; MILLER, 1945).  

 A outra espécie havia sido descoberta alguns anos atrás  pelo médico escocês David 

Bruce, o T. brucei (1894) (BRUCE, 1895). Bruce descobriu que este parasita era transmitido 

na saliva da mosca tsé-tsé após a picada, causando a peste nagana em gado bovino, equino, 

entre outros. Anos mais tarde (1903) se confirmou que o T. brucei era a espécie causadora da 

doença do sono em humanos (BRUCE; NABARRO; GRIEG, 1903) [revisado em (COX, 

2004)]. 

 

1.1.1 Características gerais do Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi é um protozoário hemoflagelado que alterna seu ciclo de vida entre 

barbeiros e hospedeiros vertebrados, dentre eles o homem. O ciclo de vida do T. cruzi é 

complexo e se caracteriza pela presença de vários estágios de desenvolvimento nos dois tipos 

de hospedeiros. Classicamente, sobre a base de critérios morfológicos e moleculares, foi 
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estabelecida a existência de quatro estágios ao longo do seu ciclo de vida (TYLER; 

ENGMAN, 2001). As formas epimastigotas (E), são formas não infectivas, flageladas e 

divisíveis, que estão presente no lúmen do intestino do barbeiro e que, sob condições de 

estresse nutricional na porção terminal do intestino, se diferenciam à forma tripomastigota 

metacíclica (M); processo conhecido como metaciclogênese. Esta forma é infectiva, mas não 

proliferativa, e por sua vez, é transmitida nas fezes do inseto vetor. Quando as formas M 

aderem à célula hospedeira, se forma um vacúolo endocítico, denominado vacúolo 

parasitóforo, que possibilita a invasão do parasita na célula. O pH ácido do vacúolo facilita a 

liberação das formas tripomastigotas metacíclicas ao citoplasma da célula hospedeira onde se 

transformam na forma intracelular, replicativa, conhecida como amastigota (A) (ANDREWS, 

1993). Estas se caracterizam pela presença de um flagelo incipiente que não emerge da 

superfície da célula, e se replicam por fissão binária. Após a proliferação dentro da célula, os 

parasitas se transformam nas formas tripomastigotas sanguíneas (T), as quais eclodem da 

célula provocando a ruptura desta. Embora os T não se repliquem, estes invadem outras 

células e tecidos, o que pode provocar dano tissular (ZINGALES; COLLI, 1985) (Esquema 

1). 

	  

Esquema 1 - Representação do ciclo de vida do T. cruzi 

 

 
As principais formas de desenvolvimento presentes no hospedeiro vertebrado (A, Ei e T) e no inseto 
barbeiro (E e M). Fonte: (PÁES et al., 2011). 
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INTRODUCTION: CHAGAS´ DISEASE AND ITS ETIO-
LOGICAL AGENT 
 Chagas´ disease (or American trypanosomiasis) belongs to a 
group of neglected diseases according to the WHO. It is an infec-
tious disease caused by the protozoan parasite, Trypanosoma cruzi. 
This infection affects 8 to 12 million people on the American conti-
nent, exposing approximately 40 million people to the risk of infec-
tion. The infection is mainly transmitted by a triatomine insect 
vector present in the endemic areas (from southern Argentina and 
Chile to the southern USA). However, other modes of transmission 
are also well established. These modes of transmission include the 
following in decreasing order of epidemiological relevance; the 
transmission via blood transfusion and solid organ transplantations 
from infected donors to healthy receptors; vertical transmission 
during pregnancy or birth; and contamination through laboratory 
accidents. Oral transmission (through the ingestion of contaminated 
foods or liquids) is also well demonstrated and is considered epi-
demiologically relevant [1].  
 Chagas´ disease presents two clinical forms: acute and chronic. 
The acute phase starts immediately after contamination and is 
characterized by a conspicuous parasitemia and the absence of an 
immune response. This phase lasts for several weeks to several 
months and is generally asymptomatic. In some cases, the acute 
phase may present with non-specific symptoms, such as fever and 
headaches; eventually, a more complex symptomatology can be 
observed, including lymphadenopathy and splenomegaly, myalgia, 
malaise, muscle pains, sweating and hepatosplenomegaly. In the 
more severe presentations, heart failure from myocarditis or peri-
cardial effusion, or meningoencephalitis can lead to death. The 
chronic phase follows the acute phase and is characterized by the 
absence of noticeable parasitemia and the presence of a strong 
cellular and humoral immune response, which is unable to elimi-
nate the parasite. The chronic phase of the disease lasts for the rest 
of the patient´s life and is asymptomatic in most cases (indetermi-
nate form). In 10 – 30% of cases, patients can develop one of the 
symptomatic forms of the chronic disease, which mainly include 
the cardiac form (manifested as arrhythmias, thromboembolism and 
cardiomegalia caused by inflammatory infiltrations) or the digestive 
form (which can consist of megaesophagus, which causes 
dysphagia and regurgitation and megacolon, which causes severe 
constipation). In immunocompromised patients, severe compromise 
of the central nervous system can also occur [1, 2]. 
*Address correspondence to this author at the Prédio Biomédicas II, Av. 
Lineu Prestes 1374, Sala 24, Cidade Universitária (05508-900) São Paulo 
(SP) Brazil; Tel: +55-11-3091-7335: Fax: +55-11-3091-7417:  
E-mail: asilber@usp.br 
§Indicated authors contributed equally. 

 T. cruzi is a hemoflagellated protozoan parasite with a life cycle 
between invertebrate and vertebrate hosts, including several species 
of triatomine insects and more than 150 species of mammalian 
hosts, including humans (Fig. 1). The invertebrate insects become 
infected after a blood meal on mammals that host trypomastigotes 
(non-dividing, infective forms of the parasite) circulating in the 
blood. Most of these trypomastigotes die in the anterior region of 
the triatomine digestive tube, but a small proportion of this popula-
tion reaches the insect midgut where they differentiate to epimas-
tigotes (not infective, dividing form). Epimastigotes actively repli-
cate and colonize the digestive tube from the medium to the distal 
region. In the distal region, epimastigotes differentiate into meta-
cyclic trypomastigotes (infective non-dividing forms similar to 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (1). Schematic representation of the T. cruzi life cycle. The cycle is 
complex and occurs between an invertebrate (insect vector) and a vertebrate 
(mammalian) host. The parasite differentiates among several stages inside 
each host, as shown. A: amastigote (intracellular dividing stage); Ei: intra-
cellular epimastigote (intracellular dividing stage); T: trypomastigote (non-
dividing, infective extracellular forms in the mammalian host); E: epimas-
tigote (dividing non-infective form in the midgut of the insect vector); M: 
metacyclic trypomastigote (non-dividing, infective form derived from 
epimastigotes in the insect vector). 



29	  
	  

 
	  
	  

1.1.2 Transmissão do parasita ao humano 

 

A alternância de hospedeiros, onde o T. cruzi transita, é mediada por diferentes vias de 

transmissão. A mais comum é a via natural, onde fezes contaminadas com as formas M são 

secretadas logo após o repasto sanguíneo, devido ao significante aumento no volume do 

intestino do inseto. A resposta pela picada do barbeiro produz coceira, o que favorece a 

entrada dos parasitas no epitélio. Entre as outras vias de transmissão destacam-se a mediada 

por transfusões sanguíneas, a transmissão vertical, que pode ocorrer por via trans-placentária 

e a transmissão oral que caracteriza-se pela contaminação de alimentos com formas M do T. 

cruzi capazes de se ligar à mucina gástrica e, posteriormente, atingir as células do epitélio 

intestinal (CORTEZ, M. et al., 2006;  COVARRUBIAS et al., 2007). 

 

1.1.3 Patologia da doença de Chagas 

 

A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas. Inicialmente, após a invasão pelo 

parasita nos diferentes tecidos, pode-se apresentar uma fase aguda caracterizada por uma 

baixa quantidade de anticorpos, alta parasitemía e, eventualmente, alguns sintomas não 

específicos, como febre e dor de cabeça. Após a fase aguda, o paciente entra, na maioria dos 

casos, na fase crônica. Esta se caracteriza pela diminuição da parasitemía e pela ausência de 

sintomas. As principais formas da fase crônica são: a indeterminada, cardíaca ou digestiva 

(PRATA, 2001).  

Estima-se que 70% dos chagásicos apresentam a fase indeterminada da doença sem a 

aparição de sintomas ou dano tissular. O restante pode apresentar um quadro de 

cardiomiopatia chagásica crônica (CCC), o que pode resultar no óbito (BOSCARDIN et al., 

2010). A forma digestiva consiste de duas síndromes, o megaesôfago levando a disfagia e 

regurgitação, e o megacólon que produz constipação e retenção fecal [revisado em 

(BOSCARDIN et al., 2010)].  

 

1.1.4 Panorama epidemiológico atual 

 

O intenso controle regional realizado em países como Uruguai, Chile e o Brasil 

interrompeu a transmissão vetorial do parasita. Isto reduziu significativamente o número de 

pessoas infectadas com o parasita em áreas antigamente consideradas como endémicas 
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(WHO, 2012). Desde a última década, baixou de quase 4 em cada grupo de 100 mil por ano 

para menos de 3 o índice de mortes por causa da doença. No entanto, ainda estima-se que de 2 

a 3 milhões de pessoas estejam infectadas com o protozoário causador da doença no Brasil. A 

única região em que a taxa aumentou foi no Nordeste (MARTINS-MELO et al., 2012). 

	   O fluxo migratório desde países da América do Sul a regiões não endêmicas (Esquema 

2) tem aumentado os índices de pessoas infectadas através de transfusões de sangue. Estima-

se que cerca de 300.000 indivíduos estão infectados com o T. cruzi em EUA, a grande maioria 

provenientes do México e América Central. Espanha é a segunda região mais afetada com 

uma estimativa de entre 47.000 – 68.000 casos de infectados, originários de Ecuador, Bolivia, 

Argentina e Perú (WHO, 2012).  

	  
Esquema 2 - Panorama mundial da infecção pelo T. cruzi 

 

 
Fonte: (SCHMUNIS, 2007) (PEREZ-MOLINA; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2012, FAPESP, 2009).  
 

1.1.5 Quimioterapia 

 

Há quase quarenta anos que a doença de Chagas é tratada com dois compostos, 

conhecidos como Benznidazole® (Bz) e Nifurtimox® (DOCAMPO; STOPPANI, 1980). Esses 

compostos são considerados pró-drogas, porque precisam da ativação enzimática catalisada 

por uma nitro-redutase presente no parasita (WILKINSON et al., 2008). A efetividade dessas 

drogas é maior na fase aguda da doença e, parece estar ligada à susceptibilidade de cada cepa 

do parasita (STOPPANI, 1999). Porém, há relatos mostrando que o Bz diminui as alterações 
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cardíacas provocadas na fase crônica da doença (GARCIA et al., 2005). Além disso, a 

administração de Bz produz múltiplos efeitos colaterais (URBINA, 2001). 

Na busca de compostos alternativos com atividade tripanocida, tem-se analisado 

diferentes alvos moleculares. Entre estes se destacam: inibidores da cruzipaína (principal 

cisteíno-proteinase de T. cruzi), a via de biossíntese de ergosterol, síntese de poli-

isoprenoides, a via de salvamento das purinas, síntese de nucleotídeos, proteínas envolvidas 

na edição do RNA, inibidores enzimáticos da tripanotiona redutase e da topoisomerase I e II, 

entre outros (BODLEY; SHAPIRO, 1995;  ENGEL et al., 1998;  FOURNET et al., 2000;  

LIENDO; LAZARDI; URBINA, 1998;  MONTALVETTI et al., 2001;  NAKAJIMA-

SHIMADA; HIROTA; AOKI, 1996;  POLLARD; HARRIS; HAJDUK, 1992;  URBINA et 

al., 2000).  

Além da complexidade no ciclo de vida do parasita e à eficácia limitada das drogas 

acima mencionadas, existe uma alta variabilidade genética intraespecífica (ZINGALES et al., 

2009). Este fenômeno parece estar ligado a eventos de co-evolução entre parasita e o inseto 

vetor (STEVENS; GIBSON, 1999). A relevância desta variabilidade radica no fato de 

também haver associação com características do parasita como: virulência (LAURIA-PIRES; 

TEIXEIRA, 1996), infectividade (CORTEZ, C. et al., 2012) e patogenicidade (MACEDO; 

PENA, 1998) (Esquema 3). Atualmente, baseados em parâmetros moleculares denominados 

como unidades discretas de tipagem (DTU) os isolados do T. cruzi classificam-se em seis 

grupos principais (ZINGALES et al., 2009) (TcI – TcVI). 

 

Esquema 3 – Distribuição geográfica dos distintos grupos de T. cruzi em humanos 

 

 
Fonte: WHO, 2012. 
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1.2 Particularidades celulares do T. cruzi, o agente causador 

 

 O T. cruzi é um tipo celular que apresenta diferentes particularidades morfológicas e 

cujos compartimentos celulares o diferenciam de outro tipo de células eucariotas. Entre estes 

se destacam a composição dos lipídeos de membrana, a presença de uma rede concatenada de 

DNA, análogo ao mitocondrial, chamada de cinetoplasto (kDNA), os glicossomas, os 

acidocalcissomas, os reservossomas, o flagelo e uma única mitocôndria por célula, entre 

outros. Todos estes participam de diferentes processos celulares, onde o metabolismo será o 

foco principal a ser aprofundado. 

  

1.2.1 Organelas especializadas 

 

T. cruzi apresenta uma camada de microtúbulos subpeculiares localizados na parte 

inferior da membrana plasmática, conhecidos como microtúbulos subpecualiares. A 

associação destes microtúbulos confere uma rigidez particular a celula que dificulta a lise por 

métodos mecânicos comuns (DE SOUZA, 2002). 

Todos os membros da família Trypanosomatidae possuem um flagelo que emerge desde 

uma invaginação chamada bolsa flagelar. O flagelo corresponde á região anterior do parasita e 

nos estágios E e T este emerge da região lateral. De acordo com o estágio de 

desenvolvimento, o flagelo pode ter elongações que variam entre 2 – 20 µm de cumprimento 

(DE SOUZA, 2002).  

Estruturas citoplásmicas, ligadas a membranas e semelhantes aos peroxissomos de 

eucariotas superiores, foram identificadas em tripanossomatídeos e chamados de glicossomos. 

Alí encontram-se localizadas as enzimas que participam das primeiras reações da via 

glicolítica (OPPERDOES; BORST, 1977). Estas e outras proteínas que se localizam ali, são 

codificadas no núcleo, traduzidas nos ribossomos livres e importadas pós-traducionalmente a 

essa organela. Esto último é mediado por um motivo SKL posicionado no extremo C-terminal 

da proteína. Ao microscópio os glicossomos aparecem como estruturas densas de forma 

arredondada (BLATTNER et al., 1992).  

Outras estruturas importantes no armazenamento de metabólitos, osmólitos e, 

particularmente, de ortofosfato foram observadas em T. cruzi. Estas estruturas denominadas 

como acidocalcissomos apresentam uma eletrodensidade que pode ser evidenciada no 

citoplasma do tripanossoma. Denominam-se assim, porque previamente demonstrou-se que o 
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T. brucei tinha concentrações elevadas de Ca2+ intracelular que podiam ser liberadas desde 

compartimentos vacuolares ácidos levando a uma atividade ATPase translocadora de H+ 

(VERCESI; MORENO; DOCAMPO, 1994). Posteriormente, foi também evidenciada a 

presença destas organelas no T. cruzi (DOCAMPO; MORENO, 1999). 

O T. cruzi sintetiza ergosterol ao invés de colesterol. Este último é captado a partir do 

LDL e processado em outro compartimento acídico conhecido como reservossomas 

(SOARES; SOUTO-PADRON; DE SOUZA, 1992). Outros autores tem os sugerido como um 

compartimento os pré-lisossomal.  Os reservossomas estão localizados na região posterior da 

célula e contêm um elevado número de macromoléculas, sendo esta uma caraterística 

principal das formas E. Além disso, os reservossomas fazem parte da via endocítica em T. 

cruzi e contêm um amplo conteúdo de proteases (cruzipaina principalmente) que são liberadas 

no estágio M (CAZZULO et al., 1990;  CUNHA-E-SILVA et al., 2002). 

 

1.2.2 A singularidade da mitocôndria do T. cruzi 

 

O T. cruzi possui uma única mitocôndria por célula que se estende ao longo do corpo 

do parasita e é distribuída em distintos ramos sobre os microtubulos subpeculiares. Esta 

organela apresenta os compartimentos classicamente conhecidos: a matriz, a MEM e a MIM. 

Esta última forma invaginações conhecidas como cristas. Dependendo do ambiente e da 

disponibilidade de substratos a mitocôndria pode ocupar uma quantidade variável do volume 

total celular (DE SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009).  

 Em uma porção da mitocôndria há uma complexa rede de DNA na matriz 

mitocondrial que forma a estrutura conhecida como cinetoplasto. O kDNA representa o 25% 

do DNA total do parasita composto por redes concatenadas de minicírculos que variam entre 

20 – 30.000 por célula (RIOU; DELAIN, 1969) e que não codificam para produtos proteicos 

específicos. Os maxicírculos, no entanto, parecem conter material codificante como sucederia 

com o DNA mitocondrial de outras células eucariotas. Evidências sobre um fragmento do 

maxicírculo que codifica para a subunidade II do complexo citocromo c oxidase tem sido 

descritas (JOHNSON et al., 1982). 

Na maioria de eucariotas, a CTE é composta de quatro complexos integrais da MIM. 

O NADH: ubiquinona oxidorredutase (C-I), succinato: ubiquinona redutase (C-II), ubiquinol: 

citocromo c3- oxidorredutase (C-III) e o complexo citocromo c2+ oxidase (C-IV). Além destes, 
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a ubiquinona (Coenzima Q) e o citocromo c funcionam como carregadores de elétrons móveis 

entre os complexos. Os elétrons dos átomos de ferro central, presentes no C-I ou C-II, são 

então transferidos à ubiquinona (forma oxidada da coenzima Q) reduzindo-a em ubiquinol 

revisado em [(MONZOTE; GILLE, 2010)]. A forma ubiquinol é desprotonada formando-se a 

semiquinona que doa os elétrons ao citocromo b-c1 e posteriormente ao citocromo c. Estas 

passagens de elétrons estão acompanhadas do bombeamento de prótons da matriz 

mitocondrial ao espaço intermembrana. O gradiente eletroquímico gerado favorece à re-

entrada dos prótons através da ATP sintase. A F0F1 ATPase (também chamada de C-V) utiliza 

esta força protonmotriz para promover a síntese de ATP, processo conhecido como 

fosforilação oxidativa (NELSON; COX, 2008). 

Em T. brucei e T. cruzi tem sido demonstrado que a atividade mitocondrial alterna 

entre um estado altamente ativo e outro parcial, o que é regulado durante o ciclo de 

desenvolvimento do parasita. Dados do genoma e experimentais têm mostrado a presença e 

funcionalidade dos complexos C-II e C-V, entanto que o C-I parece ter uma função limitada 

devido à ausência de algumas subunidades (OPPERDOES; MICHELS, 2008). A presença de 

um atividade NADH-desidrogenase sensível a rotenona (em altas doses) sugeriu-se que C-I  é 

responsável pela reoxidação do NADH mitocondrial, mas não da transferência de elétrons a 

Coenzima Q (HERNANDEZ; TURRENS, 1998). Recentemente, um estudo com mutantes 

para os genes codificantes das subunidades ND4, ND5 e ND7 do C-I em T. cruzi mostrou que 

estas deleções não afetam as taxas respiratórias e nem o potencial de membrana mitocondrial 

na presença de substratos geradores de NADH ou FADH2. Isto confirmou que o C-I possui 

atividade tem funções limitadas em T. cruzi (CARRANZA et al., 2009;  TIELENS; VAN 

HELLEMOND, 1998). 

O C-II em T. cruzi apresenta um rearranjo supramolecular atípico composto de sete 

subunidades catalíticas e uma subunidade heterodimérica ferro-enxofre cuja massa molecular 

é de aprox. 550 kDa (MORALES et al., 2009). O C-II se liga ao grupo proto-heme, mas este 

não esta diretamente relacionado à redução da ubiquinona. 

Estudos de proteomica tem revelado a presença das subunidades IV, V, VI e VIII do 

C-IV, proteína Rieske ferro-enxofre, NADH desidrogenase, subunidades alfa da ATP sintase, 

entre outros (FERELLA et al., 2008;  STOPPANI et al., 1980). Antimicina e KCN inibem a 

transferência de elétrons a partir de succinato sugerindo a funcionalidade dos C-III e C-IV 

respetivamente. Além disto, os citocromos aa3, b, c558 e possivelmente o d, têm sido 

identificados em T. cruzi. Particularmente, o citocromo aa3 foi sugerido como a principal 
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oxidase terminal do parasita (AFFRANCHINO; SCHWARCZ DE TARLOVSKY; 

STOPPANI, 1986;  ROGERSON; GUTTERIDGE, 1979). Além disso, a funcionalidade das 

proteínas responsáveis pela biossíntese de heme O e sua conversão em heme A, um 

importante grupo protético do complexo citocromo oxidase (COX), foram descritas em T. 

cruzi (BUCHENSKY et al., 2010). A participação dos complexos e substratos acima 

mencionados no T. cruzi representa-se no esquema 4. 

 

Esquema 4 – Representação dos principais componentes da CTE de T. cruzi 

 

 
Os complexos que compõem a CTE em T. cruzi se localizam na MIM e alguns intermediários são 
gerados no espaço intermembrana ou na matriz. As subunidades ausentes no C-I de mutantes de T. 
cruzi estão indicadas (sublinhado). O C-I insensível a R é indicada pela linha ponteada. A atuação da 
FMR como encarregada da reoxidação de NAD+ mitocondrial, cujo produto formado o succinato pode 
ser reoxidado através do C-II, onde o fluxo de elétrons pode continuar através da ubiquinone (UQ). A 
atividade do C-II é inibida pelo malonato. GPD: glicerol-3-fosfato (Gly-3P) desidrogenase dependente 
de FAD, DHAP: dihidroxiacetona fosfato, SHAM: ácido salicilhidroxámico, SOD: superóxido 
dismutase, Citocromos c, b (sensíveis a AA), a611 (oxidase terminal), c558 (sensível a KCN), CCCP 
(carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona). A F0/F1 ATP sintase é sensível a oligomicina e é dependente 
de magnésio (HILL, 1976) revisado em (PAES, L. S., 2010).   
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well as the �-subunit of the ATP-synthase were analyzed in epi-
mastigotes. These results are in agreement with the model purposed 
for the respiratory chain and oxidative phosphorylation in these 
stages [146, 155] (Fig. 5). Studies with epimastigote cells from T. 
cruzi showed cell growth inhibition when using low cyanide con-
centrations (ranged from: 0-300 �M) [155]. The effect of cyanide 
on cytochrome aa3-deficient, dyskinetoplastic epimastigotes sup-
ported cytochrome aa3 as T. cruzi’s main terminal oxidase. This 
work was complemented with cytochrome studies with intact epi-
mastigotes and mitochondrial membranes, revealing the presence of 
cytochromes aa3, b, c558, o and possibly d, as components of the 
T. cruzi electron transport system [262]. It was then possible to 
compare the functionality of cytochrome aa3 with the canonical 
cytochrome c oxidase for other eukaryotes. Cytochrome o was also 
described in T. cruzi, but its function as a terminal oxidase is not 
clear because antimycin considerably inhibits the respiration rates 
[263]. The T. cruzi respiratory mechanism does not appear to be 
regulated during its life cycle because all stages are sensitive to 
cyanide [264]. The sensitivity to both cyanide and antimycin points 
to the presence of an alternative oxidase (cytochromes of the b, c, 
or a type) [155, 263]. The fact that the terminal oxidase, (Abs611 

nm) does not oxidize horse heart ferrocytochrome c shows that the 
a-type oxidases from trypanosomes are likely specific for ferrocy-
tochrome c558 (Fig. 5) [240, 265].  
 The cytochrome c oxidase requires heme A as the prosthetic 
group [266]. In S. cerevisiae, heme A biosynthesis occurs at the 
mitochondrial level. This reaction is catalyzed by two mitochon-
drial inner membrane enzymes, heme O synthase (HOS or COX10) 
and heme A synthase (HAS or COX15) [266]. The products of the 
T. cruzi genes COX10 and COX15 were cloned and their functional-
ity was confirmed by functional complementation of yeast mutants 
lacking the orthologous genes [267]. The mRNA expression level 
of the genes coding for these proteins changes during the parasite 
life cycle, suggesting that this variation could reflect the varying 
respiratory requirements in the different parasite life stages [267]. 
Taken together, all of these data show that T. cruzi possesses a 
functional transport electron chain, with evidence for complexes II-
V (Fig. 5). The data related to complex I indicate that either com-
plex I has low activity or, less likely, that complex I mutations do 
not affect mitochondrial respiration and the coupling of respiration 
with oxidative phosphorylation [257]. This conclusion is only valid 
for axenic cultures of epimastigotes grown in a glucose-rich me-

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (5). Schematic representation of the electron transport chain in T. cruzi. The major complexes of the electron transport chain are present in the inner 
membrane mitochondrial (IMM), and some enzymes/intermediates are generated in the inter membrane space (IMS) or mitochondrial matrix. The composition 
of each subunit is based on the available data from the literature. Complex I (NADH-dehydrogenase) is formed from different subunits, as predicted in other 
related species (more information at http: //www.icp.be/_opperd/nadh_dh.html). Four subunits are absent (underlined) from the natural strains of T. cruzi (CL-
Brener, Esmeraldo). The T. cruzi complex I is not sensitive to rotenone (dot line), suggesting that NAD+ regeneration occurs through FMR. Complex II (succi-
nate dehydrogenase) was recently characterized. SDH contains a heme center, six hydrophilic subunits (sdh1, sdh2n, sdh2c, sdh5-sdh7,) and six hydrophobic 
subunits (sdh3, sdh4, sdh8-sdh11). FMR: fumarate reductase; UQ: ubiquinone; GPD: FAD-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase; Gly-3P: glycerol-
3-phosphate; DHAP: dihydroxyacetone phosphate; SHAM: salicylhydroxamic acid; SOD: superoxide Ddsmutase; Cyt c, Cyt b, Cyt a611, Cyt c558, aa3: cyto-
chromes c, b (antimycin A-sensitive), a611 (referred to as the terminal oxidase, which absorbs at 611 nm), c558 (cyanide-sensitive), CCCP (carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone). The F0/F1 ATP synthase is responsible for ADP phosphorylation resulting from the proton-motive force generated through an electro-
chemical gradient. This enzyme also showed Mg-dependent phosphatase activity.  
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1.2.3 O metabolismo energético do T. cruzi 

 

A síntese de ATP em T. cruzi acontece principalmente através de dois mecanismos. A 

fosforilação ao nível do substrato, por via glicolítica ou no ciclo de Krebs (Succinil CoA-

sintase) e através da fosforilação oxidativa como mencionado anteriormente. 

Em T. cruzi, a glicólise apresenta algumas diferenças respeito de outros organismos. O efeito 

Pasteur, caraterizado pela variação desta via dependendo das tensões de oxigênio no meio, 

não acontece. Isto é, a atuação desta via acontece de forma semelhante em condições 

aeróbicas ou anaeróbicas, pelo que foi sugerido que esta via seguia um padrão de tipo 

fermentativo (CAZZULO, 1992). Assim, a glicólise gera malato, piruvato, succinato e CO2. O 

malato produzido pode ser utilizado pela malato desidrogenase (gerando oxalacetato), a 

enzima málica (produzindo piruvato) ou pela FMR na mitocôndria (gerando succinato) 

(CANNATA; CAZZULO, 1984;  CANNATA et al., 1979). O succinato é o principal doador 

de elétrons ao C-II e, sob condições de anaerobiose este é secretado ao meio extracelular 

(DENICOLA-SEOANE et al., 1992).  

A regulação da via glicolítica não acontece ao nível de hexocinase ou 

fosfofrutoquinase. A glicose é convertida a gliceraldeído-1,3-bifosfato (GBP) no glicossomo 

e, posteriormente, em glicerol, onde se gera ATP. O GBP pode ser convertido em 

fosfoenolpiruvato (PEP). O PEP pode ser convertido em piruvato através da enzima piruvato 

quinase citossólica (PQ), onde novamente, gera-se ATP, ou voltar ao glicossoma para formar 

oxalacetato pela fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). A partir de oxalacetato pode-se 

regerar succinato. Já o piruvato pode ser transaminado, decarboxilado ou reduzido (sob 

anaerobiose), formando alanina, Acetil-CoA, ou lactato, respectivamente (CAZZULO, 1994).  

A fosforilação oxidativa pode ser alimentada a partir de diferentes substratos 

respiratórios. Entre estes destacam-se o piruvato/malato, NADH, succinato e o Gly-3P. Os 

elétrons presentes nestas moléculas pode ser transferidos ao pool de ubiquinona resultando na 

consequente passagem aos citocromos. Este processo redox, como mencionado anteriormente, 

leva à síntese de ATP via ATP-sintase. Este processo requer do importe de ADP à 

mitocôndria. O carregador ADP/ATP encontra-se localizada na MEM do T. brucei como 

reportado recentemente (PENA-DIAZ et al., 2012). No entanto, em tripanossomas, as taxas 

respiratórias não tem mostrado diferenças significativas na presença de estes substratos 

(HILL, 1976;  ROGERSON; GUTTERIDGE, 1979;  SILVA et al., 2011). Recentemente, 

mostrou-se que as formas T apresentam um potencial de membrana mitocondrial menor que 
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as formas E. Isto contrasta com a atividade aumentada das atividades para os C-II e C-III em 

T com respeito de T, e um aumento correlativo na geração de EROs, sugerindo que nos 

estágios intracelulares o parasita possui mecanismo endógenos para atenuar o desbalanço 

redox enfrentado no humano (GONCALVES et al., 2011).   

 

1.2.4 Metabolismo de aminoácidos como alternativa energética no T. cruzi 

 

É bem sabido que os aminoácidos são os constituintes essenciais das proteínas. Eles se 

classificam entre essenciais, não essenciais, e, apresentam caraterísticas estruturais e físico-

químicas diferentes. Devido a disponibilidade metabólica presente em fluídos e tecidos dos 

insetos barbeiros, o parasita adaptou-se a obter energia a partir destes metabólitos. Relatos 

prévios mostraram que na hemolinfa do Rhodnius prolixus abundam aminoácidos como Prol, 

Tyr, His, Val na sua forma livre (BARRETT; FRIEND, 1975;  HARINGTON, 1961). No 

entanto, esses dados amostram variações entre os valores relatados, segundo a colônia e 

condições de manutenção dos insetos. Alguns destes também podem ser captados do meio 

extracelular, obtidos por proteólise ou gerados por rotas biossinteticas.  

Os primeiros trabalhos sobre o catabolismo de aminoácidos mostraram que Asn, Gln, 

Glu, Leu, Ile e Prol são consumidos pelo parasita gerando intermediários do ciclo de Krebs 

(SYLVESTER; KRASSNER, 1976;  ZELEDON, 1960). Estes processos geram CO2, 

succinato e NH3 e, consequentemente, ATP. Diante da não funcionalidade de um ciclo da 

ureia em tripanossomas (YOSHIDA; CAMARGO, 1978), o excesso de NH3 pode, 

eventualmente, ser reutilizado pela glutamina ou asparagina sintetase que regeneram Gln, Asn 

a partir de Glu e Asp, respectivamente (CALDAS et al., 1980;  MAGDALENO et al., 2011). 

Por sua vez, o parasita possui transaminases altamente eficientes na transferência do grupo –

NH2 entre Ala (TcALAT), Asp (TcASAT), Tyr (TcTAT), Ser (TcSAT) regenerando Glut, 

Phe, Ala e cetoácidos como α-CG, oxalacetato ou piruvato (MARCIANO et al., 2008;  

MARCIANO et al., 2009;  NOWICKI et al., 2001).  

A arginina também é importante na geração de energia através de uma arginina quinase 

que cuja fosforilação, reversível, gera ATP a partir de fosfoarginina e ATP; um sistema de 

armazenamento energético comparável ao sistema fosfocreatinina de eucariotas superiores 

(PEREIRA et al., 2002).  

A prolina, particularmente é um aminoácido cuja rota de interconversão em glutamato 

gera equivalentes reduzidos que podem abastecer a CTE ou, o ciclo de Krebs mediante a 
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deaminação de Glu em α-CG. Observou-se também que a sua degradação estimula o 

consumo de oxigênio e a síntese de ATP (prolina-dependente) já foi demonstrada em formas 

M do T. cruzi (MARTINS et al., 2009;  SYLVESTER; KRASSNER, 1976). Quando foram 

comparados os metabolismos de prolina e glicose nos estágios intracelulares de T. cruzi, 

observou-se que a glicose é consumida pelas formas extracelulares, enquanto que a prolina foi 

consumida pelas formas intracelulares, mostrando que nas formas extracelulares prevalece um 

metabolismo baseado no consumo de glicose e nas formas intracelulares prevalece um 

metabolismo baseado no consumo de prolina (SILBER et al., 2009). 

 

1.3 O papel da prolina na relação parasita – hospedeiro 

 

O papel da prolina em modelos que envolvem a presença de um patógeno dentro de um 

hospedeiro tem mostrado coisas interessantes em distintos modelos. Por exemplo, 

Helicobacter pylori, uma bactéria gram-negativa causadora de ulcerações gastrointestinais, 

vive em um ambiente rico em L-prolina (BLASER, 1990). Concentrações elevadas desse 

aminoácido, em amostras de suco gástrico provenientes de paciente infectados com H. pylori, 

estão correlacionadas com a capacidade desta bactéria para consumir oxigênio na presença de 

L-prolina (NAGATA et al., 2003).  

Outro exemplo é o observado na mosca tsé-tsé (G. morsitans), e na maioria dos insetos 

da ordem díptera, onde a L-prolina é o principal combustível para o processo de voo 

(BURSELL et al., 1973;  LEHANE; AKSOY; LEVASHINA, 2004). As concentrações desse 

aminoácido dentro do inseto são suficientes para que as formas procíclicas do T. brucei 

apresentem um metabolismo energético prolina-dependente (NJAGI; OLEMBO; PEARSON, 

1992;  WALSHE et al., 2009). Por outro lado, estudos em T. brucei têm demonstrado a 

funcionalidade e importância da enzima TbPRODH. Nessa espécie, a prolina é o único 

aminoácido capaz de manter a capacidade replicativa sob ausência de glicose. Quando o gene 

codificante para a TbPRODH foi silenciado (via RNAi), e, os parasitas foram crescidos na 

presença de L-prolina como fonte nutricional (LAMOUR et al., 2005), a proteína mostrou ser 

essencial.  

No caso específico do metabolismo de prolina em T. cruzi se sabe que a sua presença 

em um meio condicionado, que mimetiza a urina do barbeiro (TAU), promove o processo de 

metaciclogênese (CONTRERAS et al., 1985). Este aminoácido é relevante na diferenciação 

dos estágios intracelulares no T. cruzi (TONELLI et al., 2004). Demonstrou-se nesse trabalho 
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que, quando culturas infectadas pelo T. cruzi foram carenciadas de prolina, existia um 

acúmulo dessas formas e uma diminuição correlativa de formas T, sugerindo um arresto da 

diferenciação nessa fase do ciclo intracelular (TONELLI et al., 2004). Isto levou a concluir 

que a prolina é relevante para a diferenciação entre os estágios Ei e T, passo fundamental no 

ciclo de vida desse parasita.  

No T. cruzi é sabido que o processo de invasão nas células do hospedeiro mamífero 

precisa de energia, mais precisamente na forma de ATP (SCHENKMAN; ROBBINS; 

NUSSENZWEIG, 1991). Recentemente, foi mostrado que a prolina é o sustento energético da 

invasão, já que está envolvida na geração de ATP nas formas infectivas tripomastigotas 

metacíclicas (MARTINS et al., 2009). Demonstrou-se nesse trabalho que em condições de 

depleção nutricional o parasita diminui consideravelmente os níveis intracelulares de ATP, 

assim como a sua incapacidade para infectar células de mamífero. No entanto, observou-se 

que após da adição de prolina ao meio controlado, o parasita conseguiu restabelecer os níveis 

intracelulares de ATP e recuperar a sua capacidade infectiva. Em paralelo, quando analisado o 

efeito gerado pela adição de glicose no lugar de prolina, não se observou o mesmo resultado, 

ressaltando o papel da prolina como metabólito que sustenta energeticamente a invasão 

celular (SILBER et al., 2009). Sugere-se então a prolina como um substrato relevante na 

biologia do T. cruzi, sendo o estudo do seu metabolismo de particular interesse para o nosso 

grupo. 

Tendo como ponto de partida que o catabolismo de prolina acontece via ciclo de 

Krebs (SYLVESTER; KRASSNER, 1976), foi caracterizado o transporte desse aminoácido 

ao citoplasma do parasita. Esse processo é mediado pela ação de dois sistemas ativos de 

transporte (A e B): o sistema A possui alta afinidade e baixa capacidade de transporte e 

depende do gradiente de H+ da membrana plasmática; o sistema B, que possui baixa afinidade 

e a alta capacidade de transporte, dependente da hidrólise direta de ATP (SILBER et al., 

2002). Posteriormente, foi revelada a presença, estrutura e atividade imunogênica da enzima 

prolina racemase (TcPRAC). Essa enzima catalisa a conversão da forma D a L-prolina. A 

TcPRAC é codificada por dois genes parálogos, e uma vez traduzida é liberada ao meio 

extracelular (CHAMOND et al., 2003). Não se sabe a certo ainda qual e o papel biológico da 

prolina racemase no metabolismo de T. cruzi. Porém, parece bem estabelecido que a TcPRAC 

funciona como um mitógeno de células B, o que possibilita a evasão da resposta imune 

humoral e favorece à infectividade (BUSCHIAZZO et al., 2006;  CHAMOND et al., 2009;  

CHAMOND et al., 2003). Os resultados obtidos nesse contexto postularam à prolina 
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racemase como um possível alvo terapêutico na infecção pelo T. cruzi (BRYAN; NORRIS;  

COUTINHO et al., 2009). 

O catabolismo de prolina em T. cruzi é mediado inicialmente pela participação da 

enzima prolina desidrogenase (PRODH) (EC 1.5.99.8) que oxida a prolina rendendo Δ1 

pirrolina-5-carboxilato (P5C), utilizando o FAD como aceptor de elétrons. A TcPRODH é 

uma enzima localizada na matriz mitocondrial, e a diferença entre outras PRODHs é que a 

enzima de T. cruzi possui um domínio de ligação a cálcio (ef-hand). Também foi visto que a 

TcPRODH doa elétrons à cadeia respiratória ao nível do C-II, sugerindo a sua atividade  na 

geração de ATP (PAES, L.S et al., 2013). O P5C produzido é então reduzido em glutamato 

pela ação da enzima P5CDH em presença de NAD+. O P5C produzido é então reduzido em 

glutamato pela ação da enzima P5CDH em presença de NAD+. 

 

1.3.1 Caraterísticas das enzimas P5CDHs  

 

A enzima P5CDH pertence à família das aldeído desidrogenasses tipo 4 (ALDH4) 

(ELTHON; STEWART, 1981;  FORTE-MCROBBIE; PIETRUSZKO, 1986). A atividade 

enzimática da P5CDH pode ser reduzida significativamente na presença do succinato 

semialdeído (FORTE-MCROBBIE; PIETRUSZKO, 1986;  SMALL; JONES, 1990), produto 

intermediário do metabolismo do ácido-γ-aminobutírico (GABA) (CLARK et al., 2009;  

TABERNER; BARNETT; KERKUT, 1972). Dados do nosso laboratório mostraram que 

formas epimastigotas do T. cruzi são capazes de transportar GABA ao citoplasma da célula, o 

que foi confirmado pela detecção de GABA com um anticorpo específico contra esse 

composto (dados sem publicar). A ausência de sequências putativas no genoma do T. cruzi 

que codifiquem uma enzima responsável pelo metabolismo de GABA, poderia sugerir uma 

eventual participação da TcP5CDH na conversão de succinato semialdeído, produto da 

transaminação do GABA e α-cetoglutarato, em succinato. 

A atividade enzimática para P5CDH tem sido demonstrada em diversas espécies como: 

Thermus thermophilus, Saccharomyces cerevisiae, Fasciola gigantica, Arabidopsis thaliana, 

Homo sapiens, entre outras (BRANDRISS, 1983;  DEUSCHLE et al., 2001;  HU; LIN; 

VALLE, 1996;  INAGAKI et al., 2006;  MOHAMED et al., 2008). Estudos com a enzima 

P5CDH (EC 1.5.1.12) em células de ovário de rato chinês (CHO-k1), linhagem auxotrófica 

para prolina, demonstraram que o P5C é transportado ao interior da célula através de um 
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mecanismo que contribui com a transferência de potencial oxido-redutor, dada a natureza 

química deste (MIXSON; PHANG, 1988). De acordo com os dados disponíveis na literatura 

para a P5CDH de espécies bacterianas foi observado que a P5CDH pode apresentar uma 

conformação quaternária composta de seis e oito unidades, para Thermus thermophilus e 

Bacillus liqueniformis, respectivamente (Esquema 5). 

 

Esquema 5 – Exemplos de estruturas quaternárias para outras enzimas P5CDH 

 

 
Estruturas quaternárias resolvidas pela técnica de difração por raios-X para as proteínas P5CDH das 
espécies T. thermophilus (A) e B. liqueniformis, formando um hexâmero ou um octámero, 
respectivamente (B). Os números de acesso indicam-se em cada estrutura. Fonte: (INAGAKI et al., 
2006) . 
 

1.3.2 O papel fisiológico do P5C 

 

O substrato da enzima P5CDH, o P5C, é um nodo metabólico entre as vias da prolina, 

ornitina e glutamato (Esquema 6), fazendo dele um composto enlace entre os ciclos de Krebs’ 

e da uréia (ADAMS; FRANK, 1980). P5C e prolina formam um par redox que utilizando 

FAD/NAD (P)+ como co-factores, possuem relevância nas vias metabólicas de oxidorredução.  

Sugere-se que o P5C pode agir como um aceptor de elétrons importante na regulação do 

poder redutor ao nível intra e extracelular em plantas (MILLER et al., 2009). Em leveduras 

mutantes para o gene PUT2, o acúmulo de P5C aumenta a produção de EROs demonstrando a 

toxicidade celular desse metabólito (NOMURA; TAKAGI, 2004). Nesse mesmo sistema foi 

demonstrado que o P5C pode ser acetilado pela ação de uma enzima acetil-transferase 

(MPR1) como mecanismo de regulação nos níveis de EROs geradas pelo acúmulo de P5C 

intracelular (NOMURA; TAKAGI, 2004). Os estudos com plantas demonstraram que o P5C 
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regula a resposta celular sob condições de estresse osmótico (DEUSCHLE et al., 2001). 

Recentemente foi visto que tanto os níveis de RNA - mensageiro como a atividade enzimática 

das enzimas P5C-redutase e PRODH, são aumentados como mecanismo de defesa quando a 

planta é submetida a condições de estresse oxidativo gerado pelo cúmulo de P5C intracelular 

(MILLER et al., 2009). Em células humanas foi visto que o metabolismo de prolina possui 

um papel chave na morte celular programada, sendo a PRODH regulada pela proteína p53 

(DONALD et al., 2001). Em outro trabalho utilizando células de pacientes deficientes da 

enzima P5CDH (doença conhecida como hiper-prolinemia tipo II) observou-se que o acúmulo 

de P5C pode inibir quimicamente o piridoxal fosfato (Vitamina B6 - PLP) (FARRANT et al., 

2001). O PLP é o principal co-factor das enzimas amino-transferases, enzimas previamente 

reportadas e de grande importância no metabolismo de aminoácidos em T. cruzi 

(MARCIANO et al., 2008;  MONTEMARTINI et al., 1993;  ZELADA et al., 1996). 

 

Esquema 6 - Esquema compartimentalizado das vias de oxidorredução para o metabolismo 
 de prolina-glutamato segundo o reportado em plantas 

 

 
Fonte: (MILLER et al., 2009) 

 

1.3.3 Perspectivas terapêuticas do metabolismo de prolina e P5C 

 

Considerando a importância da prolina e seu metabolismo em vários aspectos da 

biologia do T. cruzi, optou-se pela busca de análogos estruturais de prolina que possam ter 

atividade inibitória sob as enzimas em estudo (TcPRODH e TcP5CDH). A análise do possível 

efeito tripanocida de um análogo estrutural da L-prolina, o ácido L-tiazolidina-4-Carboxílico 

(T4C), demonstrou atividade inibitória do crescimento nas formas E mantidas em cultura, 

assim como na eclosão das formas T na infecção in vitro (STOLIC et al., 2009). Foi mostrado 

que o T4C age como um inibidor competitivo dos transportadores de prolina, diminuindo o 

estoque de prolina intracelular do parasita, o que afetaria a disponibilidade desse aminoácido 
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nessas células. Também foi visto que, sob condições de estresse oxidativo, a própria prolina 

estaria envolvida nos mecanismos de resistência a esse estresse, constituindo seu acúmulo um 

mecanismo de resistência a esse tipo de desafio (STOLIC et al., 2009). A importância da 

prolina na biologia do T. cruzi e as propriedades bioquímicas demonstradas para o produto da 

sua oxidação (P5C) geram várias hipóteses que serão abordadas nesta tese. Nesse sentido, 

optou-se pela busca de compostos cuja atividade inibitória estivesse associada à interferência 

do metabolismo oxidativo de P5C.  

Relatos prévios indicaram que uma droga utilizada normalmente para o tratamento da 

alcoolemia, o Disulfiram® (DSF), inibe a atividade da enzima P5CDH em células derivadas 

de placenta humana (FARRES; JULIA; PARES, 1988). Recentemente, usando uma 

combinação de técnicas bioinformáticas, dados da literatura e ensaios in vitro com 

associações de drogas aprovadas pela FDA, foram identificados oito alvos terapêuticos cuja 

interferência pode resultar em efeitos letais ou inibição do crescimento em formas replicativas 

de Leishmania major (CHAVALI et al., 2012). Dentre os alvos descritos, destaca-se a 

presença da enzima ALDH2 [1.2.1.3], que também pertence à família das aldeído 

desidrogenases (tipo II). E entre as drogas utilizadas se destacam as observações com o DSF, 

que administrado individualmente e, em combinação com outras drogas mostrou um efeito 

leishmanicida (CHAVALI et al., 2012). 

 

1.3.4 O DSF e o seu papel no metabolismo de aldeídos 

 

 O DSF é um inibidor de enzimas que pertencem a família aldeído desidrogenases 

(HALD, 1948). O efeito inibitório do DSF em humanos está ligado à acumulação de 

acetaldeído na corrente sanguínea. Especificamente, sabe-se que o DSF inibe as enzimas 

aldeído desidrogenasses do tipo II (ALDH2), presentes no fígado, que catalisam a conversão 

de acetaldeído em acetato (DEITRICH; ERWIN, 1971). Uma vez que o DSF é ingerido, este 

é metabolizado no estômago, gerando duas moléculas de dietilditiocarbamato (DDC), as quais 

podem formar complexos com metais como o cobre e ferro (LIU et al., 2012). A afinidade do 

DDC pelo cobre tem sido relatada como potencializador do efeito citotóxico (SKROTT; 

CVEK, 2012). Após a absorção pela mucosa gástrica e distribuição pelo sangue, o DDC é 

convertido em dietilditiometilcarbamato (Me-DDC). Os produtos de oxidação do Me-DDC 

são o S-metil-N,N-dietiltiocarbamato (Me-DTC) e o S-metil-N,N-dietiltiocarbamoil sulfóxido 

(MeDTC-SO) que agem como potentes inibidores da isoforma mitocondrial da ALDH1 e da 
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ALDH2 citosólica, respectivamente (JOHANSSON, 1992;  LIPSKY; SHEN; NAYLOR, 

2001). O mecanismo de inibição se baseia na formação covalente de um aducto enzimático 

com resíduos de cisteína presentes no sítio ativo da proteína alvo (JOHANSSON, 1992;  

LIPSKY et al., 2001). Dentre as diversas aplicações do DSF, o seu efeito anti-proliferativo 

tem sido relatado em linhagens celulares neoplásicas (LIU et al., 2012), bem como, inibidor 

da replicação viral de HIV (MCDONNELL et al., 1997), entre outros.  

Considerando que: i) prolina é um aminoácido abundante na urina do barbeiro, ii) 

prolina estimula os processos de diferenciação tanto em formas intracelulares como em 

aquelas mantidas in vitro (meio TAU), iii) prolina é uma fonte geradora de ATP e facilita o 

processo de invasão celular e iv) prolina é convertida em P5C pela TcPRODH na mitocôndria 

do parasita, cujos elétrons podem entrar na CTE via C-II; ficava por preencher o passo 

enzimático seguinte, catalisado pela TcP5CDH. Visto que o seus substrato, de natureza 

aldeídica, é altamente reativo e que também possui um papel relevante em outros processos 

fisiológicos, além da conversão em glutamato, partimos para a caraterização da enzima 

TcP5CDH. Pelo anterior, acreditamos que a interferência nesta rota metabólica, via P5C, pode 

alterar a homeostase da mitocôndria, o que poderia contribuir a uma melhor compreensão dos 

mecanismos que o parasita utiliza para garantir a sua sobrevivência. 

	  
1.4 Objetivos 
 

Gerais: 

- Caracterizar a enzima TcP5CDH do ponto de vista molecular e bioquímico, e,  

determinar o seu papel funcional ao longo do ciclo de vida do parasita; 

 
- Testar análogos do substrato P5C como inibidores específicos da TcP5CDH 

e avaliar as possibilidades desta enzima como alvo terapêutico para a infecção  

pelo T. cruzi; 

 

Específicos: 

 

- Clonar e caracterizar o produto gênico para a enzima TcP5CDH; 

  
- Determinar os parâmetros enzimáticos da TcP5CDH; 
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- Determinar a localização subcelular da enzima TcP5CDH no parasita; 

 
- Determinar os possíveis processos fisiológicos onde a TcP5CDH possa estar 

envolvida; 

 
- Avaliar o efeito da interferência no metabolismo do P5C em T. cruzi; 

 

- Avaliar o papel do metabolismo de prolina, através da enzima TbP5CDH, na espécie 

africana, T. brucei, durante a infecção no seu hospedeiro vetor, a mosca tsé-tsé. 
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4 CONCLUSÕES 
 

 Neste trabalho demonstrou-se que a TcP5CDH é uma enzima funcionalmente expressa 

no protozoário causador da doença de Chagas, o T. cruzi. A TcP5CDH forma um hexâmero, 

tanto na forma apoenzima como em frações mitocondriais do T. cruzi. Este oligômero é 

direcionado à mitocôndria do parasita mediante um PDm. O produto maturo da TcP5CDH 

permanece ligado à membrana interna mitocondrial, possivelmente através de uma hélice-

alfa, onde a face catalítica da enzima parece estar orientada à matriz mitocondrial. A atividade 

da TcP5CDH é um processo dependente do pH do meio, onde em condições fisiológicas, o 

equilíbrio favorece à conversão efetiva e irreversível da forma aldeídica do P5C, o γGSA. 

Este processo está acoplado à concomitante produção de equivalentes reduzidos do tipo 

NADPH e NADH. Os produtos de reação da TcP5CDH, glutamato e NADH participam de 

processos enzimáticos que levam à geração de energia. Esto último pode acontecer por 

fosforilação ao nível do substrato, via ciclo de Krebs ou pela fosforilação oxidativa na CTE. 

Nos dois casos, o succinato é um intermediário chave que pode ser gerado no ciclo de Krebs 

(succinil-CoA sintetase) ou pela TcFMR que reoxida o NADH mitocondrial (P5C-

dependente) e cujos elétrons podem entrar na CTE via C-II produzindo ATP. Além disso, 

vimos que tanto P5C como prolina estimulam o consumo de O2. Em T. brucei a prolina é um 

metabólito chave na relação parasita – hospedeiro. Onde a TbP5CDH também é 

diferencialmente expressa durante o processo de colonização e desenvolvimento na mosca 

tsé-tsé. Tanto TcP5CDH como a TbP5CDH são proteínas altamente conservadas cuja 

regulação da expressão parece estar mediada por eventos pós-traducionais ou interações com 

outros componentes lipídicos, ou proteicos, presentes na MIM como o C-IV ou o C-II. 

A enzima TcP5CDH é diferencialmente expressa nos estágios infectivos do T. cruzi e a 

sua participação nos processo infecciosos do T. cruzi não parece estar ligada somente à 

geração de ATP. Por outro lado, o efeito observado com uma droga, econômica e atualmente 

disponível no mercado, que interfere na atividade TcP5CDH  leva a um efeito tripanocida 

dose-dependente. Portanto, achamos relevante continuar desvendado os papeis secundários 

nos quais a TcP5CDH possa estar envolvida, o que fornecerá mais evidências sobre a 

importância do metabolismo de P5C em tripanossomas.  
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