
7 tai fio 7 o<. l"u 
( ' -

Gb I~~T~TUTO DE QUÍMICA 
t . ' ··-. \ · . . 
; 

.é-o, ~ 
~ , :: , l dv41c;2.. 

.... '0 l; /'..--

BIBLIOTECA :, 

·*1,1. -]· ·· 4f93d __ 

sistema 

INSTITUTO DE OUUJ.lhOA 
UNIVERSIDADE OE SÃO PAtullf..0 

peroxidase tripanotiona-dependente 

em Trypanosoma cruzi 

jorge alberto lópez rodríguez 

são paulo 

2000 



jorge alberto lópez rodríguez 

L ç l <1.., -

BIBLIOT E CA 
INSTITUTO DE QUÍf't.lCA 

Universidade de São Paulo 

sistema peroxidase 
tripanotiona-dependente 

em Trypanosoma cruzi 

tese apresentada ao instituto de 
química da universidade de são 
paulo para a obtenção do título de 
doutor em ciências 
área de concentração: bioquímica 

profa. maria júlia manso alves 
orientadora 

são paulo 

2000 





a 
Aida, Virgínia e Beta, Sonia, Alexandre, Luiz, 
Fátima, Roberto, Dona Ángela, Alzira, Edith, 
Roseli, Marinêi, Renata e Marinêz, para 
quem: 

"cultivo una rosa bianca 
en julio como en enero, 
para el amigo sincero 

que me da su mano franca ... " 

(Versos Sencillos XXXIX de José Martí) 



agradecimentos 

Desejo mui reconhecidamente, agradecer a Bayardo B. Torres, a Célia L. Braga, a 

Cibele R. Carlos, a Débora R. de Oliveira, a Flávio Maximiano, a Henryk Kalisz, a 

Iolanda M. Cuccovia, a J. Ribamar 5. Ferreira Jr., Luciano Fietto, a M. Inês Cardillo, a 

Maria Júlia M. Alves, a Marisa Montemartini, a Milton C.S. Oliveira, a Teima Schwindt, 

a Walter Colli, assim como a todas as PESSOAS, que de uma maneira ou de outra, 

se envolveram com este trabalho, pelo estímulo e pelo encorajamento, recebidos, 

algumas vezes, na forma de críticas cruas e merecidas, bem como pela visão e 

perspectivas científicas e, também, de vida que por elas me foram apresentadas. 

Ainda, expresso o agradecimento às PESSOAS e aos ÓRGÃOS DE FOMENTO 

CIENTÍFICO que, dotados de alto espírito científico, contribuíram generosamente 

com valiosas informações, com doações e outros suportes materiais que 

possibilitaram a realização deste trabalho. 



resumo 

Trypanosoma cruzi, causador da tripanossomíase americana, é um microrganismo 

exposto a uma variedade de espécies reativas de oxigênio, geradas como 

conseqüência do metabolismo de drogas tripanocidas, ou pelo hospedeiro como 

resposta fisiológica à invasão, além daqueles produzidos internamente em 

conseqüência dos processos oxidativos do parasita. Em qualquer circunstância, as 

células precisam proteger-se contra os produtos da redução parcial do oxigênio. 

Os tripanossomatídeos são aparentemente deficientes na defesa antioxidante. 

Embora possuindo uma superóxido dismutase, carecem de glutationa peroxidase e 

catalase, que são necessárias para a remoção do peróxido de hidrogênio. Arém 

disso, glutationa, o maior composto sulfidrílico antioxidante em células de 

mamíferos, está presente em baixas concentrações nos tripanossomatídeos. No seu 

lugar, têm um composto sui generis, um conjugado de glutationa e de espermidina, 

conhecido como tripanotiona (N1, N8-bis(glutationil)espermidina), o qual junto com 

a tripanotiona redutase e o sistema peroxidase tripanotiona-dependente, parece 

estar envolvido no mecanismo de defesa antioxidante em Crithidia fasciculata. Este 

sistema parece existir em outros tripanossomatídeos, representando um importante 

alvo quimioterápico. 

A existência deste sistema metabólico em T. cruzi foi demonstrada iniciatmente por 

uma baixa atividade peroxidásica tripanotiona-dependente, detectada em extratos 

celulares de formas epimastigotas e tripomastigotas. Imunoquimicamente, a 

existência deste sistema foi evidenciada ao se usar anticorpos heterólogos contra 

triparredoxina (Cf16) e triparredoxina peroxidase (Cf21) de C. fasciculata. Enquanto 

a reatividade em epimastigotas de T. cruzi é homogeneamente distribuída no 

citoplasma, as formas tripomastigotas apresentam uma reatividade descontínua 

localizada próxima à membrana plasmática. Os mesmos anticorpos policlonais foram 

utilizados para identificar por Western blot, as proteínas correspondentes em T. 

cruzi, sendo reconhecidas duas proteínas com massas moleculares aparente de 16 

e 21 kDa, Tc16 e Tc21, respectivamente. 

Oligonucleotídeos foram então sintetizados baseados em regiões conservadas de 

seqüências codantes de DNA de peroxirredoxinas de tripanossomatídeos e de 

outros organismos e utilizados em ensaios de PCR com cDNA, amplificando-se um 

produto de 525 pb. Esta seqüência parcial apresentou uma homologia de 75% com 

o gene da triparredoxina peroxidase de C. fasciculata. No mesmo período foi 

depositada no GenBank (acc. n°. AJ012101) uma seqüência codante para uma 



proteína do tipo peroxirredoxina em T. cruzi e que apresentou uma homologia de 

100% em relação à seqüência ( correspondente às posições 1 a 525 de Acc. Nr. 

AJ012101). 

Utilizando a seqüência publicada, novos oligonucleotídeos correspondentes às regiões 

S' e 3' foram desenhados, o gene putativo da triparredoxina peroxidase em T. cruzi 

(Tc21) foi amplificado a partir de DNA de T. cruzi por PCR, o produto clonado no vetor 

pET21b( +) e expresso em E.coli BL21(DE3). A proteína obtida apresentou atividade 

de tripanotiona peroxidase. Esta enzima, a triparredoxina peroxidase é membro de 

uma família de proteínas antioxidantes, denominadas de peroxirredoxinas, que são 

caracterizadas pela presença de dois domínios conservados - VCP, contendo as 

cisteínas envolvidas na catálise. 

Em relação à triparredoxina, apesar das várias tentativas empreendidas, o isolamento 

do respectivo gene foi infrutífero. No entanto, sua existência foi demonstrada por 

Western blot e imunofluorescência usando-se o anticorpo contra a triparredoxina de 

C. fasciculata. A triparredoxina de C. fasciculata é um membro da super-família das 

tiorredoxinas, com uma massa molecular de 16 kDa, maior que a tiorredoxina em 

vertebrados. Embora possuindo o motivo WCPPCR próximo à extremidade N-terminal, 

o qual é similar ao motivo WCGPCK(R), típico do sítio ativo das tiorredoxinas, a 

triparredoxina mostra uma baixa identidade em relação a estas últimas. 

A demonstração da existência de triparredoxina, triparredoxina peroxidase e 

tripanotiona redutase em T. cruzi sugere similaridade com o sistema de peroxidase 

descrito em C. fasciculata e que a defesa antioxidante em T. cruzi envolve um sistema 

enzimático mediado por tripanotiona e dependente de NADPH. 

As evidências disponíveis confirmam a existência do sistema peroxidase 

tripanotiona-dependente em T. cruzi, contrariando a afirmativa prévia da literatura 

que considerava a redução de peróxidos como uma reação não-enzimática. Esses 

resultados abrem a perspectiva de utilização do sistema como um potencial alvo 

para o desenvolvimento de quimioterápicos. 
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The American trypanosome Trypanosoma cruzi is exposed to a variety of toxic 

oxygen metabolites normally produced by endogenous processes as well as by 

responses to drugs ar the action of the immune system. In either case, the cells 

need to be protected against the products of the partial reduction of oxygen. 

Trypanosomes are particularly weak in antioxidant defenses. Although possessing 

superoxide dismutase activity, they lack glutathione peroxidase and catalase which 

are necessary for the remova! of hydrogen peroxide. Moreover, glutathione, the 

major antioxidant sulphydryl compound in mammalicrn cells, is present in low 

concentration in trypanosomes. lhstead they contain a unique cofactor, a 

glutathione-spermidine conjugate, known as trypanothione (N1
, N8~ 

bis(glutathionyl)spermidine) which together with its ancillary enzymes, 

trypanothione reductase and trypanothione-dependent peroxidase system, appears 

to play a central role in the antioxidant defense mechanism in C. fasciculata. This 

system seems to be widespread among trypanosomatids, being an important target 

for a direct chemotherapeutic attack. 

The existence of this metabolic system in the human pathogen T. cruzi is supported 

by a low trypanothione-dependent peroxidase activity. It was found in crude 

extracts of epimastigote and trypomastigote forms using t-butyl hydroperoxide as 

oxidant. The existence of this metabolic pathway in T. cruzi is demonstrated by 

lmmunohistochemistry using antibodies raised against tryparedoxin (Cf16) and 

tryparedoxin peroxidase (Cf21) from C. fasciculata. Epimastigotes and 

trypomastigotes of T. cruzi display strong immunoreactivity by indirect 

immunofluorescence with these antibodies. While in epimastigotes 

immunofluorescence is homogeneously distributed in the cytoplasm, in 

trypamastigostes - the infective form for vertebrates - it appears in a 

discontinuous manner closer to the cytoplasmic side of the plasmic membrane. 

These polyclonal antibodies were employed to identify, by Western blot, the 

correspondening T. cruzi proteins. Two proteins with apparent molecular masses of 

16 and 21 kDa, Tc16 and Tc21, were, respectively, recognized. 

In addition, oligonucleotides were synthesized using sequences based on the 

conserved regions of DNA coding sequence of peroxiredoxin from trypanosomatids 

and other organisms. Using these primers in PCR assays with cDNA, a product with 

525 bp was amplified. This partia! gene sequence shared identity with the 

homologous enzyme of e. fasciculata. The partial tryparedoxin peroxidase gene 

sequence of T. cruzi (Tc21) obtained up to this point (corresponding to positions 1 to 



525) matched 100% with a published sequence presumed to encode a peroxiredoxin

type protein in T. cruzi (acc. nr. AJ012101). 

Taking advantage of this full-length open reading frame, the putative Tc21 gene from 

T. cruzi was amplified from genomic DNA by PCR, cloned the PCR product into the 

vector pET21b( +) and expressed in E.coli BL21(DE3). Activity of tryparedoxin 

peroxidase was mesured by an heterologous coupled system monitoring the NADPH 

consumption upon hydroperoxide addition. This enzyme is a member of the 

peroxiredoxin family of antioxidant proteins and is characterized by the presence of 

two conserved domains - VCP - containing redox active cysteines. 

Although attempted, the isolation of the tryparedoxin gene was not successfull. 

Notwithstanding, the existence of the protein was apparent as seen by Western blot 

and immunofluorescence using the C. fasciculata heterologous antibody. Tryparedoxin 

is a new member of the thioredoxin superfamily of proteins isolated from C. 

fasciculata. With a molecular weight of 16 kDa, it is larger than thioredoxin from 

vertebrates. Moreover, apart from the sequence motif WCPPC near its N-terminus, 

which is similar to the thioredoxin-type active site motif WCGPCK(R), tryparedoxin 

display low similarity to the classical thioredoxin. The active motif WCPPCR is common 

to all known tryparedoxins. 

The demonstration of the existence of tryparedoxin, tryparedoxin peroxidase and 

trypanothione reductase in T. cruzi suggests that the antioxidant defense of this 

pathogenic protozoan also depends on the NADPH-fuelled, trypanothione-mediated 

enzymatic hydroperoxide metabolism, similarly to the C. fasciculata metabolic 

pathway. 

As oppsed to previous claims, the available evidence confirms the existence of 

trypanothione peroxidase activity in T. cruzi, making the enzymes system as 

molecular targets for the design of trypanocidal compounds. 
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1.1 tripanossomatídeos 

Os protozoários flagelados da família Trypanosomatidae estão entre os mais 

freqüentes patógenos de áreas tropicais e sub-tropicais. 

Estes microrganismos têm complexos ciclos de vida, sendo alguns deles os agentes 

causadores de problemas tais como a doença de Chagas (Trypanosoma cruzi), a 

tripanossomiase africana (T. brucei gambiensei e T. b. rhodesiense), leishmaniose 

cutânea (Leishmania tropica), leshmaniose visceral (L donovam), e leishmaniose 

mucocutânea (L mexicana amazonensis). 

Muitos desses agentes patogênicos encontram-se em reservatórios silvestres e 

estima-se que mais de 30 milhões de pessoas sofrem infecções por tripanossomos 

e por leishmanias [102, 103]. 

1.2 Trypanosoma cruzr 

Dentre as doenças parasitárias, encontra-se a doença de Chagas, cujo agente 

etiológico é o protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, pertencente à ordem 

Kinetoplastidae e à família Trypanosomatidae. 

Trypanosoma cruzi é transmitido por insetos triatomíneos hematófagos da família 

Reduviidae, sendo os principais transmissores o Panstrongy/us megistus, o 

Triatoma infestans e o Rhodnius prolixus. Os hospedeiros vertebrados somam uma 

grande variedade de espécies, incluindo o homem. O ciclo biológico do parasita se 

inicia quando triatomíneos se contaminam durante a ingestão de sangue de 

mamíferos infectados contendo a forma tripomastigota. Os parasitas ingeridos 

sofrem uma diferenciação para a forma epimastigota no lúmen intestinal do inseto, 

onde ocorre a proliferação parasitária, que, ao atingirem o intestino posterior, se 

diferenciam em formas tripomastigotas metacíclicas, infectivas, eliminadas nas 

fezes e urina. A infecção pelo T. cruzi inicia-se quando os parasitas eliminados pelo 

inseto encontram uma descontinuidade na pele ou mucosa do vertebrado. No 

hospedeiro, os parasitas invadirão células, sofrendo uma diferenciação para a forma 

amastigota que é o estágio proliferativo no hospedeiro vertebrado. Estas se 

diferenciam sucessivamente para as formas epimastigotas intracelulares [2] e 

tripomastigotas, sendo estas últimas aquelas que poderão cair na circulação ou 

invadir diretamente novas células próximas [10]. 

BIBLIOTECA 
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A doença de Chagas pode apresentar duas fases, uma aguda e outra crônica. 

Freqüentemente, as manifestações clínicas são brandas ou inexistentes, levando a 

que, no diagnóstico clínico, sejam considerados aspectos epidemiológicos 

associados à presença de anticorpos contra o parasita ou à presença do próprio T. 

cruzi. Na fase aguda da doença podem ser encontrados parasitas circulantes, 

enquanto que na fase crônica pode haver comprometimento cardíaco e de outros 

órgãos [10] . 

A doença de Chagas, juntamente com outras parasitoses (leishmaniose, malária e 

esquistossomose), é uma das doenças parasitárias mais sérias da América Latina, 

com um alto impacto sócio-econômico. Dados sorológicos indicam que 18 milhões 

de pessoas estão infectadas com T. cruzi , e que em torno de 100 milhões fazem 

parte do grupo de risco de contrair a infecção [26, 102, 103]. Como enfermidade 

enzoótica, a tripanosomiase americana tem uma difusão muito ampla, abrangendo 

praticamente as três Américas e estendendo-se a endemia a outros países devido à 

migração, como é mostrado na figura 1 [79]. 

A doença pode ser transmitida por vários mecanismos. O mais importante e já 

citado é a transmissão via inseto vetor, repensável por mais de 80% da 

contaminação de humanos pelo parasita. Os programas de saúde pública têm 

fomentado o controle domiciliar mediante o uso de inseticidas, na tentativa de 

interromper o ciclo de transmissão que envolve o vetor triatomíneo, permitindo que 

89% dos municípios em regiões altamente endêmicas no Brasil estejam livres desta 

forma de transmissão. Esse tipo de controle, no entanto, não permite 

descontinuidade no programa e o grande número de barbeiros encontrados em 

algumas regiões do Brasil, como o Nordeste, têm alarmado os pesquisadores da 

área. A figura 2 mostra a distribuição geográfica das principais espécies de vetores 

triatomíneos de T. cruzi [83]. 

A transfusão sangüínea é o segundo mecanismo importantede transmissão. Por isso 

os métodos de controle têm tido grande ênfase nos bancos de sangue, levando a 

uma redução de 6,5% para 1 %, na taxa de contaminação por transfusão sangüínea 

[80]. A transmissão congênita, embora numericamente menor, é o terceiro mais 

importante mecanismo de transmissão [26]. Outras formas são o transplante de 

órgãos e a contaminação acidental. Embora os avanços obtidos nos últimos anos no 

controle do vetor e transfusão sangüínea, o problema com as pessoas já infectadas 

permanece sem solução [26, 102, 103]. Na tabela 1 são apresentados dados 

referentes à prevalêcia e incidência da doença de Chagas em países do cone sul, de 

acordo com publicações da Organização Mundial da Saúde [103]. 
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Distribuição geográfica da contaminação humana por T. cruzi e migraçao 
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vetores de T. cruzi [c.f. 83] 
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1.3 quimioterapia 

Não existindo vacinas capazes de prevenir a infecção por Trypanosoma, a 

quimioterapia é a única possibilidade de tratamento da população infectada [26, 

96]. No entanto os quimioterápicos mais utilizados neste caso são inadequados face 

à baixa eficiência e à alta toxicidade, além da possibilidade de aumento da 

resistência dos parasitas às drogas. 

Na tripanossomíase africana, causada por organismos da sub-espécie brucei, 

drogas como pentamidina, a.-difluorometilornitina, suramina e melarsoprol 

continuam sendo usadas na fase aguda, sendo altamente tóxicas para o paciente e, 

ainda, espécie-efetivas. Com Leishmania sp, o tratamento é feito com antimônio 

pentavalente, cuja toxicidade não é tão séria para o paciente, mas o 

desenvolvimento de resistência é responsável pelo aumento da doença observado 

[c.f. 70]. 

Com a doença de Chagas, apesar da ênfase dada ao controle para a interrupção da 

transmissão, a necessidade de tratamento à população infectada permanece. A 

quimioterapia usada, baseada em compostos nitrofurânicos (nifurtimox) e, 

principalmente, em nitroimidazólicos (benzonidazol), é efetiva na fase aguda onde 

foi observada uma alta eficácia, traduzida pela cura de 76% dos pacientes tratados. 

Na fase crônica da doença, tem sido observado um resultado oposto, observando

se um fracasso em 77% dos casos, uma cura de apenas 8% e um resultado 

duvidoso em 16% dos pacientes [14]. É necessário ressaltar que a eficácia do 

tratamento com benzonidazol tem sido verificada apenas em crianças [102]. 

Mesmo assim, os resultados mostram que estas drogas são parcialmente efetivas, 

sendo atribuído o fracasso no tratamento não à droga, mas ao parasita, pois 

algumas cepas de T. cruzi mostram diferentes graus de sucetibilidade aos 

quimioterápicos como é apresentado na tabela 2 [11]. Além do metabolismo da 

droga em si, sua absorção pelo parasita tem que ser considerada nesse contexto 

[93, 94]. Além disto, as drogas antes citadas causam sérios efeitos colaterais ao 

agirem inespecificamente sobre o binômio parasita-hospedeiro [14, 65, 72]. 

Em relação ao mecanismo de ação do nifurtimox, acredita-se que o mesmo exerce 

efeitos citotóxicos devido à redução de grupos nitro em radicais nitroânions e 

espécies reativas de oxigênio. Benzonidazol, cujo modo de ação não está bem 

elucidado, gera radicais nitroânions e espécies de oxigênio, num mecanismo de 

reação que envolve a modificação covalente de macromoléculas via intermediários 

da nitrorredução [55, 56, 57]. 
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Tabela 2 Porcentagem de cura em grupos de camundongos inoculados com 

diferentes cepas de T. cruzi e tratados com agentes quimioterápicos 

ativos 

Cepa Quimioterápico Dose Camundongo % de 
cura 

Nº tratado/nº curado 

CL nitrofurazona 100 mg/Kg, 25 x 54 / 32 59,2 

y nitrofurazona 100 mg/Kg, 25 X 48 / O 0,0 

Berenice nifurtimox 100 mg/Kg, 20 X 60 / 53 88,3 

CL nifurtimox 100 mg/Kg, 20 X 34 / 26 76,4 

y nifurtimox 100 mg/Kg, 20 X 33 / 6 18,1 

FL nifurtimox 100 mg/Kg, 20 X 58 / 13 22,4 

CL 2-nitroimidazol 100 mg/Kg, 20 X 35 / 12 34,3 

y 2-nitroimidazol 100 mg/Kg, 20 X 33 / 3 9,0 

[retirada da referência 11] 

A busca de componentes específicos do parasita tem sido o objetivo de vários 

trabalhos. Nela, componentes celulares, fisiologicamente relevantes como alvos, 

tornam-se fundamentais para o desenho e descoberta de medicamentos para o 

combate às doenças infecto-contagiosas, como as causadas por diversos 

tripanossomos. Neste sentido, esforços multidisciplinares têm enfatizado diversos 

aspectos (bioquímico, genético, imunológico, biológico), em que o alvo é 

identificado e caracterizado em relação a sua estrutura e a sua função. Possíveis 

alvos quimioterápicos têm sido identificados especialmente através da bioquímica 

comparada (e.g. ergosterol, tripanotiona) e da biologia comparativa (e.g. 

cinetoplasto). As principais áreas consideradas para uma intervenção 

quimioterápica são apresentadas na tabela 3, onde são feitas as citações referentes 

aos alvos potenciais. Esta tabela deverá ser rapidamente ampliada quando o 

genoma humano e o do parasita forem conhecidos, expondo novos possíveis alvos 

para o desenho racional de quimioterápicos (105]. 



Tabela 3 Identificação de potenciais alvos quimioterápicos em T. cruzi 

Alvo quimioterápico 

tripanotiona (tióis, poliaminas, metabolismo AdoMet) 

purinas 

metabolismo do folato e da pteridina 

biossíntese do mRNA ("trans-splicing") 

cinetoplasto 

biossíntese do ergosterol 

transialidase, âncora de GP! 

proteinases (e.g. cisteína proteinases) 

glicossomo 

AdoMet: adenosil metionina; GPI: âncoras de glicosil-fosfatidil inositol 

1.4 processo de detoxificação de peróxidos 

1.4.1 em células de mamíferos 

referência 

7,48, 77 

76,95 

68 
1, 58 

81, 88 

97 

25,33 

24, 66 

17,99 

9 

Todos os organismos aeróbios apresentam defesa contra o estresse oxidativo 

causado por espécies reativas de oxigênio geradas durante o metabolismo 

oxidativo. Entre elas estão o ânion superóxido (02• - ), o peróxido de hidrogênio 

(H202), o radical hidroxila (OH·) e seus sub-produtos. Essas espécies danificam 

biomoléculas, como proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. Para prevenir esse dano 

celular, ao longo da evolução foi selecionado um sistema de defesa pelos 

organismos que compreende várias enzimas e moléculas antioxidantes com um 

papel vital na detoxificação, como a catalase, a superóxido dismutase, uma 

variedade de peroxidases e o sistema da glutationa [13, 23]. Assim, por exemplo, a 

superóxido dismutase catalisa a transformação do 02- em H202 + 02, enquanto que 

H202 é decomposto a H20 + 02 pela catalase, peroxidases e glutationa peroxidase. 

Embora a catalase seja capaz de decompor H20 2, é praticamente inativa frente a 

hidroperóxidos orgânicos, diferentemente da glutationa peroxidase que é altamente 

ativa com os compostos antes citados [98]. 

Em células de mamíferos, a principal via de detoxificação de H20 2 envolve a 

glutationa peroxidase, que age conjuntamente com NADPH, glutationa e glutationa 

redutase. A glutationa, o tripeptídeo L-y-glutamil-L-cisteinilglicina, é um composto 

tiólico de baixo peso molecular envolvido na manutenção do equilíbrio redox e na 

regulação de diversos aspectos do metabolismo, ao agir com uma coenzima em 

várias reações conjugando-se com xenobióticos e com metabolitos altamente 

reativos [32, 60]. A forma reduzida da glutationa (GSH) funciona como um agente 

protetor, mantendo o ambiente intracelular reduzido ao ser oxidada à forma 
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dissulfeto (GSSG). A glutationa redutase preserva os níveis tiólicos ao catalisar a 

redução da forma dissulfeto. A figura 3 esquematiza a síntese da glutationa (A), o 

seu mecanismo de proteção contra as espécies de reativas de oxigênio (B) e a sua 

fórmula molecular (C). 

A 
Glu + Cys 

1 t 
y-Glu-Cys 

2 ~Gly 

B 
GSH 

NADPH X GR,,x X X GPx.x ROOH 

NADP+ GRred GSSG GPxred ROH + H2O 

/ 
e 

Figura 3 Glutationa 

A) biossíntese da glutationa [98] 
B) mecanismo de antioxidante [98] 
C) fórmula da glutationa dissulfeto [7] 

GSH = glutationa; GSSG = glutationa dissulfeto 

1. y-glutamilcisteína sintetase; 2. glutanotiona sintetase 
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1.4.2 em tripanossomatídeos 

Os tripanossomatídeos na infecção do hospedeiro vertebrado estão inevitavelmente 

expostos a espécies reativas de oxigênio, geradas internamente como produto de 

processos oxidativos do parasita, ou pelo hospedeiro como resposta fisiológica à 

invasão ou, ainda, como conseqüência do metabolismo redutivo de drogas, como 

nifurtimox e benzonidazol [27, 28]. A capacidade destes organismos em 

metabolizar hidroperóxidos tem sido controversa e objeto de longas discussões. 

Os tripanossomatídeos têm requisitos de 02 que dependem das espécies e do 

estágio do ciclo de vida do parasita [8, 23]. Enquanto que os tripanossomos 

africanos no estágio sangüícola são aeróbios, T. cruzi, Leishmania e Crithidia são 

aeróbio-facultativos. Embora possuam uma superóxido dismutase contendo ferro 

que previne o acúmulo de 02- [40, 52, 89], foi observada uma deficiência nos 

mecanismos enzimáticos para a remoção de H202, tais como catalase e glutationa 

peroxidase, comuns em eucariontes superiores, porém ausentes ou presentes 

apenas em baixíssima atividade nesses organismos [8, 27, 28, 74, 75]. Embora 

houvesse sido descrita uma atividade de glutationa redutase, posteriormente foi 

demonstrado que a capacidade do parasita para reduzir H202 era dependente de 

um cofator tiólico, um conjugado de glutationa e espermidina, denominado 

tripanotiona [TS2; N1-N8-bis(glutationil)espermidina] (Fig. 4) [30, 31]. Como em 

outros microrganismos, o acúmulo de dissulfetos afeta o equilíbrio tiólico-redox e, 

conseqüentemente, a atividade metabólica dos tripanossomatídeos. Uma 

flavoproteína dissulfeto redutase NADPH-dependente, a tripanotiona redutase, foi 

isolada como sendo a responsável pela manutenção da tripanotiona na forma ditiol 

[T(SHh] dentro da célula [49]. A tripanotiona constitue o maior tiol ácido solúvel 

nesta família, cuja biossíntese está claramente elucidada, envolvendo duas 

enzimas, a glutationilespermidina sintetase e a tripanotiona sintetase [47, 91], 

como é mostrado na figura 4. 

A espermidina é uma poliamina, família de compostos químicos de baixo peso 

molecular, presente intracelularmente em concentrações na ordem de miligramas, 

tanto em procariontes como eucariontes. As poliaminas estão envolvidas numa 

ampla gama de funções biológicas, como a síntese proteica, o crescimento e o 

desenvolvimento celular. O interesse nas poliaminas em protozoários cinge-se ao 

fato de que seu metabolismo é inibido por drogas antiparasitárias (e.g. 

difluorometiornitina). Em tripanossomatídeos, a espermidina é também um 

precursor essencial na biosíntese da tripanotiona [32]. 



A 

B 

Figura 4 

3 
AdoMet - dAdoMet AdoSMe 

\ j Gly 

Om ~ Put ~ Spd ~ 6 / GSH~ y Glu-Cys- Glu + Cys 

4 5 1 2 1 

GspdSH 

7 rGSH 
/T(SHJ,~ 

Tripanotiona 

A) biossíntese de tripanotiona (32, 47, 91] 
B) fórmula molecular da tripanotiona dissulfeto [7] 

TS2 = tripanotiona dissulfeto; T(SHh = dihidrotripanotiona; Orn = ornitina; 
Put = putrescina; Spd = espermidina; GSH = glutationa; 
GSH-Spd = glutationilespermidina; AdoMet = adenosil metionina; 
dAdoMet = adenosil metionina descarboxilada; AdoSMe = metiltioadenosina 

1. 5-adenosilmetionina descarboxilase; 2. ornitina descarboxilase 
3. 5-adenosilmetionina sintetase; 4. y-glutamilcisteína sintetase; 
5. glutanotiona sintetase; 6. glutationil espermidina sintetase; 
7. tripanotiona sintetase 

12 
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T. cruzi difere de outros membros da família Trypanosomatidae pela sua 

incapacidade de sintetizar putrescina de novo e depende completamente de 

poliaminas exógenas para o seu crescimento, podendo usar cadaverina para 

sintetizar homotripanotiona, [N 1-N9-bis(glutationil)aminopropilcadaverina], um 

análogo da tripanotiona (Fig. 5). Os parâmetros cinéticos da homotripanotiona 

determinados em relação à tripanotiona redutase foram similares aos da 

tripanotiona. Isto explicaria o fato de que inibidores de descarboxilases tenham 

pouco efeito sobre T. cruzi, devido à ausência dessas enzimas e à habilidade do 

parasita para usar as diaminas do seu meio ambiente [39] . 

• H:. 

Figura 5 Fórmula molecular da homotripanotiona 

Recentemente, foi detectada tripanotiona em Entamoeba histolytica [73]. Outros 

estudos, porém, têm sugerido que o metabolismo com esse tiol está ausente ou é 

quantitativamente insignificante neste parasita [5], deixando por enquanto este 

composto restrito aos tripanossomatídeos. Um outro composto tiólico, o ovotiol, 

envolvido em funções antioxidantes, foi isolado em L donovani [84] e C. fasciculata 

[85], porém até o presente não foi detectado em T. cruzi. 

Embora as trocas entre tióis e dissulfetos ocorram de maneira não-enzimática em 

outros tripanossomatídeos, T. cruzi possue uma enzima denominada tripanotiona

glutationa tioltransferase para catalisar este processo [67]. O motivo para isto não 

é conhecido, porém é possível que níveis de tripanotiona se tornem limitantes neste 

parasita ao se esgotarem as poliaminas. Embora a tripanotiona seja o maior 

componente tiólico em tripanossomatídeos, uma quantidade significativa de 

glutationa está presente em T. cruzi. Faltando glutationa redutase, um acúmulo de 
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GSSG e de dissulfetos (RSSR) afetam o equilíbrio redox tiólico e sua atividade 

metabólica geral, sendo, pois necessária a redução de dissulfetos. Na tabela 4 são 

apresentadas as concentrações de glutationa, espermidilglutationa e tripanotiona 

presentes em vários tripanossomatídeos [32]. 

Tabela 4 Níveis de glutationa, glutationilespermidina e dihidrotripanotiona 

GSH total GSH reCUQerado como (%} 

Organismo nmol/108 células GSH GSH-SPD T(SH)i 

T. brucei (sangüícola) 5,6 24 5 71 

T. brucei (procíclica) 11,4 27 4 69 

C. fasciculata (fase exponencial) 51,1 12 20 68 

C. fasciculata (fase estacionária) 38,7 10 68 22 

L. b. guyanensis (promastigotas) 13,7 14 4 82 

L. donovani (promastigotas) 15,6 14 4 82 

T. cruzi (eQimastigotas} 9,5 19 2 79 

[retirada da referência 32] 

GSH total = [GSH] + [GSH-SPD] + [T(SHh] 
GSH = glutationa; GSH-SPD = glutationilespermedina; T(SHh = dihidrotripanotiona 

Penketh e Klein [75] descreveram que formas sangüícolas de T. b. brucei podiam 

metabolizar H2O2 por um mecanismo diferente do hospedeiro, embora catalase e 

glutationa peroxidase estivessem ausentes. O mecanismo envolvia NADPH e o 

cofator T(SH)i. Foi observado atividade de tripanotiona redutase, porém baixa 

atividade de tripanotiona peroxidase. Em contrapartida, observaram alta atividade 

da via das pentases, levando os autores a sugerir que o consumo de H2O2 

dependente de NADPH era o mecanismo envolvido na detoxificação. 

Ao identificarem uma atividade de peroxidase tripanotiona-dependente em T. brucei 

e C. fasciculata, Henderson et a/ii [37] consideraram-na como o único mecanismo 

para a remoção de peróxidos. Assim, a priori, foi estabelecido um sistema análogo 

ao glutationa redutase/glutationa peroxidase da célula hospedeira . Atividades 

similares foram determinadas em outras espécies de Trypanosoma e Leishmania, 

que levou à conclusão de que esse processo no metabolismo de H2O2 era comum 

em tripanossomatídeos [74]. Posteriormente, Carnieri e colaboradores [15] 

confirmaram uma limitada capacidade de detoxificação de H2O2 em diferentes 

estágios de T. cruzi. Na forma epimastigotas foram determinadas atividades de 

oxidase e peroxidase NADPH-dependentes, porém ausência de atividade 

peroxidásica tripanotiona-dependente. A atividade NADPH-peroxidase foi 

extremamente baixa quando comparada àquela presente em células de mamíferos, 

BIBLIOTE CA 
INSTiTUTO DE QUÍMICA 
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levando à sugestão de que a redução de H20 2 seria um evento não-enzimático 

envolvendo tióis intracelulares. 

Esta controversa situação foi elucidada por Nogoceke et alii [71] ao demonstrarem 

em C. fasciculata que o sistema peroxidase tripanotiona-dependente é constituído 

por duas diferentes enzimas, uma com massa molecular de 16 kDa e outra de 21 

kDa, denominadas de triparredoxina e triparredoxina peroxidase, respectivamente. 

Um processo enzimático envolvendo duas proteínas, portanto contrário às 

expectativas anteriores que pressupunham uma enzima análoga à glutationa 

peroxidase [37]. Os autores também demonstraram que o processo de 

detoxificação de H20 2 e outros peróxidos é catalisado por uma cascata de três 

diferentes óxidorredutases: a tripanotiona redutase, triparredoxina e a 

triparredoxina peroxidase, usando a tripanotiona como doador de elétrons. O 

esquema de reações redox desde o NADPH até o hidroperóxido é mostrado na 

figura 6 [71], onde a tripanotiona redutase reduz a tripanotiona, a qual reduzirá a 

triparredoxina. A triparedoxina ao reduzir a ligação dissulfeto (Cys52 
- Cys173

) gera 

por sua vez a forma ativa da peroxidase, que é capaz de efetuar a redução de 

hidroperóxidos. 

Figura 6 Fluxo de equivalentes reduzidos de NADPH a hidroperóxido [71] 

TR: tripanotiona redutase; T: tripanotiona; TryX: triparredoxina; 

TryP: triparredoxina peroxidase; ROOH: peróxido 

A triparredoxina é quimicamente um membro distante da família da tiorredoxinas. 

Sua massa molecular excede à da massa típica de tiorredoxinas [71], e o motivo 

WCPPCR apresenta baixa similaridade com o motivo WCGPCK(R) das tiorredoxinas 

[38]. Recentemente, por mutagênese pontual no motivo WCPPCR, foi confirmado 

não apenas que a triparredoxina exerce a sua atividade através dele, como 

também, que as cisteínas do mesmo estão envolvidas na catálise [87]. 
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Funcionalmente, esta enzima pode ser denominada de tripanotiona: peroxirredoxina 

oxidoredutase, por aceitar os equivalentes da redução da tripanotiona e transferi

los para a triparredoxina peroxidase. 

A triparredoxina, contudo, pode servir para outros propósitos. Lüdemann et alii 

[54] ao isolarem esta proteína de T. brucei mostraram que a forma reduzida da 

mesma é substrato para a ribonucleotídeo redutase. Desta maneira, as 

triparredoxinas poderiam ser mediadores pleiotrópicos nos parasitas, assim como 

as tiorredoxinas o são em outros organismos [34, 35]. Assim, esta enzima poderia 

ser igualmente importante na defesa antioxidante e na biossíntese do DNA [87]. 

A triparredoxina peroxidase, uma triparredoxina:hidroperóxido oxidorredutase, 

pertence à família de proteínas quimicamente denominada de peroxirredoxinas. 

Peroxirredoxinas compreendem diferentes enzimas antioxidantes tiol-específicas 

com diversas atividades biológicas, descritas inicialmente em leveduras [19, 45, 

69], mas que estão amplamente distribuídas em protozoários e helmintos [59] e 

em mamíferos [18, 20, 21, 44, 46]. São enzimas envolvidas num mecanismo de 

defesa contra o dano oxidativo de macromoléculas [104]. A triparredoxina 

peroxidase é uma típica peroxirredoxina com duas cisteínas conservadas (Cys52 e 

Cys173
) contidas em dois motivos VCP, próximos às regiões N- e e-terminais, 

respectivamente [64], e envolvidos na atividade catalítica da enzima [63, 71]. 

Estudos recentes têm identificado e caracterizado um novo tipo de peroxirredoxinas 

em mamíferos, contendo um único resíduo conservado de cisteína e denominadas 

de 1-Cys Prx. Embora possuam uma alta atividade antioxidante, o seu papel 

biológico não foi ainda esclarecido [51, 59]. 

Assim, aparentemente, os tripanossomatídeos apresentam uma complicada via, 

embora não muito eficiente, para a remoção de hidroperóxidos, ao requerer três 

enzimas (Fig. 6), diferentemente do sistema mediado por glutationa, onde apenas 

duas proteínas participam da transferência de equivalentes do NADPH até o 

hidroperóxido. O sistema tiorredoxina-dependente requer três enzimas mas, em 

contraste com o sistema tripanossomatídico, não envolve um mediador de baixo 

peso molecular. O sistema tripanotiona revela-se, portanto, diferente em relação 

aos sistemas análogos em mamíferos; enquanto, a tripanotiona redutase possui 

ainda uma identidade com as típicas glutationas redutases de mamíferos, o 

restante do sistema apresenta características específicas , como é mostrado na 

figura 7, onde são comparados vários sistemas de detoxificação. Há entre estas 

redutases uma identidade de cerca de 40%, principalmente na região do sítio ativo, 

não sendo contudo idênticas [7]. 
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1 2 4 
NADP+ NADPH NADP+ NADPH NADP+ NADPH 

>-< TR,ed TRox >-< TxR,e TxROX >-< AhpFred 

>-< 
Txox Tx red 

>-< Pxn,ed Pxn0 x GPx0 x GPx,ed AhpC0 x AhpCred 

>-< >-< >-< ROH + H20 ROOH ROOH ROH + H20 ROOH ROH + H20 ROH + H20 ROOH 

Figura 7 Comparação de sistemas de detoxificação de hidroperóxido dependentes 
de NADPH 

1. sistema peroxidase tripanotiona-dependente [71] 
2. sistema mediado pela tiorredoxina [45, 59] 
3. sistema mediado pela glutationa [98] 
4. sistema alquil hidroperóxido redutase [20, 59] 

As proteínas catalisadoras são destacadas na figura. 

Recentemente, os genes da triparredoxina e da triparredoxina peroxidase em C. 

fasciculata foram clonados, seqüenciados, expressos e funcionalmente 

reconstituídos [36, 62, 90]. Analogamente em L major [41, 53], como resultado do 

projeto genoma, um sistema funcional peroxidase tripanotiona-dependente foi 

detectado. Em T. b. rhodesiense [29] e em T. b. brucei [54] têm sido isolados os 

genes da triparedoxina peroxidase e da triparredoxina, respectivamente. Estes 

estudos têm permitido ainda verificar que essas proteínas são codificadas por genes 

presentes em várias cópias, uma característica freqüente observada na família 

Trypanosomatidae e evidenciadas também em relação a estas proteínas [36, 53, 

62, 64, 90, 100]. Recentemente em T. cruzi, dados experimentais têm sugerido 

que em relação à triparredoxina peroxidase, existe uma família multicópia [101]. 

A descoberta desta cascata enzimática redox e a sua confirmação em outros 

tripanossomatídeos abre perspectivas para potenciais pontos de desenvolvimento 

de inibidores, considerando-se que a quimioterapia atualmente usada é 

insatisfatória . Os trabalhos recentes de cristalização da triparredoxina e da 
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tripanotiona redutase poderão permitir o seu uso potencial como modelo estrutural 

na identificação e aperfeiçoamento de uma ampla faixa de novas drogas contra as 

infecções tripanossomais [3, 7, 43]. 

1.5 objetivos 

Considerando que a descoberta do sistema peroxidase tripanotiona-dependente em 

C. fasciculata e as perspectivas que o seu estudo poderia significar para o 

desenvolvimento de quimioterápicos, tornou-se importante evidenciar se o referido 

sistema existia em T. cruzi. Com base nisto, foram propostos os seguintes objetivos 

específicos: 

1. detecção imunoquímica deste sistema redox mediante a utilização de 

anticorpos obtidos contra a triparredoxina e triparredoxina peroxidase de C. 

fasciculata; 

2. isolamento, clonagem e expressão do genes da triparredoxina e da 

triparredoxina peroxidase. 
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2. material e métodos 
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2.1 parasitas 

Trypanosoma cruzi cepa Y foi utilizado para este estudo. A forma tripomastigota foi 

obtida por infecção de culturas de células LLC-MK2, conforme metodologia descrita 

por Andrews e Colli [ 4]. A forma epimastigota de T. cruzi foi cultivadoa em meio 

LIT sob agitação a 28ºC [16]. 

2.2 preparação de extratos celulares de parasitas 

2.2.1 extrato celular total 

Os parasitas previamente lavados com PBS foram ressuspensos em tampão de lise 

(tris-HCI 10 mM, pH 7,5; NaCI 150 mM; NP-40 a 1 %; PMSF 2mM; TLCK lmM; 

antipaína 2µg/ml, leupeptina l0µg/mL) e homogeneizados. 

2.2.2 obtenção das frações membranar e solúvel 

Os parasitas (epimastigotas e tripomastigotas), após lavagem com PBS , foram 

ressuspensos em tampão de lise (Hepes 20 mM pH 7,6; KCI 10 mM; EDTA 2 mM; 

TLCK 0,1 mM; PMSF 2mM; leupeptina l0µg/mL; inibidor de tripsina 0,15µg/mL) e 

sonicados a 4ºC com 10 pulsos de 15s com intervalos de 2 min entre cada pulso. O 

extrato obtido foi centrifugado (800xg/10min, Sorvall Instruments, Modelo RC5C), 

sendo o precipitado descartado e o sobrenadante centrifugado a 106xg por lh a 4ºC 

(Beckman modelo LS-M). Desta maneira, foram obtidas as frações solúvel e 

membranar dos parasitas. A fração membranar (precipitado) foi ressuspensa em 

tampão fosfato de potássio 10 mM, pH 7,4, contendo PMSF 2mM e EDTA 1 mM, e 

submetida à homogeneização (Potter-Elvehjem). 

2.3 determinação de concentração proteica 

A concentração protéica das amostras foi avaliada espectrofotometricamente de 

acordo com o método de Bradford [9], usando a albumina sérica bovina como 

padrão. 

2.4 eletroforese 

2.4.1 eletroforese em gel de poliacrilamida 

As proteínas dos extratos celulares dos parasitas utilizados foram fracionadas por 

eletroforese em condições desnaturantes usando-se géis contínuos a 12% [50]. De 
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acordo com as necessidades experimentais, os géis foram corados ou 

eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose. 

2.4.2 eletroforese em gel de agarose 

As eletroforeses para DNA foram feitas em gel de agarose em concentrações 

variando de 1 a 1,5%, de acordo com o experimento, em TAE (Tris-acetato 40mM, 

pH 8, EDTA 1 mM) contendo 0,Sµg de brometo de etídeo/mL de gel. As amostras 

foram ressuspensas em tampão de amostra contendo Ficoll 400 a 15%, azul de 

bromofenol a 0,25% e xileno cianol a 0,25% [78]. 

2.5 ensaio enzimático 
A atividade da triparredoxina peroxidase de T. cruzi foi determinada a 27ºC, como 

descrito por Nogoceke et alii [71], exceto que no presente trabalho a T(SHh foi 

gerada enzimaticamente a partir da TS2• A quantificação foi feita em ensaio 

heterólogo contendo NADPH 100 mM, EDTA 1 mM, peróxido de t-butila 50 µM, TS2 

45 µM, tripanotiona redutase 0,4 U, triparredoxina de C. fasciculata (Cf16) 12µg, 

triparredoxina peroxidase de T. cruzi (Tc21) 15µg em HEPES S0mM, pH 7,6. O 

consumo de NADPH foi medido espectrofotometricamente a 340nm. A atividade 

enzimática foi expressa como nmol de NADPH oxidado min-1 mL-1 ou nmol de 

NADPH oxidado min-1 mg-1
. 

2.6 obtenção de anticorpos 
Os anticorpos foram obtidos por imunizações com 3 e 30 µg de proteína, 

administrada em intervalos de 7 e 15 dias em camundongos e em coelho, 

respectivamente. O antígeno foi administrado em adjuvante de Freund completo no 

primeiro inóculo e em adjuvante de Freund incompleto para os inóculos 

subseqüentes. As rotas de imunização foram intraperitoneal (camundongos) e 

subcutânea (coelho). Os antígenos usados foram triparredoxina peroxidase 

recombinante de T. cruzi (Tc21) e de C. fasciculata (Cf21), assim como 

triparredoxina de C. fasciculata (Cf16). As proteínas de C. fasciculata foram cedidas 

pelo Dr. H. Kalisz e pelo Dr. L. Flohé, da Gesellschaft für Biotechnologische 

Forschung (GBF) e da Technische Universitat, Braunschweig - Alemanha, 

repectivamente. Após 6 imunizações, o coelho foi sangrado por punção cardíaca e 

os camundongos por punção do plexo radial. O sangue coletado foi coagulado a 

37°C por lh, permanecendo depois a 4°C durante a noite. O soro foi coletado por 

centrifugação a 1000 x g e armazenado a -20ºC. 

2.7 localização imunoquímica do antígeno 
2.7.1 reação de imunofluorescência indireta 

As formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foram lavadas com PBS, pH 

7,5 e fixadas com p-formaldeído a 2% em PBS pH 7,5 por lh à temperatura 

ambiente. Os parasitas foram lavados e depositados sobre as lâminas e estocadas a 
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-20ºC até a sua utilização. As células foram incubadas com o primeiro anticorpo a 

37ºC durante 30 min em câmara úmida, lavadas com PBS e incubadas com o 

segundo anticorpo (anti-imunoglobulina total, anti-IgG ou anti-IgM de camundongo 

ou coelho) conjugado a isotiocianato de fluoresceína, sob as condições da primeira 

incubação. Após a lavagem da lâmina com PBS, a preparação foi observada em 

microscópio de epi-fluorescência e as imagens captadas por computador. 

2.7.2 western-blot 

As proteínas foram fracionadas em gel de poliacrilamida-SDS a 12% [item 2.4.1] e 

eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (Bio Rad) a 50 volts por 16-18 

horas a 4ºC em tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 4,9 

M, pH 8,5) . Ao final da transferência, a membrana de nitrocelulose foi corada com 

Ponceau S a 0,2% em ácido acético a 1 % por 10 min e lavadas com água 

deionizada. A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com leite desnatado a 3% 

(p/v) em TBS- T (TBS 50mM pH 7,5 Tween 20 a 0,03%) durante 30 min à 

temperatura ambiente, e em seguida incubada com o anticorpo desejado, diluído 

em leite desnatado a 3% (p/v) em TBS-TT (TBS 50mM pH 7,5 Tween 20 a 0,03%, 

Triton X-100 a 0,05%) durante a noite a 4ºC. Findo este período, a membrana foi 

lavada 5 vezes por 10 min com TBS-T, bloqueada novamente como descrito 

anteriormente e incubada por 2 h à temperatura ambiente com o anticorpo 

secundário (anti-IgG apropriada conjugada com peroxidase) diluído na solução de 

bloqueio. Após lavagem com TBS-T, a membrana foi revelada por 

quimioluminiscência (ECL- Amersham-Pharmacia) e autorradiografada. 

2.8 extração de DNA genômico de Trypanosoma cruzi 

As formas epimastigotas (109 parasitas/mL) foram ressuspensas numa solução 

contendo NaCI 150mM, EDTA 100mM, Tris 10mM pH 8, lauril sarcosinato de sódio a 

0,5% e RNAse A (livre de DNAses) 10µg/mL, deixando a solução em repouso por 5 

min à temperatura ambiente. Os parasitas em suspensão foram lisados, incubando

os com proteinase K (100µg/mL) a 50ºC por 30 min com agitação esporádica. Após 

esta etapa, o DNA foi extraído com fenol tamponado (pH 8), com fenol-clorofórmio 

e com clorofórmio [92] . 

2.9 extração de RNA de Trypanosoma cruzi e síntese de cDNA 

Os parasitas (109/ml) foram centrifugados para remoção do meio de cultura e 

lisados em soluções monofásicas de fenol e de isotiocianato de guanidina 

(TRIZOL@Reagent, Gibco BRL). 
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A síntese da primeira fita de cDNA foi feita a partir de RNA total (5µg) da forma 

epimastigota de T. cruzi, usando-se o oligo Not I-d(T)i8 como oligonucleotídeo de 

extensão numa reação catalisada pela transcriptase reversa (TimeSaver® cDNA 

Synthesis kit, Pharmacia Biotech). 

2.10 isolamento do gene da triparredoxina peroxidase 

2.10.1 amplificação parcial do gene 

Três oligonucleotídeos foram utilizados para esta amplificação; dois deles, 

desenhados com base nos motivos VCP conservados nas regiões consenso N- e e
terminal da família das peroxirredoxinas (Prx-3': 5'-CCGCTGGGCACACYTCNCCRTG-

3' e o Prx-5': 5'-CCGATGGACTTCACNTTCGTBTGYCC-3') e um terceiro, 

correspondente ao mini-exon (ME-5': 5'-AACGCTATTATTGATACAGTTTCTG-3'), 

região altamente conservada na extremidade 5' nos genes dos tripanossomatídeos 

[58]. RNA total da forma epimastigota de T. cruzi foi transcrito reversamente em 

cDNA fita simples e a reação de amplificação foi feita por RT-PCR, usando-se como 

molde o cDNA (lµL), oligonucleotídeos iniciadores (100 pmoles), dNTP (0,2mM de 

cada), tampão para PCR (Tris-CI 10 mM, pH 9, KCI 50 mM, MgCl2 1,5 mM) e Taq 

DNA polimerase (2,5 U) para um volume de reação de 50 µL. As condições de 

amplificação foram a) desnaturação a 94ºC (30s); b) hibridação a 50 e 60ºC (45s) e 

c) extensão a 72ºC (lmin). Os produtos da reação foram separados em gel de 

agarose e a sua purificação foi feita mediante solubilização da agarose com Nal, 

seguida da adição de pérolas de vidro para isolar o DNA e posterior eluição do 

mesmo com um tampão Tris-HCI 10 mM pH 8 e EDTA 1 mM (Sephaglas™ 

BandPrep, Amersham Pharmacia Biotech). 

O DNA obtido foi subclonado no vetor pMOSB/ue (Amersham) para seqüenciá-lo 

pelo método da cadeia de terminação do dideoxinucleotídeo, usando do 

seqüenciamento automático (BigDye™ Terminator Cycle Sequencing, PE-Applied 

Biosystems). 

2.10.2 isolamento, clonagem e seqüenciamento do gene 

A seqüência codante completa do gene da triparredoxina peroxidase (Tc21) em T. 

cruzi foi amplificada por PCR usando-se DNA genômico e os oligonucleotídeos 

correspondentes aos codons de iniciação e de terminação do gene desenhados a 

partir da seqüência homóloga de triparredoxina peroxidase (acc. Nr AJ012101) 

depositada no GenBank (Tc21-5': 5'-GAGTTCCATATGTCCTGCGGAGACG-3' com 

sítio de restrição de Nde I e Tc21-3': 5'-GCTCGAGCGCGACAGCACCAAA-3' com sítio 

de restrição de Xho I). 
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A reação de amplificação por PCR foi feita num volume de reação de 50 µL, 

contendo DNA (500µg), oligonucleotídeos iniciadores (100 pmoles), dNTP (0,2 mM 

de cada), tampão para PCR (Tris-CI 10 mM, pH 9, KCI 50 mM, MgCl2 1,5 mM) e Taq 

DNA polimerase (2,5 U), sob as seguintes condições de amplificação I) 

desnaturação a 94ºC (30s); II) hibridação a 50 e 60ºC (45s) e III) extensão a 72ºC 

(lmin). Os produtos da reação foram separados em gel de agarose e a sua 

purificação foi feita mediante solubilização da agarose com NaI, seguida da adição 

de pérolas de vidro para isolar o DNA e a sua eluição feita com um tampão Tris-HCI 

10 mM, pH 8 e EDTA 1 mM (Sephaglas™ BandPrep, Amersham Pharmacia 

Biotech). 

O DNA amplificado foi subclonado no vetor pUC18 (SureClone, Pharmacia), 

obtendo-se o plasmídeo pUC18/Tc21, sendo o DNA sequenciado pelo método da 

cadeia de terminação do dideoxinucleotídeo usando do seqüenciamento automático 

(BigDyen.i Terminator Cycle Sequencing (PE-Applied Biosystems). 

Minipreparações desse plasmídeo foram digeridas com Nde I e Xho I. O fragmento 

de DNA correspondente ao gene da Tc21 foi separado em gel de agarose a 1.2% e 

a sua purificação feita utilizando o sistema Sephaglas™BandPrep (Amersham 

Pharmacia Biotech). 

O gene foi clonado no vetor de expressão pET21a (Novagen), obtendo-se o 

plasmídeo pET21a-Tc21. Esta construção contém uma cauda de poli-histidina para 

facilitar a purificação da proteína recombinante. 

2.10.3 expressão e purificação da Tc21 recombinante 

A cepa E. coli BL21(DE3) expressando o gene Tc21 foi obtida pela transformação 

com a construção pET21a-Tc21. A bactéria transformada foi crescida a 27ºC e 200 

min-1 em meio LB contendo ampicilina (l00µg/mL). A expressão da proteína 

recombinante foi induzida pela adição de IPTG para uma concentração final de 

0,4mM, quando a cultura bacteriana atingiu Abs600 ""' 0,6 e crescida durante um 

período adicional de 3h. As células foram centrifugadas (5000g/15min/4ºC), 

ressuspensas em tampão de ligação contendo imidazol l0mM, sonicadas e 

centrifugadas {15000g/20min/4ºC). O sobrenadante foi aplicado a uma coluna de 

agarose-Ni (Ni-NTA Superflow, Qiagen). Lavagens com 3 volumes de imidazol 

l0mM e com 3 volumes de imidazol l00mM foram feitas antes da eluição da 

proteína com imidazol 500mM. As soluções contendo imidazol foram preparadas em 

tampão Tris·HCI 20mM, pH 7,9 contendo NaCI S00mM e glicerol a 10%. As frações 

obtidas no processo de purificação foram analisadas por eletroforese em condições 

desnaturantes. A fração contendo a Tc21 foi dessalificada e concentrada em filtro 
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Centricon YM-10 (Millipore). O processo de purificação foi analisado por eletroforese 

em gel de poliacrilamida-SDS e por Western blot. 

2.11 isolamento do gene da triparredoxina 

RNA total da forma epimatigota de T. cruzi foi transcrito reversamente em cDNA 

fita simples, como descrito no item 2.10. Para isolar o gene, dois oligonucleotídeos 

foram derivados do motivo WCPPC, correspondente ao sítio ativo da tiorredoxinas

símiles (Tc16-3': 5'-GCACGGCGGGCACCAGCTCGCGG-3 e Tc16-5': 5'

AGCTGGTGYCCSCCSTGY-3). Para a extremidade 5' do gene foram usadas a 

seqüência denominada de Tel6-3' e o oligonucleotídeo correspondente à região do 

mini-exon (ME-5': 5'-AACGCTATTATTGATACAGTTTCTG-3') [58]. A reação de 

amplificação foi feita por RT-PCR, usando-se cDNA (lµL), oligonucleotídeos 

iniciadores (100 pmoles), dNTP (0,2mM de cada), tampão para PCR (Tris-CI 10 mM, 

pH 9, KCI 50 mM, MgCb 1,5 mM) e Taq DNA polimerase (2,5 U) para um volume de 

reação de 50 µL. As condições utilizadas foram uma etapa inicial de desnaturação a 

94ºC (2min); 30 ciclos de: 94ºC (30s), 60ºC (45s) e 72ºC (2min) e uma etapa final 

de 72ºC (3min). 

Para isolar a extremidade 5' do gene foi usada a seqüência Tc16-5' e um oligo(dT). 

As condiççíes da reação foram uma etapa inicial de desnaturação a 94ºC (2min); 30 

ciclos de: 94ºC (30s), 60ºC (45s) e 72ºC (2min) e uma etapa final de 72ºC (3min). 

Os produtos da reação foram separados em gel de agarose e a sua purificação foi 

feita mediante solubilização da agarose com Na!, seguida da adição de pérolas de 

vidro para isolar o DNA e posterior eluição do mesmo com um tampão Tris-HCI 10 

mM, pH 8 e EDTA 1 mM (Sephaglas™ BandPrep, Amersham Pharmacia Biotech). 

O DNA obtido foi subclonado no vetor pMOSB/ue (Amersham) para a etapa de 

seqüenciamento, feita usando o método da cadeia de terminação do 

dideoxinucleotídeo usando o sistema do BigDyert.1 Terminator Cycle Sequencing (PE

Applied Biosystems). 
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Trabalhos realizados na década de 80 mostraram a existência de atividade 

peroxidásica em extratos de diversos Trypanosomas e Leishmanias [37, 74, 75]. No 

entanto, devido à baixa atividade enzimática, no início dos anos 90, a redução de 

peróxidos em T. cruzi foi atribuída a um processo não-enzimático [15]. 

Posteriormente, os estudos realizados por Nogoceke et alii [70, 71] demonstraram a 

existência de um sistema redox tripanotiona-dependente em C. fasciculata. Esses 

resultados levaram à procura dessa cascata em T. cruzi, iniciando-se então este 

trabalho em colaboração com os laboratórios do Prof. L. Flohé e o do Prof. H. Kalisz, 

onde os estudos com C. fasciculata foram realizados. 

3.1 resultados preliminares 

3.1.1 atividade enzimática em extratos celulares das formas de T. cruzi 

O consumo de H2O2 NADPH-dependente foi medido na fração citossólica de extratos 

celulares das formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. As medidas de 

atividade enzimática observadas, embora quantitativamente baixas, são um 

indicativo da capacidade deste microrganismo em metabolizar H2O2. Os resultados 

não apresentaram uma relação linear, pois ao aumentar a concentração total de 

proteína não foi observado incremento proporcional na atividade enzimática (dados 

não mostrados), o mesmo tendo sido descrito por Henderson et ai. [37] para 

extratos de C. fasciculata e de T. brucei. Os valores experimentais de 48 e 66 mU, 

obtidos respectivamente utilizando-se 2,2 x 105 epimastigotas e 7 x 105 

tripomastigotas, são, contudo, semelhantes aos determinados anteriormente por 

Penketh et alii em células intactas de vários tripanossomatídeos [74] e por 

Nogoceke em C. fasciculata [70], como é mostrado nas tabelas 5 e 6, 

respectivamente. Mais recentemente, foi comprovado por Wilkinson et ai. [101] a 

existência de uma baixa atividade de triparredoxina peroxidase em extratos 

celulares de T. cruzi. Quando extratos celulares foram aquecidos a 100°c para a 

sua inativação, nenhuma atividade foi observada (dados não mostrados). 

As baixas atividades enzimáticas observadas, antes citadas, podem ser devidas à 

utilização de extrato celular, onde vários componentes redox no extrato estão 

presentes ou devido à utilização de um sistema heterólogo nas medições efetuadas 

ou mesmo à baixa atividade do sistema em T. cruzi. De qualquer forma, a 

existência de uma enzima com atividade peroxidásica tripanotiona-dependente foi 

confirmada, uma vez que extratos celulares inativados, por aquecimento não 
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Tabela 5 Velocidade inicial do metabolismo de H20 2 por várias espécies de 

Tripanossomos e Leishmanias 

Organismo 

tripomastigotas - T. cruzi cepa Y 

epimastigotas - T. cruzi cepa Y 

epimastigotas - T. cruzi cepa X 10 

tripomastigotas - T. /ewisi 

tripomastigotas - T. b. rhodesiense 

procíclicas - T. b. rhodesiense 

promastigotas - L donovani 

amastigotas - L donovani 

promastigotas - L brasi/iensis 

amastigotas - L brasiliensis 

promastigotas - L mexicana amazonensisi 

formas de cultura - L tarentolae 

tripomastigotas - T. equiperdum Lump 1559 

tripomastigotas - T. evansi SN Lump 1559 

tripomastigotas - T. evansi SAK 

tripomastigotas - T. vivax 

tripomastigotas - T. congo/ense TREU 1290 

nmol H20i/min 
(108 células) 

48,2 

18,3 

4,2 

19,6 

3,5 

6,4 

4,3 

2,3 

8,3 

2,3 

5,6 

3,3 

3,7 

3,5 

4,2 

3,5 

. 3,6 
[Penketh et ai., ref. 74] 

Tabela 6 Atividade enzimática do sistema peroxidase tripanotiona-dependente em 
C. fasciculata 

extrato celular (µL) mU 

10 2 

20 5,8 

30 8,3 

40 15 

50 20 

75 35 

80 44 

100 55 
[Nogoceke, ref. 70] 
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apresentam atividade enzimática. Sugere, portanto, que a atividade é devida a um 

fenômeno enzimático e não a um mero processo químico como tinha sido postulado 

anteriormente [15], embora com baixa atividade. 

3.1.2 imunodetecção do sistema peroxidase tripanotiona-dependente 

Embora a tripanotiona redutase de T. cruzi tenha sido estruturalmente bem 

caracterizada [6, 7, 49], as outras enzimas que complementam o sistema 

peroxidase tripanotiona-dependente, a triparredoxina e a triparredoxina 

peroxidase, só foram isoladas recentemente, tendo sido demonstrado que as 

mesmas estão envolvidas no metabolismo de hidroperóxidos em C. fasciculata 

[71]. As técnicas imunoquímicas foram usadas para evidenciar o referido sistema 

em T. cruzi, utilizando-se anticorpos heterólogos (anti-Cf16 e anti-Cf21) contra as 

supracitadas proteínas isoladas de C. fasciculata. 

3.1.2.1 localização celular de triparredoxina e de triparredoxina peroxidase 

As formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foram 

incubadas com os anticorpos policlonais anti-Cf16 e anti-Cf21. A reatividade por 

imunofluorescência indireta com estes anticorpos mostrou uma reação positiva em 

ambos os casos. A figura 8 mostra, utilizando o anticorpo anti-Cf21, uma 

localização citoplasmática para a triparredoxina peroxidase (Tc21) na forma 

epimastigota. A localização da enzima no citoplasma foi recentemente confirmada 

por microscopia eletrônica [101]. Nas formas tripomastigotas e amastigotas a 

reatividade dos anticorpos anti-Cf21 foi mais intensa com a região membranar do 

que com o citoplasma do parasita (Fig. 9). 

Nas figuras 10 e 11 é mostrada por imunocitoquímica a presença de triparredoxina, 

reconhecida pelo anticorpo anti-Cf16 de C. fasciculata, tanto nas formas 

epimastigotas quanto nas formas tripomastigotas de T. cruzi. Em ambas as formas, 

uma reatividade homogênea e citossólica é evidenciada. 

As observações microscópicas de epimastigotas de T. cruzi são condizentes com o 

resultado obtido para C. fasciculata, onde foi mostrada uma localização 

citoplasmática para as enzimas deste sistema [86]. A tripanotiona redutase tem 

também idêntica localização em epimastigotas de T. cruzi [61]. 

BIBLIOTECA 
INSTiTUTO DE QUÍMICA 
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Figura 8 Reatividade por imunofluorescência indireta de epimastigotas de T. cruzi 

(cepa Y) com o anticorpo contra Cf21 de C. fasciculata 

Formas epimastigotas foram fixadas, incubadas seguidamente com 
anticorpo anti-C21 e com anti-imununoglobulina de camundongo 
conjugada à fluoresceína, segundo descrito em Material e Métodos. 

Barra=10 µm 

1. contraste de fase 
2. parasitas incubados com anti-Cf21 (1 :250) 
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1 2 

Figura 10 Reatividade por imunofluorescência indireta de epimastigotas de T. cruzi 
(cepa Y) com o anticorpo contra Cf16 de C. fasciculata 

Formas epimastigotas foram fixadas, incubadas seguidamente com 
anticorpo anti-C16 e com anti-imununoglobulina de camundongo 
conjugada à fluoresceína, segundo descrito em Material e Métodos. 

Barra=S µm 

1. contraste de fase 
2. parasitas incubados com anti-Cf16 (1: 100) 

( 
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Figura 11 Reatividade por imunofluorescência indireta de tripomastigotas de T. 
cruzi (cepa Y) com o anticorpo contra Cf16 de C. fasciculata 

Formas epimastigotas foram fixadas, incubadas seguidamente com 
anticorpo anti-Cl6 e com anti-imununoglobulina de camundongo 
conjugada à fluoresceína, segundo descrito em Material e Métodos. 

Barra=S µm 

1. contraste de fase 
2. parasitas incubados com anti-Cf16 (1:100) 

BIBLIOTECA 
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3.1.2.2 análise por "immunoblotting" 

Os anticorpos policlonais anti-Cf16 e anti-Cf21 permitiram o reconhecimento de 

proteínas semelhantes em T. cruzi. Como é mostrado na figura 12 a triparredoxina 

peroxidase {Tc21) foi identificada em extratos celulares totais em vários estágios 

da diferenciação celular do parasita. O anticorpo policlonal anti-Cf21 mostrou 

reatividade com uma banda de 21 kDa nos lisados de epimastigota e 

tripomastigota, condizente com o massa molecular já descrita em C. fasciculata. 

A triparredoxina {Tc16) foi também identificada por "immunoblotting", em extratos 

de T. cruzi onde uma banda de 16 kDa foi evidenciada por sua reatividade com o 

anticorpo anti-Cf16 (Fig. 13). 

Estes dados são um indicativo de que o sistema peroxidase tripanotiona

dependente está também presente em T. cruzi, como já fora mostrado para C. 

fasciculata [71]. 

3.2 sistema peroxidase tripanotiona-dependente em T. cruzi 

3.2.1 isolamento e expressão do gene da triparredoxina peroxidase 

Um fragmento de 525 pb foi amplificado por PCR a partir de cDNA, usando-se os 

oligonucleotídeos desenhados a partir de regiões consenso, como descrito no item 

2.11.2. O produto foi clonado em pUC18 originando o plasmídeo pTc21p e 

seqüenciado. A análise deste fragamento de DNA mostrou uma seqüência de leitura 

aberta, com alta homologia em relação às seqüências de peroxirredoxinas de 

tripanosomatídeos já descritas (T. brucei rhodesiense [291, C. fasciculata [64, 90], 

L. major [53, 100]). O produto obtido corresponde a 90% da seqüência da Tc21, 

levando-se em conta o tamanho dos genes já descritos. 

Nesta fase do trabalho, uma seqüência de T. cruzi foi submetida ao GenBank e por 

comparação com outras seqüências foi identificada como triparredoxina peroxidase 

(acc. nr. AJ012101). A seqüência parcial do gene da Tc21 obtida neste trabalho tem 

uma homologia de 100% em relação à publicada e corresponde às posições 1 a 525 

(Fig. 14). 

A seqüência codante completa foi então obtida por amplificação por PCR usando-se 

DNA genômico de T. cruzi e oligonucleotídeos correspondentes aos codons de 

iniciação e terminação da seqüência de leitura aberta do gene codante para a Tc21. 

O produto de PCR obtido continha 599 pb, codificando para uma proteína de 199 

aminácidos e uma massa molecular de aproximadamente 21 kDa. 
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1 2 kDa 

- 66,0 

- 45,0 

- 34,7 

- 24,0 

-- .. 
- 18,4 

- 14,3 

Figura 12 Análise por "immunoblotting" após fracionamento de extrato celular 

total das formas de T. cruzi com o anticorpo anti-Cf21. 

O extrato de epimastigotas e tripomastigotas foi submetido a SDS-PAGE em gel 

de poliacrilamida a 12% e Western blotting. Após a transferência, as 

membranas foram incubadas com o anticorpo anti-Cf21 (1:1000) e 

posteriormente reveladas por quimioluminecência, segundo Material e Métodos. 

A proteína de 21 kDa (~) e as massas moleculares estão indicadas à direita. 

1. extrato total de tripomastigota 

2. extrato total de epimastigota 
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Figura 13 Análise por "immunoblotting" após fracionamento de extrato celular 

total das formas de T. cruzi com o anticorpo anti-Cf16. 

O extrato de epimastigotas e tripomastigotas foi submetido a 5D5-PAGE em gel 

de poliacrilamida a 12% e Western blotting. Após a transferência, as 

membranas foram incubadas com o anticorpo anti-Cf16 (1: 100) e 

posteriormente reveladas por quimioluminecência, segundo Material e Métodos. 

A proteína de 16 kDa ( +-) e as massas moleculares estão indicadas à direita. 

1. extrato total de tripomastigota 

2. extrato total de epimastigota 
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rn i ni - exon 
AACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTGTA 

ACCCNCAATAAGCAACACAAAAACCAACCTTTTATTTTTCCAAGACA ATG TCC TGC 
M s c 

GGA GAC GCG AAG CTG AAT CAC CCG GCA CCC GAC TTC AAT GAG ACG 
G D A L L N H p A p D F N E T 

GCG CTG ATG CCC AAC GGC ACC TTC AAG AAG GTG GCC CTC GGC TCC 
A L M p N G T F K K V A L G s 

TAC AAG GGC AAG TGG CTG GTG CTC TTC TTC TAC TCG ATG GAC TTC 
y K G K w L V L F F y s M D F 

ACC TTC GTC TGC CCC ACA GAG ATC TGC CAA TTC TCG GAC CGT GTG 
T F V e p T E I c Q F s D R V 

AAG GAG TTC TCT GAC ATT GGC TGC GAG GTG CTT GCC TGC TCC ATG 
K E F s D I G c E V L A e s M 

GAC AGC GAG TAC TCC CAT CTG GCC TGG ACA AGC ATT GAG CGC AAG 
D s E y s H L A w T s I E R K 

CGT GGC GGA CTT GGC CAG ATG AAC ATC CCC ATT CTT GCC GAC AAG 
R G G L G Q M N I p I L A D K 

ACC AAG TGC ATC ATG AAG TCG TAT GGT GTG CTG AAG GAG GAG GAT 
T K e I M K s y G V L K E E D 

GGC GTG GCG TAC CGT GGC CTT TTC ATC ATC GAC CCG AAG CAG AAC 
G V A y R G L F I I D p K Q N 

CTG CGG CAG ATC ACC GTC AAC GAC CTC CCC GTT GGC CGC GAC GTG 
L R Q I T V N D L p V G R D V 

GAC GAG GCC CTT CGC CTT GTG AAG GCG TTC CAG TTC GTG GAG AAG 
D E A L R L V K A F Q F V E K 

CAT GGC GAG GTG TGC CCC GCC AAC TTG AAG CCC GGT GAC AAG ACG 
H G E V e p A N w K p G D K T 

ATG AAG CCG GAT CCC GAA AAG TCC AAG GAG TAC TTT GGT GCT GTC 
M K p D p E K s K E y F G A V 

GCG TAG CGTGGCGGTTCACAATCTCCATTGTGACACTGGTTTTTTTT 
A 

Figura 14 Seqüências nucleotídica e de aminoácidos do gene da triparredoxina 

peroxidase de T. cruzi 

A seqüência completa está no GenBank (acc. n° AJ012101) 

As setas delimitam o produto da amplificação parcial e as seqüências dos 
oligonucleotídeos usadas no PCR. 
Codons de iniciação e de terminação estão indicados em negrito 
Motivos VCP estão indicados em vermelho 
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O gene foi clonado no vetor pET21b para a expressão da proteína em E. coli 

BL21(DE3) (Fig. 15). O crescimento de células transformadas com o plasmídeo 

pET21b-Tc21 na presença de IPTG resultou na expressão de uma proteína, que 

migrou com uma massa molecular aparente de ~ 25 kDa ao ser analisada por 

eletroforese e por Western blot (Fig. 16). Este valor está correlacionado com a 

massa determinada a partir da seqüência primária de aminoácidos mais a cauda de 

histidinas (2180 Da) na região N-terminal. A figura 16 mostra o aumento da síntese 

do peptídeo de ~ 25 kDa, ao longo do tempo após indução com IPTG. 

A adição de seis resíduos de histidinas facilita o processo de purificação de 

proteínas recombinantes em colunas de resina contendo Ni2
+. Após a eluição com 

imidazol 500 mM, a proteína se apresentou homogênea após análise em 

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e "immunoblotting", como é mostrado na 

figura 17. 

As peroxirredoxinas são uma família de proteínas amplamente distribuídas em 

vários organismos, desde eucariontes até mamíferos. O alinhamento das 

seqüências de peroxirredoxinas mostrado na figura 18 apresenta entre seus 

membros uma similaridade oscilando na faixa de 35 a 83%. 26 resíduos são 

estritamente conservados, inclusive na Tc21, podendo a seqüência de consenso ser 

expressa por: 

onde Xn representa uma seqüência de aminoácidos qualquer. 

O alinhamento ainda mostra os dois grupos de proteínas, classificadas como 1-Cys 

e 2-Cys, de acordo com a presença ou não de dois resíduos de cisteína integrando 

os motivos VCP, próximos às regiões amino- e carboxi-terminal [59]. O primeiro 

resíduo de cisteína no motivo VCP da região amino-terminal é característico da 

família das peroxirredoxinas. O resíduo de cisteína próximo à região carboxi

terminal integra também um motivo VCP, presente apenas em parte das 

seqüências alinhadas. No caso de Mycobacterium tuberculosis (Mt-AHPR), esse 

motivo aparece alterado para LCA, estando, porém, a cisteína em posição 

homóloga à das proteínas 2-Cys. Já no caso da peroxirredoxina de Saccharomyces 

cerevisiae (Sc-TSA), a cisteína correspondente a esse motivo, apresenta-se 

deslocada. As cisteínas desses dois motivos são essenciais para a atividade 

peroxidásica [22, 63, 64, 71]. A Tc21 pertence à família das peroxirredoxinas 2-

Cys, que possuem dois motivos VCP conservados, provavelmente com a Cys52 e a 

Cys173 envolvidas na catálise. 



XhoI 

Nde I 

1 

·· ... T7 prom 

··-... 

ATGTCCTGCGGAGACGCGAAGCTGAATCACCCGGCACCCGACTTCAATGAGACGG 
CGCTGATGCCCAACGGCACCTTCAAGAAGGTGGCCCTCGGCTCCTACAAGGGCAA 
GTGGCTGGTGCTCTTCTTCTACTCGATGGACTTCACCTTCGTCTGCCCCACAGAG 
ATCTGCCAATTCTCGGACCGTGTGAAGGAGTTCTCTGACATTGGCTGCGAGGTGC 
TTGCCTGCTCCATGGACAGCGAGTACTCCCATCTGGCCTGGACAAGCATTGAGCG 
CAAGCGTGGCGGACTTGGCCAGATGAACATCCCCATTCTTGCCGACAAGACCAAG 
TGCATCATGAAGTCGTATGGTGTGCTGAAGGAGGAGGATGGCGTGGCGTACCGTG 
GCCTTTTCATCATCGACCCGAAGCAGAACCTGCGGCAGATCACCGTCAACGACCT 
CCCCGTTGGCCGCGACGTGGACGAGGCCCTTCGCCTTGTGAAGGCGTTCCAGTTC 
GTGGAGAAGCATGGCGAGGTGTGCCCCGCCAACTTGAAGCCCGGTGACAAGACGA 

39 

Figura 15 pEt-Tc21 - Estrutura do plasmídeo usado para a expressão da 
triparredoxina peroxidase em E. coli 

Os sítios de restrição (Xho I e Nde I) onde o gene da triparredoxina peroxidase 
(Tc21) foi clonado estão indicados na figura. 

His: seqüência codante para cauda de histidina; 
r Amp: resistência à ampicilina; 
fac I : seqüência codante para Lacl; 
ori: origem pBR322; 
T7 prom:promotor T7 
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1 2 3 4 5 6 7 8 kDa 

- 66,0 

- 45,0 

- 34,7 

- 24,0 ~ 

Figura 16 Análise da expressão da triparredoxina peroxidase recombinante por 

SDS-PAGE (A) e "immunoblotting" (B) 

As bactéria E. coli foram sonicadas e o sobrenadante foi submetido a SDS-PAGE 

em gel de poliacrilamida a 12% e Western blotting. Após a transferência, a 

membrana foi incubada com o anticorpo anti-Cf21 (1 :300) e posteriormente 

revelada por quimioluminecência, segundo Material e Métodos. 

linhas 1-4: controle em E. coli com BL21(DE3)[pET21b] 

linhas 5-6: expressão da Tc21 em E. coli com BL21(DE3)[pET21b-Tc21] 

linhas 1 e 5: amostras tomadas no tempo O (antes da indução com IPTG) 

linhas 2-4 e 6-8: amostras tomadas entre 1-3 h após indução com IPTG 

A Tc21 ( r) e as massas moleculares estão indicadas à direita. 
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1 2 1 2 kDa 

- 66,0 

- 45,0 

- 34,7 

- 24,0 ~ 

- 18 4 
' 

14,3 

A B 

Figura 17 Análise da triparredoxina peroxidase recombinante purificada por SDS

PAGE (A) e "immunoblotting" (B) 

A proteína foi submetida a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 12% e Western 

blotting. Após a transferência, a membrana foi incubada com o anticorpo anti

Cf21 (1 :300) e posteriormente revelada por quimioluminecência, segundo 

Material e Métodos. 

1. sobrenadante total de E. coli com BL21(DE3)[pET21b-Tc21] 

2. Tc21 recombinante purificada 

A Tc21 ( +-) e as massas moleculares estão indicadas à direita. 
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Tc21 ---------M SCGDAKLNHP APDFNETALM PNGTFKKVAL TSYKGKWLVL 50 
Cf21 -------- -M SCGAAKLNHP APEFDDMALM PNGTFKKVSL SSYKGKYVVL 
Tb-TxP ---- - ----M SCGDAKLNHP APHFNEVALM PNGTFKKVDL ASYRGKWVVL 
Lm-TxP ---------M SCGNAKINSP APSFEEVALM PNGSFKKISL SSYKGKWVVL 
Bs-AHPR ---------- ---MSLIGKE VLPFEAKA . F KNGEFIDVTN EDLKGQWSVF 
Ec-AHPR ---------- ---MSLINTK IKPFKNQA.F KNGEFIEITE KDTEGRWSVF 
Hs-NKEF-a - -- - - - - --M SSGNAKIGHP APNFKATAVM PDGQFKDISL SDYKGKYVVF 
Hs-NKEF-f3 - ----- ---M ASGNARIGKP APDFKATAVV .DGAFKEVKL SDYKGKYVVL 
Sc-TSA ---------- --MVAQVQKQ APTFKKTAVV .DGVFDEVSL DKYKGKYVVL 
Mt-AHPR MPLLTIGDQF PAYQLTALIG GDLSKVDAKQ PGDYFTTITS DEHPGKWRVV 

Tc21 FFYPMDFTFV CPTEICQFSD RVKEFSDIGC EVLACSMDSE YSHLAWTSIE 100 
Cf21 FFYPMDFTFV CPTEIIQFSD DAKRFAEINT EVISCSCDSE YSHLQWTSVD 
Tb-TxP FFYPLDFTFV CPTEICQFSD RVKEFNDVDC EVIACSMDSE FSHLAWTNVE 
Lm-TxP FFYPLDFTFV CPTEVIAFSD SVSRFNELNC EVLACSIDSE YAHLQWTLQD 
Bs-AHPR CFYPADFTFV CPTELEDLQE QYAALKELGV EVYSVSTDTH FVHKGWHDSS 
Ec-AHPR FFYPADFTFV CPTELGDVAD HYEELQKLGV DVYAVSTDTH FTHKAWHSSS 
Hs-NKEF-a FFYPLDFTFV CPTEIIAFSD RAEEFKKLNC QVIGASVDSH FCHLAWVNTP 
Hs-NKEF-f3 FFYPLDFTFV CPTEIIAFSN RAEDFRKLGC EVLGVSVDSQ FTHLAWINTP 
Sc-TSA AFIPLAFTFV CPTEIIAFSE AAKKFEEQGA QVLFASTDSE YSLLAWTNIP 
Mt-AHPR FFWPKDFTFV CPTEIAAFSK LNDEFEDRDA QILGVSIDSE FAHFQWRA .. 

Tc21 RKRGGLGQMN IPILADKTKC IMKSYGVLKE EDGVAYRGLF IIDPKQNLRQ 150 
Cf21 RKKGGLGPMA IPMLADKTKG IARAYGVLDE DSGVAYRGVF IIDPNGKLRQ 
Tb-TxP RKKGGLGTMN IPILADKTKS IMKAYGVLKE EDGVAYRGLF IIDPQQNLRQ 
Lm-TxP RKKGGLGTMA IPMLADKTKS IARSYGVLEE SRGVAYRGLF IIDPHGMLRQ 
Bs-AHPR EK ... ISKIT YAMIGDPSQT ISRNFDVLDE ETGLADRGTF IIDPDGVIQT 
Ec-AHPR ET ... IAKIK YAMIGDPTGA LTRNFDNMRE DEGLADRATF VVDPQGIIQA 
Hs-NKEF-a KKQGGLGPMN IPLVSDPKRT IAQDYGVLKA DEGISFRGLF IIDDKGILRQ 
Hs-NKEF-f3 RKEGGLGPLN IPLLADVTRR LSEDYGVLKT DEGIAYRGLF IIDGKGVLRQ 
Sc-TSA RKEGGLGPIN IPLLADTNHS LSRDYGVLIE EEGVALRGLF IIDPKGVIRH 
Mt-AHPR e:'. QHNDLKTLP FPMLSDIKRE LSQAAGVLNA D.GVADRVTF IVDPNNEIQF 

Tc21 ITVNDLPVGR DVDEALRLVK AFQFVEKH.G EVCPANWKPG DKTMKPDPEK 200 
Cf21 IIINDMPIGR NVEEVIRLVE ALQFVEEH.G EVCPANWKKG DAKKKEGH- -
Tb-TxP ITINDLPVGR NVDETLRLVK AFQFVEKH.G EVCPANWKPG SKTMKADPNG 
Lm-TxP ITVNDMPVGR SVEEVLRLLE AFQFVEKH.G EVCPANWKKG APTMKPEPKA 
Bs-AHPR VEINAGGIGR DASNLVNKVK AAQYVRQNPG EVCPAKWEEG GETLTPSLDL 
Ec-AHPR IEVTAEGIGR DASDLLRKIK AAQYVASHPG EVCPAKWKEG EATLAPSLDL 
Hs-NKEF-a ITVNDLPVGR SVDETLRLVQ AFQFTDKH . G EVCPAGWKPG SDTIKPDVQK 
Hs-NKEF-f3 ITVNDLPVGR SVDEALRLVQ AFQYTDEH.G EVCPAGWKPG SDTIKPNVDD 
Sc-TSA ITINDLPVGR NVDEALRLVE AFQWTDKN.G TVLPCNWTPG AATIKPTVED 
Mt-AHPR VSATAGSVGR NVDEVLRVLD ALQ .. .. S.D ELCACNWRKG DPTLDAGELL 

Tc21 SKEYFGAVA- 210 
Cf21 ----------
Tb-TxP SQDYFSSMN -
Lm-TxP SVEGYFSKQ-
Bs-AHPR VGKI ----- -
Ec-AHPR VGKI - -----
Hs-NKEF-a SKEYFSKQK-
Hs-NKEF-f3 SKEYFSKHN-
Sc-TSA SKEYFEAANK 
Mt-AHPR KASA----- -

Figura 18 Alinhamento de seqüências da triparredoxina peroxidase de T. cruzi com 

várias peroxirredoxinas putativas ou identificadas como peroxirredoxinas 

de vários organismos. 

Aminoácidos de motivos estritamente conservados estão marcados em negrito 

Te: T. cruzi; Cf: C. fascieulata; Lm: L. major; Tb: T. b. rhodesiense; Bs: 

B.subtilis; Ee: E. eo/i; Hs: H. sapiens; Se: 5. eerevisiae; Mt: M. tubereu/osis 

AHPR: alquil-hidroperóxido redutase; NKEF: "natural killer enhancing factor" 

TSA: "thiol-specific antioxidant" 
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Dois triptofanos e uma glutamina estão estritamente conservados nas 

triparredoxinas peroxidases e são importantes na atividade enzimática, 

principalmente o Trp87
, próximo à Cys52 do primeiro motivo VCP. A substituição do 

Trp87 por His, Glu e Asp na triparredoxina peroxidase de C. fasciculata resultou em 

perda da atividade enzimática. A substituição da Trp178 gerou uma enzima menos 

ativa [63], mostrando que esse aminoácido é importante, mas não essencial. 

É necessário frisar que a Tc21 apresenta esses motivos estritamente conservados 

nesta família de proteínas, sendo portanto definida como uma peroxirredoxina 2-

Cys com uma atividade funcional de peroxidase. Esta enzima apresenta uma 

similaridade oscilando entre 70 a 83% ao ser comparada às peroxirredoxinas já 

descritas em outros tripanossomatídeos (C. fasciculata, T. b. rhodesiense e L. 

major) mostrando a alta conservação existente nos genes destes microrganismos 

[12, 29] 

3.2.2 tentativa de isolamento do gene da triparredoxina 

Um fragmento de 225 pb foi amplificado por PCR a partir de cDNA de T. cruzi, 

usando-se os oligonucleotídeos desenhados da região consenso correspondente ao 

sítio ativo das tiorredoxinas-símiles (WCPPC) e da região do mini-exon 

(extremidade 5'), como descrito no item 2.12. O fragmento de DNA foi clonado em 

pUC18, seqüenciado e a análise da seqüência não apresentou homologia com 

tiorredoxinas-símiles já descritas em tripanossomatídeos. Além disso, embora 

apresentando o codon de iniciação, foram verificados vários codons de terminação 

ao longo da seqüência, apesar de apresentar alta homologia com uma seqüência 

descrita no GenBank (Fig. 19). 

Tentativas de isolar o gene com oligonucleotídeos iniciadores referentes às regiões 

do mini-exon, do sítio ativo e oligo-dT foram infrutíferas. Neste mesmo período foi 

submetida ao GenBank uma seqüência (acc. nr. AF106855), que embora 

apresentando uma baixa similaridade (37%) em relação às isoformas de 

triparredoxina de C. fasciculata [36, 62, 90] e de T. brucei [54 ], esta proteína foi 

classificada como triparredoxina por apresentar o motivo WCPPC, correspondente 

ao sítio ativo da enzima (Fig. 20). 

Provavelmente, a Tc16 pertence a uma família multigênica, cujos membros 

estariam envolvidos em diferentes papéis metabólicos, sendo mediadores redox 

pleiotrópicos em tripanossomatídeos, assim como as tiorredoxinas estão envolvidas 

na transferência de equivalentes reduzidos e em outros processos metabólicos [38, 

87]. Lüdemann et alii [54], em estudos preliminares, evidenciaram que a 

triparredoxina de T. brucei é um substrato para a ribonucleotídeo redutase, 

reforçando a hipótese acima. 



A 

mini - exon 
AACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTTTTTT GAGTGAGACCGATTACCTTTA 60 

TGTCTTCTGCCTTCCNATGGTGTAGGATGTAATGAAAGGCATTTTCTTTTTACATGTTTT 12 0 

TTTTCTTTTTTTATTAGAGGACAGCTGCGCAAGCTGTAACAAATAATAAAAAGAGTTTTT 180 

TCCTCAACGGTGTCATGCGTGCCTAAAGGCATGCGTGCAGGTTTTTGCGCCCCCTCTCCC 2 40 

GCGAGCTGGT GCCCGCCGTGC 263 

B 

gb1AF0528311AF052831 Trypanosoma cruzi CL Brener cosmid lo17 chromosome 3 
Score = 216 bits (109), Expect = 2e- 54 
Identities = 115/117 (98%) 
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TC16?: 74 

CLBrener 7407 

attagaggacagctgcgcaagctgtaacaaataataaaaagagttttttcctcaacggtg 133 
1111111111111111111111111111111111111111111111111111 1 11 1111 
attagaggacagctgcgcaagctgtaacaaataataaaaagagttttttcctcaaaggtg 7348 

TC16? : 134 

CLBrener 7347 

tcatgcgtgcctaaaggcatgcgtgcaggtttttgcgccccctctcccgcgagctgg 
1111111111111 11111111111111111111111111111111111111 11111 
tcatgcgtgcctacaggcatgcgtgcaggtttttgcgccccctctcccgcgagctgg 

Score = 83.8 bits (42), Expect = le-14 
Identities = 42/42 (100%) 

TC16?: 

CL Brener 

1 atgtcttctgccttccaatggtgtaggatgtaatgaaaggca 42 
111111111111111111111111111111111111111111 

7479 atgtcttctgccttccaatggtgtaggatgtaatgaaaggca 7438 

gblAF0559131AF055913 C. fascicu1ata tryparedoxin (TryX) gene , comp1ete cds 

Score = 46 . 1 bits (23), Expect = 0 . 003 
Identities 23/23 (100%) 

Tcl6? 

TryX 

180 TT1T1f1Tr11r1TTT1TT1r1T 2º2 

549 ccgcgagctggtgcccgccgtgc 571 

190 

7291 

gb1AF0559861AF055986 C . fascicu1ata tryparedoxin II (txnII) gene , comp1ete cds 

Score = 46.1 bits (23) , Expect = 0.003 
Identities 23/23 (100%) 

Tcl6?: 

txnII : 

180 ccgcgagctggtgcccgccgtgc 202 
11111111111111111111111 

306 ccgcgagctggtgcccgccgtgc 328 

gblAF084456 . llAF084456 C. fascicu1ata tryparedoxin I (txnI) gene , comp1ete cds 

Score = 46 . 1 bits (23) , Expect = 0 . 003 
Identities 23/23 (100%) 

Tc16? 

txnI : 

180 ccgcgagctggtgcccgccgtgc 202 
11111111111111111 1 11111 

167 ccgcgagctggtgcccgccgtgc 189 

Figura 19 Amplificação parcial de suposta seqüência da triparredoxina de T. cruzí 
(A) e homologia com seqüências existentes no GenBank (B) 

Regiões sublinhadas em A indicam os oligonucleotídeos usados na amplificação 



1 50 
Cfl6II MYHTLLYDFR DSVPHMSGLK KFFFPYSTNVL KGAAADIALP SLAGKT . VF 
Cfl6I ---------- -----MSGLD KYLPGIEKLR RG . DGEVEVK SLAGKL.VFF 

Tbl6 ---------- -----MSGLA KYL PGATNLL SK.SGEVSLG SLVGKT.VFL 
Tel6 ---------- -----MLPRV LGAGTLEL LR QDGSNVTASK ALQGKKY LLV 

51 100 
Cfl 6II YFSASWCPPC RAFTPQLIDF YKAHAEKKNF EVMLISWDES AEDFKDY ... 
Cfl6I YFSASWCPPC RGFTPQLIEF YDKFHESKNF EVVFCTWDEE EDGFAGY ... 

Tbl6 YFSASWCPPC RGFTPVLAEF YEKHHVAKNF EVVLISWDEN ESDFHDY . .. 
Tel6 YLSASWCPPC RFFTPKLAAF YESFHNSHNF EI VFVSQDRD ERSMQAYFHN 

101 150 
Cfl6II . . YAKM .. .. . . . . .. PW LA LP FEDRKGME .FLTTGFDVK SIPTLVGVEA 
Cfl6I . . FAKM ... . ... . .. PWLA VPFAQSEAVQ .KLSKHFNVE SIPTLIGVDA 

Tbl6 . . YGKM . . . . . . . . . . PWLA LPFDQRSTVS .ELGKTFGVE SIPTLITINA 
Tel6 QKYSKLAVRG GEGSHGDWLA VPYEQAKRLG VTLMQTYAIR GIPMLLLFDL 

151 200 
Cfl6II DSGNIITTQA RTMVVKDPE. AKD FPWPNVE AKK------- ----------
Cfl6I DSGDVVTTRA RATLVKDPE. GEQFPWKDAP ---------- ----------

Tbl6 DTGAIIGTQA RTRVIEDP D. GANFPWPN-- ---------- ----------
Tel6 ETGELVTRNA RDLVARNLDT AEGFPWAGNT DGEGLRGSYW NQL FLVFIIA 

201 208 
Cfl6II --------
Cfl6I --------

Tbl6 --------
Tel6 SVLYQFWR 

Figura 20 Alinhamento da tripa rredoxina de T. cruzi com outras seqüências 

proteínas homólogas identificadas em outros tripanossomatídeos. 

Motivo conservado em destaque corresponde ao sítio ativo 
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de 

Tc16 : T. cruzi (acc. nr. AF10685); Cf21 I : C. fascicu!ata (acc. nr. AF084456) 

Cf21 II: C. fasciculata (acc. nr. AF055986) Tb16 : T. b. brucei (acc. nr. 

AJ006403) 
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3.2.3 demonstração da atividade de peroxidase tripanotiona-dependente 

Baseando-se na similaridade entre a Tc21 e peroxirredoxinas de 

tripanossomatídeos [29, 64], foi testada atividade peroxidásica usando-se a 

triparredoxina recombinante (Cf16) de C. fasciculata para reduzir a Tc21 e o 

substrato final, H2Oz. 

A figura 21 mostra que o catabolismo de peróxidos é feito pela ação combinada de 

três diferentes proteínas (Fig. 21a-c). A atividade de peroxidase depende da 

presença de Tc21 (Fig. 21b} e de Cf16 (Fig. 21c), assim como de tripanotiona e de 

tripanotiona redutase, de acordo com a hipótese estabelecida por Nogoceke et alii 

[71]. Os pequenos decréscimos de absorbância na curva e da figura 20 

correspondem principalmente ao efeito da diluição do NADPH, observados durante 

o experimento imediatamente após a adição das proteínas e dos substratos da 

reação. Podem também acontecer pequenos descréscimos devido à redução da 

Cf16 pela T(SH)z, e da Tc21 pela Cf16. A curva d (Fig. 21) é um indicativo de que a 

reação só acontece se os três componentes proteicos estão presentes: a 

triparredoxina, a triparredoxina peroxidase e a tripanotiona redutase. Esses 

experimentos forneceram para atividade de proteína recombinante um valor de 2,2 

U mg-1
. Não se conhecendo o valor da atividade da proteína nativa de T. cruzi, 

pode-se somente dizer que o valor obtido é condizente com o de 2,51 U mg-1, 

determinado para a triparredoxina peroxidase recombinante de C. fasciculata [64]. 

Nesse caso em particular, o valor é três vezes menor que o mostrado pela proteína 

nativa (5,83 U mg-1
) [71]. Esta diferença foi atribuída pelos autores à presença da 

cauda de histidinas na extremidade carboxílica. 

De acordo com esses resultados, pode então ser proposto um mecanismo similar de 

redução do H2O2 em T. cruzi, de acordo com a hipótese estabelecida por Nogoceke 

et alii [71] em C. fasciculata que envolve duas enzimas: a triparedoxina peroxidase 

(Tc21) e o homólogo da Cf16 em T. cruzi, dois substratos: H2O2 e T(SH)z, além de 

dois componentes do sistema de reação: tripanotiona redutase e o NADPH. 

3.2.4 localização do sistema peroxidase tripanotiona-dependente 

Utilizando-se a proteína Tc21 recombinante purificada, obteve-se um anticorpo 

políclonal que, por imunofluorescência indireta, reconhece como esperado tanto 

epimastigotas como tripomastigotas de T. cruzi (dados não mostrados). Para 

localizar o antígeno, as frações solúvel (após centrifugação do extrato célular a 

105 x g) e precipitada, contendo membranas do parasita, foram submetidas a 

"Western blotting" com o anticorpo anti-Tc21. Em epimastigotas e em 

tripomastigotas, o antígeno foi detectado tanto na fração solúvel como na 

precipitada. Esses resultados mostram que pelo menos parte do antígeno pode 
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Figura 21 Reconstituição do sistema peroxidase tripanotiona-dependente de T. 

cruzi. 

Experimentos feitos a 27ºC num sistema heterólogo de reação a partir 

de componentes isolados de C. fasciculata e T. cruzi. 

O teste foi feito com NADPH O,lmM em HEPES 50mM pH 7,6 contendo 

peróxido de t-butil 50 µM, T(SHh 45 µM, triparredoxina de C. fasciculata 

(Cf16) 12µg, Tc21 15µg e tripanotiona redutase 0,4U. O consumo de 

NADPH foi medido espectrofotometricamente a 340nm 
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estar associado a membranas de alguma organela (Fig. 22). A localização desse 

antígeno no entanto só poderá ser conhecida após experimentos envolvendo 

imunolocalização por microscopia de transição. Deve-se ressaltar no entanto que a 

reatividade do anticorpo anti-Cf21 com tripomastigotas observada por microscopia 

confocal (Fig. 9), sugere a localização da Tc21 também na membrana plasmática, o 

que não foi observado em epimastigotas. 

Nesse contexto, é interessante lembrar que recentemente foi descrita uma 

peroxirredoxina mitocondrial em T. cruzi [101], com 60% de similaridade com o 

gene codante da Tc21 e que por microscopia de transmissão foi localizada 

circundando o cinetoplasto. A proteína mitocondrial é uma peroxirredoxina Cys-1, 

uma vez que não apresenta o resíduo de cisteína na posição 173. Ambas as 

peroxirredoxinas, a mitocondrial e a citossólica (Fig. 24), são idênticas na região 

correspondente ao motivo VCP N-terminal (FTFVCPTE), motivo típico das 

peroxirredoxinas [59]. 

Na figura 22 observa-se também uma banda de "'" 44 kDa reconhecida pelo 

anticorpo anti-Tc21 em extratos celulares das formas de T. cruzi. A presença de 

dímeros e polímeros é descrita para outras peroxirredoxinas e parece ser uma 

característica comum desta família de proteínas [22, 44, 45, 82], sendo observada 

também quando a proteína recombinante foi analisada. 

Resultados análogos têm sido obtidos com as peroxirredoxinas citoplasmática e 

mitocondrial de T. cruzi [101], de C. fasciculata [70, 71, 90] e de L. major [53]. 

Quanto à localização da Tc16, experimentos feitos mostraram que o antígeno 

reconhecido pelo anticorpo anti-Cf16 se encontra somente na fração solúvel, tanto 

na forma epimastigota quanto na forma tripomastigota de T. cruzi (Fig. 23), 

sugerindo uma localização citossólica. 
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Es Ep Ts Tp kDa 

- 66,0 

- 45,0 

- 34,7 

- 24,0 

f-t8,4 

- 14,3 

Figura 22 Reatividade do anticorpo anti-Tc21 por "immunoblotting" nas frações 

solúvel e membranar de epimastigota e de tripomastigota de T. cruzi 

As preparações de proteínas membranares e solúveis foram submetidas a SDS

PAGE em gel de poliacrilamida a 12% e Western blotting. Após a transferência, 

as membranas foram incubadas com o anticorpo anti-Tc21 {l:200) e 

posteriormente reveladas por quimioluminecência, segundo Material e Métodos. 

A proteína de 21 kDa ( ~) e as massas moleculares estão indicadas à direita. 

E = epimastigotas; T = tripomastigotas 
S = fração solúvel; P = precipitado ou fração membranar 

As frações foram obtidas por centrifugação a 105 xg 
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Es Ep Ts Tp 
kDa 

,. . 
- 66,0 

• - 45,0 

- 34,7 

- 24,0 

- 18,4 

~ 

- 14,3 

Figura 23 Reatividade do anticorpo anti-Cf16 por "immunoblotting" nas frações 

solúvel e membranar de epimastigota e de tripomastigota de T. cruzi 

As preparações de proteínas membranares e solúveis foram submetidas a SDS

PAGE em gel de poliacrilamida a 12% e Western blotting. Após a transferência, 

as membranas foram incubadas com o anticorpo anti-Cf16 (1:200) e 

posteriormente reveladas por quimioluminecência, segundo Material e Métodos. 

A proteína de 16 kDa (~) e as massas moleculares estão indicadas à direita . 

E = epimastigotas; 
S = fração solúvel; 

T = tripomastigotas 
P = precipitado ou fração membranar 

As frações foram obtidas por centrifugação a 105 xg 
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Tc21-m MFRRMAVTSL QKGLSRRAFC NTLRLLNLDY QAYKTATVRE AAPEWAGKAV 
Tc21 ---------- ---------- ---------- MSCGDAKLNH PAPDFNETAL 

... 
Tc21-m V.NGKI QDIS LNDYKGKYVV LLFYPMDFTF VCPTEITAFS DAQAEFDKIN 
Tc21 MPNGTFKKVA LTSYKGKWLV LFFYPMDFTF VCPTEI CQFS DRVKEFSDIG 

Tc21 -m TQVVAVSCDS QYSHLAWINT PRNKGGLGEM SIPVLSDLTK EIARDYGVLI 
Tc2 1 CEVLACSMDS EYSHLAWTSI ERKRGGLGQM NIPILADKTK CIMKSYGVLK 

Tc21 - m EEQGISLRGL FIIDDKG ILR HI TVNDLPVG RNVEEVLRVV QAFQYVDKNG 
Tc21 EEDGVAYRGL FIIDPKQNLR QITVNDLPVG RDVDEALRLV KAFQFVEKHG 

.... 
Tc21 - m DVI PCNWRPG KPTMK . . TEK ANEYFEKNA 229 
Tc21 EVCPANWKPG DKTMKPDPEK SKEYFGAVA 

Figura 24 Alinhamento das seqüências das peroxirredoxinas de T. cruzi 

Tc21: peroxirredoxina citossólica (acc. nr. AJ012101) 

Tc21: peroxirredoxina mitocondrial (acc. nr. AJ0026226) 

• domínios contendo as cisteínas dos motivos redox ativos 

Motivos conservados estão indicados em negrito 
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Os resultados experimentais apresentados mostram que o sistema peroxidase 

tripanotiona-dependente existe em T. cruzi, confirmando que a Tc21 é responsável 

pela redução de H202 e, que surprendentemente, a Cf16, de C. fasciculata, foi 

eficiente na redução da peroxidase. 

Muito embora o sistema enzimático peroxidase tripanotiona-dependente precise ser 

melhor estudado e as condições para a medida do ensaio enzimático melhor 

estabelecidos, a informação bioquímica obtida experimentalmente indica se tratar 

de agentes celulares envolvidos no estresse oxidativo. Frente aos dados 

apresentados, a hipótese de que a redução de peróxidos em T. cruzi seria um 

processo meramente não-enzimático, deve ser cuidadosamente reavaliada. Além 

disso, dados na literatura mostram que esse sistema está presente em outros 

patógenos, apontando novos alvos potenciais para o desenvolvimento racional de 

inibidores, abrindo novas estratégias a serem usadas no combate à doença, 

levando-se em conta que os atuais quimioterápicos são insatisfatórios. 

Considerando os resultados apresentados, pode-se concluir: 

1. que, o reconhecimento por métodos imunoquímicos confirmou a existência do 

sistema peroxidase tripanotiona-dependente em T. cruzi; 

2. que, o isolamento, clonagem e expressão do gene da triparredoxina peroxidase 

{Tc21) num sistema heterólogo permitiu obter uma proteína de 21 kDa, cuja 

identificação funcional ao catalisar a redução de H202, permite classificá-la como 

uma peroxidase; 

3. que, a triparredoxina peroxidase de T. cruzi apresentou dois resíduos de cisteína 

(Cys52 e Cys173
) inseridos nos dois motivos VCP e, portanto, uma típica 

peroxirredoxinas; 

4. que, T. cruzi não é totalmente deficiente na sua capacidade para detoxificar 

hidroperóxidos; 

5. que, o sistema de detoxificação depende de três enzimas (tripanotiona 

redutase, triparredoxina e triparredoxina peroxidase), dois substratos 

(tripanotiona e hidroperóxido), além do doador de elétrons para se processe a 

reação redox do fluxo de equivalentes reduzidos. 
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