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RESUMO 

 

CRISPIM, M. Metabolismo de hexosaminas do Trypanosoma cruzi. 2018. 118 p. Tese 
(Doutorado em Parasitologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2018. 

 

Ao longo do seu ciclo biológico, o Trypanonosoma cruzi percorre diversos ambientes que 

exigem a utilização de carboidratos, aminoácidos e lipídeos para a obtenção de energia e para 

a síntese de outros metabólitos. Nesse contexto encontra-se a via de biossíntese de 

hexosaminas (HBP), uma via de quatro passos enzimáticos que culmina na formação de UDP-

GlcNAc, metabólito crucial para a biossíntese de glicoconjugados e para eventos de 

glicosilação. Adicionalmente à biossíntese de novo, hexosaminas podem ser obtidas a partir 

do meio extracelular; seu potencial papel como fonte de carbonos ocorreria por uma via 

catabólica que se conecta à glicólise após dois passos enzimáticos específicos (nagA e nagB). 

Nesse trabalho são apresentadas as evidências da existência de HBP em T. cruzi, através da 

caracterização cinética dos primeiros dois passos da via (TcGF6PA e TcGNA), assim como as 

intervenções de inibidores dessas enzimas na proliferação e ciclo intracelular do parasita. 

Ademais o transporte a partir do meio extracelular e parte do catabolismo de hexosaminas são 

compartilhados com o da glicose. As hexosaminas são moléculas finalmente oxidadas na 

mitocôndria e estimulam uma respiração celular acoplada a fosforilação oxidativa, 

culminando em uma biossíntese de ATP intracelular. A comparação entre a síntese e 

degradação das hexosaminas indica que o T. cruzi apresenta uma maior dependência da HBP 

nas formas infectivas. Em contrapartida, epimastigotas mostraram ser mais dependentes de 

hexosaminas extracelulares. Portanto, propõe-se: (i) a HBP é um bom alvo para futuras 

intervenções de drogas, afetando formas presentes nos hospedeiros mamíferos e (ii) GlcNAc é 

uma fonte de carbono e energia para formas do T. cruzi presentes no inseto vetor, 

contribuindo para a colonização de epimastigotas e diferenciação em formas metacíclicas. 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas. Trypanosoma. Metabolismo. Glicose. Hexosamina. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

CRISPIM, M. Hexosamine metabolism of Trypanosoma cruzi. 2018. 118 p. Thesis (PhD in 
Parasitology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2018. 

 

Throughout its biological cycle, Trypanonosoma cruzi course through several environments 

that require the utilization of carbohydrates, amino acids and lipids to obtain energy and for 

metabolic biosyntesis. An example is the Hexosamine Biosyntesis Pathway (HBP), a 4-step 

enzymatic pathway that culminates in UDP-GlcNAc formation, crucial metabolite for 

glycoconjugate biosynthesis and glycosylation. In addition to de novo biosynthesis, 

hexosamines can be obtained from the extracellular medium; its potential role as a carbon 

source would occour via a catabolic pathway connected to glycolysis after 2 specific enzyme 

steps (nagA and nagB). In this work the evidence of HBP in T. cruzi is presented, through the 

kinetic characterization of the first two steps of the pathway (TcGF6PA and TcGNA), as well 

as the effects of enzymatic inhibitors in epimastigote proliferation and intracellular cycle 

progression. In addition, the hexosamines transport from the extracellular environment and 

part of their catabolism was shared with glucose. The hexosamines are molecules finally 

oxidized in the mitochondria and stimulate a cellular respiration coupled to OxPhos, 

culminating in ATP biosynthesis. The comparison between hexosamine synthesis and 

degradation of hexosamines indicates that infective forms present a greater dependence of the 

HBP. Otherwise epimastigotes have been shown to be more dependent on extracellular 

hexosamines. Therefore, it is proposed: (i) HBP is a good target for future drug interventions, 

affecting parasite forms in mammalian host and (ii) GlcNAc is a source of carbon and energy 

for T. cruzi insect stages, beig able to contribute for epimastigote colonization and parasite 

differentiation. 

 

Keywords: Chagas Disease. Trypanosoma cruzi. Metabolism. Glucose. Hexosamine. 
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1.1 Doença de Chagas 
 

1.1.1 Aspectos gerais 
 

 Caracterizada inicialmente em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas 

(Chagas, 1909), a Tripanossomíase Americana ou Doença de Chagas (DC) é hoje uma das 

doenças tropicais mais negligenciadas do mundo. A DC é endêmica nas Américas do Norte, 

Central Continental e do Sul, e nas zonas rurais dessas regiões a falta de estrutura nas 

moradias favorece a infestação pelo vetor. Historicamente a transmissão e a morbidade se 

concentraram na região endêmica, porém a migração de pessoas cronicamente infectadas para 

outras regiões transformou a DC em um problema de saúde com impactos globais. De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS) em sua última atualização sobre a DC em 2017, 

essa doença afeta entre 6 e 7 milhões de pessoas e cerca de 25 milhões de pessoas vivem sob 

o risco de infecção (World Health Organization, 2018). O número estimado de mortes 

diminuiu de cerca de 50.000 por ano para 12.500 por ano (Moncayo e Silveira, 2017; World 

Health Organization, 2012); e o impacto estimado da DC em termos de anos de vida ajustados 

por incapacidade (DALYs) diminuiu de 2,7 milhões em 1990 (Musgrove, 1993) para 586 000 

em 2001 (Mathers, Lopez e Murray, 2006). Dentre as pessoas infectadas com DC, 30 a 40% 

padecem dos sintomas mais graves desta enfermidade (Rassi e Marin-Neto, 2010), 

representando um grave problema de saúde pública para as áreas endêmicas.  

 O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da DC, tem como reservatório natural uma 

ampla variedade de mamíferos no continente americano e é transmitido por várias espécies de 

três gêneros de insetos tratomíneos hematófagos: Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Na 

Argentina, Brasil, Bolívia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru o vetor mais encontrado é o 

Triatoma infestans, já na Colômbia, Venezuela e América Central é o Rhodnius prolixus, 

sendo que o Triatoma diminuta é encontrado no Equador e também na América Central, o 

Rhodnius pallescens é encontrado principalmente no Panamá e nos EUA os dois principais 

vetores são o Triatoma sanguisuga e Triatoma gerstaecken (Coura, 2013; Kribs-Zaleta, 2010; 

Perez-Molina et al., 2017; Rassi et al., 2012; Silber et al., 2005). 

 Na década de 1950, o governo brasileiro implementou campanhas de controle de 

vetores em algumas regiões do país; sendo que na década de 1980 essas campanhas se 

estenderam por todo o território brasileiro. Ao mesmo tempo, os países da América do Sul, 

onde se concentram dois terços dos casos de DC nas Américas (Argentina, Brasil, Chile, 

Uruguai, Paraguai, Bolívia e Peru) iniciaram um programa de cooperação internacional, a 
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Iniciativa Cone Sul, cujo objetivo foi controlar a transmissão vetorial e por transfusão 

sanguínea (Moncayo e Silveira, 2009; Moraes-Souza, 1999; Silveira e Pimenta  Jr., 2011). O 

sucesso das campanhas de erradicação de vetores, levou ao Uruguai (1997), Chile (1999) e 

Brasil (2006) a obter o certificado da Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) que 

declara uma área livre do Triatoma infestans. Vale ressaltar que esse certificado não significa 

completa interrupção da transmissão vetorial (Abad-Franch et al., 2013; Fitarelli e Horn, 

2009; Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011). Além disso, melhorias nas condições 

socioeconômicas da população na América Latina nas útimas décadas contribuíram para a 

redução da transmissão vetorial, favorecendo o controle dessa doença. É importante ressaltar 

que outra meta alcançada pela Iniciativa Cone Sul foi a triagem obrigatória de bancos de 

sangue, incluindo 100% dos bancos de sangue públicos e 80% dos bancos privados de sangue 

na Argentina, e todos os bancos de sangue no Brasil, Chile e Uruguai. Por outro lado, 

Paraguai, Bolívia e Peru continuaram com problemas no controle da doença em bancos de 

sangue, não atingindo as metas do programa até então (Moncayo e Silveira, 2009). 

 

1.1.2 Desafios no tratamento da Doença de Chagas 
 

 As pesquisas sobre o tratamento da Doença de Chagas se consolidaram a partir da 

década de 1960, quando a quimioterapia se baseou em estudos com derivados de 

nitrofurazona (Dias et al., 2009). Entre finais dessa década e começos da seguinte, dois 

compostos surgiram representando uma nova perspectiva no tratamento da doença, visto que a 

eficácia na fase aguda destes compostos era maior em relação à das até então utilizadas. Estes 

novos compostos foram o nifurtimox (hoje no Brasil de nome comercial Lampit®, da Bayer), 

3-metil-4-(5´-nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dióxido, e o 

benzonidazol (hoje no Brasil de nome comercial Rochagan®, da Roche), N-benzyl-2-

nitroimidazol acetamida. Ainda hoje a quimioterapia contra a doença está baseada nessas 

drogas que, apesar das vantagens descritas previamente, acarretaram alta toxicidade em 

pacientes durante o tratamento. Brevemente, o Nifurtimox (NFX) é um nitrofurano e foi o 

primeiro composto utilizado no tratamento de pacientes com DC. Packchanian foi o primeiro 

a demonstrar experimentalmente que os nitrofuranos eram promissores nesse contexto 

(Packchanian, 1957). Mais tarde, Brener utilizou nitrofurazona no tratamento de 

camundongos cronicamente infectados (Brener, 1961). Embora tenham sido relatados 

resultados importantes em relação a essa proposta, (Rodriques Coura et al., 2002) os efeitos 

colaterais e a alta toxicidade que desencadeavam, desfavoreceram a continuação dos estudos 
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com essas drogas. Ensaios clínicos com NFX foram iniciados em 1965; notou-se uma 

marcada diferença na efetividade de NFX contra DC em diferentes fases da doença, assim 

como em relação à duração do tratamento, à idade do paciente e à área geográfica estudada 

(referência de 1965). Os melhores resultados foram obtidos para tratamentos durante a fase 

aguda e em crianças em geral (Castro, Mecca, e de Bartel, 2006; Rodriques Coura et al., 

2002). A eficácia do tratamento em pacientes adultos com doença crônica foi baixa, com uma 

taxa de cura de 7 a 8% na fase crônica indeterminada; entretanto, em crianças <14 anos de 

idade na fase crônica assintomática, a taxa de cura foi significativamente maior, chegando a 

85,7% (Rodriques Coura et al., 2002; Streiger et al., 2004). Já o Benzonidazol (BZ) foi 

inicialmente estudado por Grunberg et al. que demonstraram pela primeira vez sua atividade 

contra o T. cruzi (Grunberg et al., 1967). O BZ mostrou ter eficácia semelhante à 

nitrofurazona nas fases aguda e crônica, mas com menos efeitos tóxicos. Posteriormente, 

vários resultados de tratamentos experimentais e clínicos de pacientes com CD usando BZ 

foram publicados, demonstrando a eficácia significativa desse fármaco durante a fase aguda 

(todos os testes sorológicos e parasitológicos tiveram até 80% de cura na referida fase) 

(Andrade, Magalhaes e Pontes, 1985; Cançado e Cançado, 2002). Embora vários relatos 

tenham demonstrado a utilidade do BZ, a sua principal limitação é a baixa taxa de cura 

durante a fase crônica. Em 2002, Cançado observou cura em 76% dos pacientes cursando a 

fase aguda de DC (13 a 21 anos de seguimento) e apenas 8% dos pacientes em fase crônica de 

DC (6 a 18 anos de seguimento), corroborando os estudos prévios na demonstração do 

reduzido efeito durante a fase crônica (Cançado e Cançado, 2002).  

 

1.2 O Trypanosoma cruzi 
  

 O T. cruzi é um organismo eucariota, protozoário, pertencente ao supergrupo dos 

Excavata que abarca protozoários de vida livre e simbiótica, e também inclui alguns 

importantes parasitas de seres humanos. Dentro dos Excavata, T. cruzi pertence ao grupo 

monofilético Kinetoplastida. Pelo menos um estágio no ciclo de vida de todos os membros 

deste grupo é representado por uma célula delgada e altamente flexível, equipada com um ou 

dois flagelos, que emergem de uma bolsa flagelar. Outra característica registrada é a presença 

de um denso DNA mitocondrial, denominado cinetoplasto (Cavalier-Smith, 2016). 
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1.2.2 Ciclo de vida 
 

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida digenético, alternando entre um 

hospedeiro invertebrado e um vertebrado mamífero entre os quais se encontra o homem. 

Quatro estágios de desenvolvimento principais foram classicamente descritos em T. cruzi: 

amastigota intracelular (Ama: forma replicativa e não infectiva) e tripomastigota sanguíneo 

(Tripo: ativa e não infectiva), encontrados nos hospedeiros vertebrados; e epimastigota (Epi: 

forma replicativa, não infectiva) e tripomastigota metacíclico (Meta: forma não replicativa, 

mas infectiva) encontrados nos hospedeiros invertebrados (Brener, 1973). Em 1999, uma 

forma intermediária entre os estágios Ama e Tripo foi descrita, e devido às semelhanças 

morfológicas e bioquímicas com a forma epimastigota foi denominada epimastigota 

intracelular (Epi-like) (Almeida-de-Faria et al., 1999). 

 Durtante um repasto sanguíneo, o triatomíneo pode ingerir formas Tripo junto ao 

sangue do hospedeiro mamífero infectado. Algumas horas após a ingestão, no estômago do 

triatomíneo, ocorre a diferenciação para Epi, coincidindo com a indução da expressão de 

genes TcMUC I e II, responsáveis pela expressão de mucinas e proteínas 

associadas (Buscaglia et al., 2006; El-Sayed et al., 2005). Com o auxílio de tais moléculas, 

no intestino médio dos triatomíneos, os Epis se aderem às membranas perimicrovilares 

(PMM) secretadas pelas células epiteliais do intestino médio subjacentes (Alves et al., 2007; 

Gonzalez et al., 1998, 1999; Nogueira et al., 2007). Os Epis se dividem repetidamente por 

fissão binária, colonizando o intestino. No intestino posterior, uma parte da população 

parasitária se adere à cutícula retal por meio de interações hidrofóbicas e se diferencia em 

Metas; Epis e Metas são liberados juntamente com as fezes e urina durante o próximo repasto 

sanguíneo (Garcia e Azambuja, 1991; Kleffmann, Schmidt e Schaub, 1998; Schaub et al., 

1998; Schmidt, Kleffmann e Schaub, 1998), porém somente os Metas possuem a capacidade 

de sobreviver em mamíferos, e os epimastigotas são lisados pelo sistema complemento 

(Diego et al., 2014). Os Metas só serão capazes de estabelecer a infecção no novo hospedeiro 

se invadirem as suas células e diferenciarem a uma forma replicativa. A invasão das células 

hospedeiras dos mamíferos é um processo dependente de ATP (Martins et al., 2009; 

Schenkman, Robbins e Nussenzweig, 1991) e que envolve o recrutamento de lisossomos para 

formar um vacúolo parasitóforo (Burleigh, 2005). Uma vez no interior das células, alguns 

dados da literatura sugerem que o baixo pH desencadeia a diferenciação de tripomastigotas 

em Amas (Crispim et al., 2018; Souza, de Carvalho, e de Barrias, 2010) e favorece a atividade 

de enzimas hidrolíticas, permitindo a liberação de Ama no citoplasma para iniciar sua 
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replicação (Andrews et al., 1990; Andrews e Whitlow, 1989; Hall et al., 1992; Ley et al., 

1990). Após um número variável de divisões celulares, os Amas se diferenciam na forma 

transitória replicativa Epi-like. Ao fim do ciclo intracelular ocorre a diferenciação para 

Tripos, os quais lisam as células e podem ter três destinos: i) infectar células vizinhas; ii) 

alcançar a corrente sanguínea, podendo alcançar e infectar outros tecidos; iii) Serem ingeridos 

por um triatomíneo que realiza um repasto sanguíneo, podendo infectar um novo hospedeiro 

invertebrado, que transmitirá o parasita para novos hospedeiros mamíferos (Souza, de 

Carvalho, e de Barrias, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Representação esquemática do ciclo de vida do T. cruzi. Formas encontradas no hospedeito 
mamífero: A, amastigota; Ei, epimastigota intracelular; T, tripomastogota sanguíneo. Formas presentes no 
hospedeiro invertebrado: E, epimastigotas; M, tripomastogota metacíclico. Figura construída a partir de imagens 
originais do artigo de (Chagas, 1909). 
 

1.2.1 Estruturas celulares únicas do T. cruzi e outros tripanossomatídeos 
 

O T. cruzi, assim como os outros tripanossomatídeos são organismos que apresentam 

estruturas e organelas únicas. Dentre elas pode-se mencionar:  

1. Citoesqueleto: Uma das características do clado Trypanosomatidae é a presença de 

um citoesqueleto constituido por uma camada de microtúbulos subjacentes à membrana 

plasmática e designados como microtúbulos subpeliculares. Observou-se que os microtúbulos 

estão conectados entre si e à membrana plasmática por filamentos curtos conformando uma 

estrutura semelhandte a uma gaiola. Esta estrutura é indicada como motivo da resistência 

desse grupo de organismos à lise celular por meios mecânicos. Cortes transversais através de 

diferentes porções celulares da forma Tripo de T. cruzi mostram que os microtúbulos são 
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regularmente espaçados, com uma distância de 44 nm (centro a centro). Observou-se que o 

número de microtúbulos está relacionado ao diâmetro celular (Souza, 2002a). Na maioria das 

células eucarióticas, filamentos com um diâmetro de 4 a 7 nm são formados por actina. Eles 

podem ser observados livres no citoplasma, principalmente no córtex celular ou em feixes 

formando as chamadas fibras de estresse. Filamentos com um diâmetro de 8-9 nm são 

filamentos intermediários. Sua composição varia. Filamentos de 10 a 12 nm são compostos 

por miosina (Hardin, Bertoni e Kleinsmith, 2015). Há pouca informação sobre 

microfilamentos nos Trypanosomatidae, mas se sabe que em todos os tripanossomatídeos 

existem filamentos mais curtos (6 nm de espessura) que conectam os microtúbulos sub-

peliculares entre si e estes com a membrana plasmática de (Souto-Padrón, Souza, e de Heuser, 

1984). Em alguns tripanossomatídeos, uma estrutura microfibrilar tem sido observada na 

região de fixação do flagelo ao corpo celular (Souza, 2002c). Os microfilamentos nunca 

foram observados no citoplasma. A actina foi detectada bioquimicamente em 

tripanossomatídeos, mas teve um comportamento incomum de ligação de DNAse-I quando 

comparado com a actina de outros eucariotos (Mortara, 1989). Ao longo do lado do axonema 

do flagelo dos tripanossomatídeos, há uma haste paraxial filamentosa semelhante a uma rede. 

2. Paraflagellar rod: é uma estrutura que emerge de uma invaginação na membrana 

plasmática na parte posterior dos parasitase se estende paralela ao flagelo . A paraflagellar 

rod (PFR) é formada por um filamento em forma de treliça que se apresenta ao lado do 

axonema ao qual se conecta (Cachon et al., 1988). PFR é. A PFR é restrita aos membros do 

grupo Euglenozoa e está presente em todos os representantes Kinetoplastida. Sua estrutura e 

função permaneceram enigmáticas, embora detalhes estejam começando a surgir, indicando 

papéis estruturais e regulatórios. O PFR é essencial para a viabilidade de T. brucei (Bastin, 

Sherwin e Gull, 1998), mas não de Leishmania (Santrich et al., 1997) e é necessária para a 

motilidade em ambos os organismos. Ela impõe restrições estruturais ao batimento axonemal 

e poderia atuar como uma mola biomecânica para absorver e transmitir energia produzida 

pelo batimento e torção do flagelo (Hughes et al., 2012). 

 3. Mitocôndria: Os flagelados da ordem Kinetoplastidia possuem uma única 

mitocôndria por célula e que abrange cerca de 30% do corpo celular e é distribuída em ramos 

sob os microtúbulos sub-reticulares. Essa mitocôndria é composta por uma membrana 

externa, espaço intermembranar, uma membrana mitocondrial interna que forma os 

enrolamentos conhecidos como cristas mitocondriais e a matriz mitocondrial. Dependendo 

dos recursos ambientais e nutricionais disponíveis, a mitocôndria pode ocupar uma 
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quantidade variável do volume celular total (Paes et al., 2011; Souza, Attias e Rodrigues, 

2009).  

4. Cinetoplasto: é uma estrutura contendo o genoma mitocondrial (kDNA), a mais 

complexa estrutura de DNA mitocondrial da natureza. O kDNA, componente majoritário do 

cinetoplasto, está organizado como uma rede de DNA concatenado, composto de 

aproximadamente 5.000 a 20.000 minicírculos e 50 cópias de maxicírculos. Esta estrutura está 

localizada próximo ao corpo basal e perpendicular ao eixo do flagelo (Dantas, Barbosa e 

Castro, De, 2003; Souza, 2002a) (revisão em (Lukes et al., 2002; Souza, 2008)). Esta é a mais 

proeminente característica do clado Kinetoplastida. 

4. Glicossomos: São organelas consideradas “peroxissomos especializados”, onde se 

localizam a maior parte das enzimas glicolíticas (no T. cruzi, as sete primeiras enzimas 

glicolíticas, as quais participam da conversão da glicose em 1,3-bifosfato de gliceraldeído) 

(Bakker et al., 2000; Opperdoes, Fred R, 1987b). Foi mostrado que por exemplo, em T. 

brucei, 90% do teor de proteína da matriz glicossomal corresponde às enzimas glicolíticas 

(Misset, Bos e Opperdoes, 1986; Opperdoes, 1987b). Estão localizadas também nessa 

organela as enzimas da via das pentoses fosfato, de  biossintéticas da pirimidinas  (Gao et al., 

1999), de éter-lipídios (Heise e Opperdoes, 1997; Opperdoes et al., 1984), de esteróis 

(Concepcion et al., 2001), a oxidação de ácidos graxos (Wiemer et al., 1996) e da via de 

resgate de purinas (Opperdoes, F R, 1987). Níveis elevados da fosfato dikinase de piruvato 

também foram encontrados recentemente nesta organela, sendo atribuida a essa enzima um 

papel da manutenção do balanço ATP/ADP intra-glicossomal (Bringaud, Baltz e Baltz, 1998; 

Deramchia et al., 2014). Os glicossomas estão envoltos por uma única membrana que abriga 

canais formadores de poros responsáveis pela troca de metabólitos entre a matriz glicossomal 

e o citosol, necessárias para importar pequenos metabólitos sintetizados de novo para a matriz 

da organela (Gualdron-López et al., 2012).  

5. Reservossomos: são organelas ligadas à membrana, encontradas na região posterior 

de formas Epis de T. cruzi (Soares, 1999; Souza, 2002a; Souza, de et al., 2000). Essas 

estruturas foram inicialmente descritas como corpos multivesiculares (Souza, de et al., 1978) 

e análises citoquímicas posteriores revelaram que os reservosomos apresentam, de fato, uma 

matriz protéica eletrodensa com inclusões lipídicas (Soares e Souza, De, 1988). Estudos 

utilizando proteínas imunomarcadas com ouro demonstraram que os nutrientes absorvidos 

através do citóstomo e da bolsa flagelar são direcionados aos reservosomos (Porto-Carreiro et 

al., 2000; Soares, Souto-Padrón e Souza, De, 1992; Soares e Souza, de, 1991), mostrando 

assim que essas organelas são compartimentos da via endocítica. Em Epi, os reservosomos 
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ocupam cerca de 6% do volume total celular (Soares e Souza, De, 1988), mas essas estruturas 

gradualmente desaparecem em culturas antigas e durante a diferenciação de epimastigotas 

para tripomastigotas metacíclicos (Figueiredo, Rosa e Soares, 2000; Soares et al., 1989).  

 

 
Figura 2. Representação das organelas da forma epimastigota de T. cruzi. estão demonstrados A 
(acidocalcissoma), GA (Complexo de Golgi), F (bolsa flagelar), G (glicossomo), K (cinetoplasto), M 
(mitocôndria), N (núcleo) e R (reservossomo).  

 

1.2.2 A mitocôndria e respiração celular de T. cuzi  
  

 Uma das primeiras observações da respiração em T. cruzi ocorreu em 1946 (Brand, 

von, Johnson e Rees, 1946). Nesse trabalho foi demonstrado que a respiração de formas 

epimastigotas é sensível a KCN, o que, desde o conhecimento atual de bioquímica pode ser 

interpretado como um dos primeiros indícios de que o parasita possui um complexo IV ativo 

na ETS. Diferentemente de T. brucei, o T. cruzi mantém a funcionalidade mitocondrial 

(incluindo a OXPHOS) ativa nas formas: (i) epimastigota, onde a produção de ATP por essa 

via é essencial para a sua sobrevivência, uma vez que  respiração deste parasita se mostrou 

sensível a inibidores específicos do segmento b-c1 do complexo III, mesmo quando em meio 

de cultura rico em glicose (Stoppani e Boiso, De, 1973); (ii) amastigota, em um relato recente 

de uso da glutamina como fonte oxidável (Shah-Simpson et al., 2017) 

Em relação à ETS, os tripanossomatídeos apresentam várias diferenças com os 

mamíferos. Brevemente, existe uma ETS na qual vários complexos enzimáticos transferem 

equivalentes reduzidos ao par ubiquinol/ubiquinona, que transporta os elétrons para a oxidase 

terminal (Tielens e Hellemond, Van, 1998) reduzindo o O2 (aceptor final dos elétrons) a H2O 

(Fig. 2).  

 

Serão apresentadas algumas informações sobre complexos mitocondriais:  
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1. Na maioria dos organismos o complexo I da ETS (NADH desidrogenase; 

NADH quinona oxiredutase) está localizado na membrana interna mitocondrial 

e catalisa a transferência de elétrons do NADH para a coenzima Q 

(ubiquinona) (Baranova, Holt e Sazanov, 2007; Hirst, 2005; Lenaz et al., 

2006). A transferência de elétrons é simultânea à extrusão de prótons para o 

espaço intermembrana miticondrial, gerando o gradiente de eletroquímico 

transmembranar. Em relação aos tripanossomatídeos, em T. brucei foi 

constatado que a complexo I possui 19 subunidades e uma massa de 

aproximadamente 660 kDa. Apesar de alguns relatos na literatura afirmarem a 

presença de uma atividade correspondente ao complexo I em T. cruzi (Beattie e 

Howton, 1996; Bienen et al., 1993; Tielens e Hellemond, Van, 1998), essa 

atividade ainda é motivo de especulação, sendo que alguns autores afirmam 

que não está diretamente envolvido com a extrusão de prótons e sim com a 

regeneração de NAD+ mitocondrial (Opperdoes e Michels, 2008), podendo 

essa ser uma das causas da baixa sensibilidade da respiração celular à rotenona 

(Hernandez e Turrens, 1998). Ademais, Carranza e col. indicaram que algumas 

cepas de T. cruzi já apresentam deleções naturais de genes codificantes de 

algumas subunidades do complexo I (ND5, ND6 e ND7) e que esse fato não 

interfere na bioenergética mitocondrial, se comparado a cepas que continham 

todas as subunidades (Carranza et al., 2009). 

2. O complexo II (succinato: ubiquinona redutase ou succinato desidrogenase) 

transfere equivalentes reduzidos da oxidação de succinato diretamente para a 

quinona da ETS. Em T. cruzi este complexo apresenta 12 subunidades e cerca 

de 550 kDa, sendo, portanto, quatro vezes maior que a enzima bovina ou de 

levedura (aproximadamente 150 kDa) (Fig 2) (Morales et al., 2009). Neste 

complexo, o succinato é oxidado na subunidade A, reduzindo FAD a FADH2. 

Os elétrons transferidos a FAD são direcionados por um mecanismo de 

tunelamento ao o cluster [3Fe-4S] da subunidade B do complexo e 

posteriormente são transferidos para uma molécula de ubiquinona, previamente 

ligada ao seu sítio ativo nas subunidades C e D. A ubuquinona reduzida 

(semiquinona denominada ubiquinol), que difunde livremente pela membrana, 

pode então ser utilizada no próximo complexo enzimático.  

 O substrato do complexo II, o succinato, é uma molécula central no 

metabolismo do T. cruzi, sendo produzido no glicossomo e na 
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mitocôndria. Acreditava-se que a produção de succinato na mitocôndria 

seria mediada pela reação reversa da succinato desidrogenase do ciclo 

de Krebs, porém Christmas e Turrens (2000) demonstraram que T. 

cruzi produz o succinato mitocondrial através de uma fumarato 

redutase dependente de NADH (NADH-FRD). Este fato é 

compartilhado com outros organismos, como S. cereviseae (Camarasa, 

Faucet e Dequin, 2007). O modelo geral mais bem definido de 

produção de succinato mitocondrial por algum tripanossomatídeo 

provém dos estudos com T. brucei: o piruvato produzido pela glicólise 

é convertido em malato, que é transportado para a mitocôndria e é 

convertido em succinato pela NADH-FRD mitocondrial, sendo 

excretado pelo parasita em situações de excesso de equivalentes 

reduzidos produzidos pela célula (Bringaud, Rivière e Coustou, 2006).  

 
Figura 3. Representação da fosforilação oxidativa considerada padrão para os organismos aeróbios.  
 

1.3 Metabolismo de hexoses em T.cruzi  
 

A fim de estabelecer seu ciclo de vida e garantir sua sobrevivência ao longo dos 

diferentes ambientes pelos quais transita, o T. cruzi necessita de metabólitos tanto para manter 

a homeostase osmótica, bem como para o catabolismo e consequente obtenção de energia. 

(Silber et al., 2005). Nesse sentido, está bem estabelecido que os tripanossomatídeos são 

capazes de transportar e metabolizar D-glicose (Glc), aminoácidos e ácidos graxos como 

fontes de energia (Cazzulo, 1992; Opperdoes, 1987b; Silber et al., 2005; Wood, 1975). 
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 O primeiro relato de utilização de Glc, assim como de D-frutose (Fru) por T. cruzi se 

deu no ano de 1947 por Chang e colaboradores, onde os autores demonstram o estímulo no 

consumo de O2 na presença de tais metabólitos (Chang e Negherbon, 1947). É interessante 

ressaltar que os tripanossomatídeos estão entre as células com maior taxa de consumo da Glc, 

o que está associado ao fato altamente raro de produzirem e excretarem, mesmo em condições 

aeróbicas, compostos reduzidos (Ex.: Succinato e alanina), em detrimento à sua completa 

oxidação em CO2 e H2O (Brand, Von e Tobie, 1949; Cazzulo, 1992).  Em 1960, Zeledón 

demonstrou que T. cruzi é capaz de metabolizar diversos outros carboidratos, incluindo 

galactose (Gal), manose (Man) e glucosamina (GlcN), ao também demonstrar consumo de O2 

nessas condições. Este foi o primerio indício de catabolismo de hexosaminas em T. cruzi 

(Zeledom, 1960). Em 1994 ocorreu o primeiro relato de um ensaio de transporte de Glc 

diretamente em formas epimastigotas de T. cruzi. Além disso, foi demonstrado que a Glc é 

transportada por difusão facilitada, através de uma proteína transportadora de hexoses 

(TcHT), com alta afinidade por Glc (Tetaud et al., 1994, 1996), fatos estes previamente 

observados em outros tripanossomatídeos (Kulle, ter, 1993; Parsons e Nielsen, 1990; 

Zilberstein e Dwyer, 1985). É importante relatar, porém, que nesses trabalhos a afinidade de 

outras hexoses foi determinada de maneira indireta, não estimando valores de KM, mas 

calculando-se a constante de inibição (Ki) de cada hexose referente ao transporte de Glc. Mais 

especificamente, Tetaud e colaboradores observaram que, em oócitos de Xenopus injetados 

com RNA de TcHT, D-frutose (Fru), D-manose (Man) e D-glucosamina (GlcN) inibem o 

transporte de glicose em porcentagens acima de 40%, revelando que essas moléculas 

interagem com TcHT e sugerindo que são transportadas por essa proteína em T. cruzi. 

Finalmente, foi mostrado que a D-galactose não é capaz de inibir o transporte de Glc e que os 

parâmetros cinéticos do transporte de 2-deoxi-glicose (2-DOG) possuem diferenças 

significativas em comparação com os da Glc, desaconselhando o uso desta molécula como 

modelo de estudo cinético (Tetaud et al., 1994). Em um trabalho posterior, o mesmo grupo 

caracterizou o transporte de D-frutose em T. cruzi e revelou ainda que outras moléculas e 

metabólitos podem inibir o transporte de Glc, dentre eles N-Acetil-D-glucosamina (GlcNAc), 

que  apresentou um Ki cerca de 10 vezes menor que a GlcN (Tetaud et al., 1996). Esses 

resultados também apontaram que GlcNAc pode ser transportado por TcHT. Vale ressaltar, 

que neste trabalho de 1996, Tetaud e colaboradores utilizaram como modelo de estudo células 

CHO que expressavam heterologamente TcHT e não diretamente epimastigotas. Toda a 

literatura até então postulava características do transporte de Glc em formas epimastigotas, 

presentes no inseto vetor. Porém, em 2009 foi demontrado que as formas tripomastigotas de 
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T. cruzi possuem a maior taxa de transporte de Glc dentre as formas presentes no hospedeiro 

vertebrado e que formas amastigotas não transportam Glc e sequer expressam TcHK (Silber et 

al., 2009). Recentemente Shah-Simpson e colaboradores. sugeriram a possiblidade de formas 

Ama utilizarem glicose como fonte de carbono intracelular, porém uma análise cuidadosa dos 

resultados apresentados pelso autores e a análise bibliográfica não embasam essas afirmações 

(Shah-Simpson et al., 2017). 

Uma vez no citoplasma, as hexoses são transportadas para os glicossomos por 

mecanismo desconhecido, onde podem ser substrato da enzima hexoquinase, cuja atividade 

foi cogitada por Warren e colaboradores em 1967 e caracterizada em extratos de formas 

epimastigotas em trabalhos posteriores (Adroher, Osuna e Lupiáñez, 1990; Taylor et al., 

1980; Urbina e Crespo, 1984; Warren e Guevara, 1964). Racagni et al chegaram inclusive a 

estimar parâmetros cinéticos no extrato de epimastigotas relacionados à fosforilação não só da 

Glc, substrato preferencial da hexokinase (HK), como também da Man, Fru, GlcN, GlcNAc e 

manosamina. Porém o valor de KM relacionado à GlcNAc foi estimado com base em ensaio 

de inibição da fosforilação de Glc, sendo portanto uma avaliação indireta (Racagni e Machado 

de Domenech, 1983). Em 2003 Cáceres et al identificaram o gene responsável pela 

codificação da HK em T. cruzi (TcHK). Nesse trabalho os autores verificaram a cinética e 

localização glicossomal da enzima TcHK (Cáceres et al., 2003). Em 2007 este mesmo grupo 

identificou e caracterizou outra enzima quinase, específica para Glc (TcGlcK) (Cáceres et al., 

2007).  

Como dito anteriormente, os representantes do clado Kinetopastida apresentam como 

característica a compartimentalização da glicólise no glicossomo (Haanstra et al., 2016; 

Opperdoes, 1987b; Opperdoes e Borst, 1977). Os primeiros 6 passos enzimáticos ocorrem 

nessa organela e destaca-se o fato de que, nos membros Trypanosomatidae, as enzimas 

hexoquinase e fosfofrutoquinase não são reguladas da maneira alostérica clássica (Aguilar e 

Urbina, 1986; Racagni e Machado de Domenech, 1983; Taylor e Gutteridge, 1987; Urbina e 

Crespo, 1984). Ainda nessa perspectiva, em T. cruzi a presença de oxigênio na primeira etapa 

da via glicolítica não é capaz de suprimí-la em um fenômeno similar ao Efeito Warburg que 

ocorre em células cancerígenas. Classicamente, a transição da anaerobiose para a aerobiose, 

em muitos organismos, é acompanhada por uma rápida diminuição da glicólise; esta inibição 

é conhecida como “Efeito Pasteur” e T. cruzi carece deste fenômeno (Cannata e Cazzulo, 

1984; Heyneman, 1980). Existe a hipótese de que a própria compartimentalização dos passos 

iniciais da via glicolítica poderia ser um fator de regulação nesses organismos, visto que o 
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fluxo glicolítico poderia ser controlado pelo transporte de hexoses para o glicosomo e pelo 

equilíbrio entre os níveis de ATP/ADP intraglicossomais (Bakker et al., 2000). 

Uma vez no glicossomo, caso a hexose inicial seja a Glc, esta é rapidamente 

convertida em duas moléculas de gliceraldeído-1,3-bisfosfato (G 1,3 BP) pelas enzimas 

glicolíticas presentes na organela. O G 1,3 BP formado é transportado para o citoplasma por 

um sistema até então desconhecido e é convertido em fosfoenolpiruvato (PEP), que pode 

seguir por duas diferentes vias: (i) conversão a piruvato devido a atividade do complexo 

piruvato kinase citosólico, parte do qual é transportado para a mitocôndria para ser oxidado 

via ciclo tricarboxílico (TCA) e parte é convertido em alanina por transaminação, no citosol 

ou mitocôndria, via alanina aminotranferase ou tirosina aminotransferase (ALAT e TAT 

respectivamente) (Cannata e Cazzulo, 1984; Cazzulo, 1992) (ii) transportado de volta para o 

glicossomo, seguido pela carboxilação do PEP em oxaloacetato, via ação da enzima PEP 

carboxiquinase (PEPCK) (Acosta et al., 2004). O oxaloacetato resultante é convertido em 

malato por uma enzima malato desidrogenase glicossomal (MDHg), o qual deixa o 

glicossomo e é convertido novamente para piruvato por uma enzima málica citoplasmática. O 

malato pode ainda ser transportado para a mitocôndria, onde pode ser convertido em piruvato 

pela enzima málica mitocondrial e oxidado via ciclo de Krebs [revisado por (Silber et al., 

2005) 

Nesse sentido, quando uma alta concentração de malato atinge a matriz mitocondrial, 

o destino do mesmo depende da atividade das enzimas do TCA. Se a operação do ciclo for 

baixa (um caso extremo seria em anaerobiose), parte do oxaloacetato produzido pela malato 

desidrogenase mitocondrial (MDHm), irá se acumular e inibir a enzima málica mitocondrial, 

fazendo com que a maioria do malato seja convertido a succinato via fumarato redutase. Se o 

ciclo estiver trabalhando ativamente, os níveis de oxaloacetato serão mantidos baixos e a 

enzima málica mitocondrial vai estar ativa. Assim, parte do malato será convertido a piruvato, 

que pode se ligar à coenzimaA (CoA) para formar acetil-CoA, liberando CO2, reação 

catalisada pelo complexo piruvato desidrogenase. De fato, evidências recentes corroboraram 

que essas duas ramificações no ciclo de Krebs está presente tanto em T. cruzi, como em T. 

brucei (Cannata et al., 1979; Cannata e Cazzulo, 1984; Cazzulo, 1994). Até o momento não 

foram monstradas evidências da existência de reserva de carboidrato, como glicogênio ou 

amido, no Trypanosoma cruzi. Além disso, não existem evidências diretas de uma 

gliconeogênese operativa, porém afirmações na literatura (Maugeri, Cannata e Cazzulo, 2011) 

e resultados positivos para a atividade das enzimas específicas da gliconeogênese: piruvato 

fosfato diquinase (PPDK; 2.7.9.1; (Acosta et al., 2004; Bringaud, Baltz e Baltz, 1998)), 
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piruvato carboxilase (PC; 6.4.1.1; (Acosta et al., 2004)), fosfoenolpiruvato carboxiquinase 

(PEPCK; 4.1.1.3; (Acosta et al., 2004)), Frutose-1,6-bifosfatase (FBP; EC 3.1.3.11; (Adroher, 

Osuna e Lupiáñez, 1987)) e glicose-6-fosfatase (G6Pase; 3.1.3.9; (Avila et al., 1979; Zingales 

et al., 1979)) tem indicado a presença desse processo. 

 

1.4 Biossíntese de nucleotídeos-açúcares em T.cruzi 
 

Hexosaminas ou amino-açúcares são hexoses que contém em sua estrutura um grupo 

amino em detrimento a um grupo hidroxila. São moléculas intrinsecamente ligadas ao 

metabolismo de hexoses e aminoácidos e são essenciais para a formação de nucleotídeos-

açúcares. Estes, por sua vez, são os doadores ativados de açúcares nas reações de glicosilação. 

Comumente, a síntese destes compostos ocorre no citoplasma, com exceção de CMP-ácido 

siálico (CMP-Sia), que é sintetizado no núcleo da célula (Nakata et al., 2001). 

O nucleotídeo-açúcar UDP-GlcNAc é um importante metabólito, uma vez que a ligação 

de GlcNAc para resíduos de Asn, na N-glicosilação, representa a ligação mais amplamente 

distribuída de carboidratos a peptídeos. Em T. cruzi, O UDP-GlcNAc produzido é direcionado 

para o complexo de Golgi (Baptista et al., 2015) para a formação do oligossacarídeo precursor 

para a N-glicosilação, que será posteriormente adicionado a um resíduo de asparagina. Além 

disso, o UDP-GlcNAc participa da síntese de um precursor que será destinado aos eventos de 

O-glicosilação, que, em T. cruzi, tem início com a transferência de N-acetilglucotosamina 

(GlcNAc) para um resíduo de serina ou treonina, enquanto que em outros organismos, 

incluindo os hospedeiros do parasita, o grupo transferido é o N- acetilgalactosamina 

(GalNAc), pelo UDP-GalNAc (Koeller et al., 2014) 

No processamento de N-glicanos, GlcNAc ainda é utilizado para a formação de uma 

grande variedade de oligossacarídeos complexos (Spiro, 2002). UDP-GlcNAc também é um 

precursor de vários glicoconjugados, ácido hialurônico (Vigetti et al., 2012), GPIs (Watanabe 

et al., 1998) e mucinas (Monti et al., 2004). A síntese de ácido hialurônico ocorre através da 

O-GlcNAcetilação, processo que ocorre no citoplasma de diversas células e que utiliza UDP-

GlcNAc como substrato para a elaboração da glicosaminaglicana (Vigetti et al., 2012). 

Em Trypanosoma sp. o primeiro passo na síntese das mucinas corresponde à adição de 

GlcNAc a resíduos de treonina da cadeia peptídica, em uma reação catalisada pela O-GlcNAc 

transferase, que utiliza diretamente UDP-GlcNAc como substrato (Roper e Ferguson, 2003). 

As glicoproteínas mais abundantes na superfície do T. cruzi são as Tc-mucinas, mucinas 

associadas a proteínas de superfície (ou, mucin-associated surface proteins- MASPs) e os 
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membros da família trans-sialidase (TS) (Todeschini et al., 2009). Estima-se ainda que cerca 

de 6% dos genes preditos de T. cruzi codificam para a síntese de mucinas, enfatizando a 

importância dessas moléculas. (Buscaglia et al., 2006). Ainda é importante ressaltar que a 

incorporação de ácido siálico através da superfície pelo parasita, mediada pela TS, é um 

evento central para o estabelecimento da infecção. (Coustou et al., 2008; Milewski, Gabriel e 

Olchowy, 2006; Previato et al., 1994) 

 

1.5 Passos enzimáticos relacionados às hexosaminas 
  

 A fosforilação das moléculas GlcN e GlcNAc por hexoquinase (EC 2.7.1.1) pode ser 

considerada a mais provável porta de entrada para ambos metabólitos no metabolismo do T. 

cruzi, visto que não existem sequências putativas para glucosamina quinase (EC 2.7.1.8) ou 

N-acetilglucosamina quinase (EC 2.7.1.59) no genoma de Tripanossomatídeos. Em seguida, 

pode-se dividir o metabolismo de hexosaminas em duas partes; uma catabólica e outra 

anabólica. De modo geral a via catabólica, denominada Hexosamine Degradation Pathway 

(HDP), é composta de dois passos enzimáticos: (i) GlcNAc é fosforilação no glicossomo, 

formando N-acetil-glucosamina-6-fosfato (GlcNAc-6-P) e posteriormente desacetilação pela 

enzima N-acetilglucosamina 6-fosfato desacetilase (nagA; EC 3.5.1.25), produzindo 

glucosamina-6-fosfato (GlcN-6-P) e acetato; (ii) GlcN-6-P seria então convertido em fructose 

6-fosfato (Fru-6-P) e amônia pela ação da enzima glucosamina 6-fosfato desaminase, (nagB; 

EC 3.5.99.6), no que seria o passo final na via de utilização de GlcN/GlcNAc específica, 

ficando assim determinado o seu destino metabólico (Vincent, Davies e Brannigan, 2005; 

Yadav et al., 2011) após esse passo a cadeia carbônica seria processada em reações 

pertencentes à glicólise. 

 Já a via anabólica, denominada Hexosamine Biosynthesis Pathway (HBP), é composta 

de quatro passos enzimáticos. Inicialmente, a enzima glutamina frutose-6-fosfato 

aminotransferase (GF6PA EC 2.6.1.16), que utiliza L-glutamina (Gln) como fonte de 

nitrogênio e Fru-6-P como estrutura carbônica para formar os produtos L-glutamato (Glu) e 

GlcN-6-P. As propriedades bioquímicas e físicas da enzima GF6PA foram extensivamente 

estudadas em organismos procariotas (Badet et al., 1987; Teplyakov et al., 2001, 2002). No 

entanto, pouco se sabe sobre suas ortólogas eucarióticas. A extração e purificação de GF6PA 

de eucariotas é uma tarefa difícil devido aos baixos níveis em que está expressa, além de ser 

uma proteína de grande massa molecular e de formar complexas estruturas quaternárias. 

Portanto, a estratégia mais utilizada para se avaliar o papel biológico de GF6PA foi a 
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superexpressão. Um exemplo dessa abordagem foi o trabalho de Sachadyl e colaboradores em 

C. albicans, (Sachadyn et al., 2000). Em diferentes organismos está reportado que a reação da 

GF6PA é unidirecional e que não é dependente de cofatores. (Calcagno et al., 1971; Chmara e 

Zahner, 1984; Ikeda e Tsuiki, 1972; McKnight et al., 1992). Em 2008, Naderer e Co. 

demonstraram que Leishmania major se torna auxotrófica para hexosaminas quando o gene 

responsável pela expressão de GF6PA é deletado. Os autores também afirmam nesse trabalho 

que a enzima é essencial para a viabilidade de formas promastigotas e amastigotas.(Naderer, 

Wee e McConville, 2008). No segundo passo da via, atua a enzima glucosamina-6-fosfato-N-

acetiltransferase (GNA; EC 2.3.1.4). Em eucariotos, a GNA catalisa a transferência do grupo 

acetil do acetil-CoA para a GlcN-6-P, produzido GlcNAc-6-P e co-enzima A (CoA). A 

presença de íons bivalentes, especialmente Mg2+, contribui positivamente para a atividade da 

enzima, mas aparentemente esses cátions não desempenham papel catalítico per se (Milewski, 

Gabriel e Olchowy, 2006). Em Saccaromyces cerevisiae, a GNA apresenta-se como um 

dímero, cujo monômero consiste de um núcleo central constituído por cinco folhas β-

antiparalelas de cadeia mista rodeadas por quatro α-hélices, e uma fita (strand) β6 na 

extremidade COOH-terminal, que  se projeta para longe do núcleo central. O mecanismo 

molecular da reação catalisada pela enzima envolve um ataque nucleofílico direto do grupo 

amino da GlcN-6-P na carbonila do Acetil-CoA, seguida da formação de um intermediário 

tetraédrico (Peneff, Mengin-Lecreulx e Bourne, 2001). A GNA também tem sido estudada em 

T. brucei; seus parâmetros cinéticos e localização glicossomal foram definidos após os 

estudos de Mariño e colaboradores.  Os valores de KM obtidos para GlcN-6P (144 ± 11 µM) e 

acetil-CoA  (243 ± 44 µM) (Marino et al., 2011) são similares aos valores já relatados para 

esta enzima em outros organismos (Kato et al., 2005; Nishitani et al., 2006). Além disso, 

Mariño e colaboradores verificaram que o gene TbGNA é essencial em T. brucei. Mariño 

ainda verificou que a GNA de T. brucei assemelha-se à encontrada em humanos quanto à 

especificidade por substratos, atividade e modo de dimerização, no entanto, guarda diferenças 

quanto ao sítio ativo da enzima (Marino et al., 2011). No terceiro passo da via, atua a enzima 

fosfoacetilglucosamina mutase (PAGM; EC 5.4.2.3) que catalisa a reação de interconversão 

de  GlcNAc-6-P em N-acetil-glucosamina-1-fosfato (GlcNAc-1-P). A reação da PAGM é 

dependente de íons divalentes, em especial Mg+2 e em muitos organismos foi relatada como 

uma enzima promíscua, por exercer eventualmente as catálises de conversão entre Glicose-6-

fosfato (Glc-6-P) e Glicose-1-fosfato (Glc-1-P) e entre Manose-6-fosfato (Man-6-P) e 

Manose-1-fosfato (Man-1-P) (Boles et al., 1994; Fernandez-Sorensen e Carlson, 1971; 

Hofmann, Boles e Zimmermann, 1994). De fato, a proteína de T. brucei homóloga às PAGMs 
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de outros organismos, demonstrou catalisar a reação de mutase tanto de Glc-6-P quanto de 

GlcNAc-6-P. Neste mesmo trabalho os parâmetros cinéticos relacionados ao substrato 

GlcNAc-6-P foram estipulados (Bandini et al., 2012); Finalmente, o quarto passo enzimático 

da HBP é catalisada pela enzima UDP- N-acetilglucosamina pirofosforilase (UAP; EC 

2.7.7.23). UAP catalisa a conversão de UTP e GlcNAc-1-P, em UDP-N-acetil-D-glucosamina 

(UDP-GlcNAc) e pirofosfato. Esta enzima pertence à família das transferases, 

especificamente aquelas que transferem grupos nucleotídicos fosfatados 

(nucleotidiltransferases). Em 2008 Strokes e colaboradores identificaram uma sequência de 

UAP no genoma de T. brucei, caracterizaram a cinética correspondente e verificaram a sua 

essencialidade. Em 2010 Urbanick e col foram capazes de obter um cristal de TbUAP 

recombinante e utilizá-la como ferramenta para a seleção de inibidores (Urbaniak et al., 2013) 

 Os trabalhos que descrevem os passos enzimáticos de HDP e HBP demonstraram sua 

essencialidade em tripanossomatídeos, especialmente em T. brucei. Isto denota a necessidade 

de se aprofundar os estudos sobre HBP e no caso de T. cruzi, iniciar sua caracterização 

cinética e a verificação e a participação em processos biológicos do parasita.  

 

 
 
Figura 4. Processos relacionados ao metabolismo de hexosaminas. HT: Transportador de hexoses. (1) 
Hexoquinase (HK; EC 2.7.1.1; Q4D3P5); (2) glicose-6-fosfato isomerase (PGI; EC 5.3.1.9; Q4E5N1); (3) 
glucosamina-frutose-6-fosfato aminotransferase (GF6PA; EC 2.6.1.16; Q4DZ02); (4) glucosamina-6-fosfato-N-
acetiltransferase (GNA; EC 2.3.1.4; Q4DX16); (5) fosfoacetilglucosamina mutase (PAGM; EC 5.4.2.3; 
Q4DA33); (6) UDP- N-acetilglucosamina pirofosforilase (UAP; EC 2.7.7.23; Q4E2R5); (7) N-acetilglucosamina 
6-fosfato desacetilase (nagA; EC 3.5.1.25; Q4CZT5); (8) glucosamina 6-fosfato desaminase (nagB; EC 3.5.99.6; 
Q4DD39); (9) subsequentes passos enzimáticos da glicólise. 
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CAPÍTULO 2: OBJETIVOS 

___________________________________________________________________________ 
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2.1 Objetivo geral 
 

Avaliar a existência e a relevância do metabolismo de hexosaminas na biologia do T. cruzi. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

• Realizar a caracterização bioquímica da TcGF6PA e TcGNA e avaliar o seu papel na 

biologia do T. cruzi. 

• Caracterizar a cinética do transporte das hexosaminas para o interior das células. 

• Avaliar o papel das hexosaminas na bioenergética de T. cruzi 
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CAPÍTULO 3: MATERIAIS E MÉTODOS 

___________________________________________________________________________ 
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3.1 Microorganismos utilizados e condições de crescimento 
 

3.1.1 Escherichia coli 
 

As cepas bacterianas utilizadas são descritas a seguir, sendo a primeira utilizada para 

clonagem do DNA de interesse e a segunda para expressão da proteína recombinante, 

respectivamente: E. coli cepa XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 

[F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] e E. coli cepa BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL: F- ompT 

hsdS (rB
- mB

-) dcm+ Tetr gal λ (DE3) endA Hte [argU proL Camr). Os genes listados 

significam alelos mutantes. Os genes no episoma F', no entanto, são de tipo selvagem, a 

menos que indicado de outra forma. 

 Para a cultura de cepas bacterianas foi utilizado o meio Lysogeny broth (LB) (Bertani, 

1951), cuja composição é: 10 g de peptona de carne, 5 g de extrato de levedura e 10 g de 

NaCl, por litro de meio preparado. De acordo com a cepa e/ou do plasmídeo usado na 

transformação bacteriana, o meio foi suplementado com antibióticos específicos: ampicilina 

(100 μg/mL), tetraciclina (5 μg/mL) ou canamicina (30 μg/mL). Para a preparação de meios 

sólidos, foi adicionado ágar bacteriológico na concentração final de 1,5% p/v. Os clones 

selecionados foram conservados em uma solução de LB suplementada com 15% de glicerol 

(v/v) para serem armazenados a – 80°C. 

 

3.1.2 Trypanosoma cruzi 
 

3.1.2.1 Formas epimastigotas 
 

Foi utilizada cepa CL, clone 14 de T. cruzi (Brener e Chiari, 1965). Os epimastigotas 

foram mantidos por passagens sucessivas (a cada 48 h) a 28 °C em meio LIT (Liver Infusion 

Tryptose) cuja composição é: 5 g de infusão de fígado, 5 g de triptose, 4 g de NaCl, 0,4 g de 

KCl e 8 g de Na2HPO4 por litro de meio preparado; o pH utilizado foi 7.4. Em seguida foi 

adicionada hemina ao meio na concentração final (Cf) de 0,01 mg/mL. Após autoclavagem o 

meio foi suplementado com soro fetal bovino estéril (Cf = 10%) e glicose estéril (Cf = 0,2%) 

(Camargo, 1964).  

 

. 
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3.1.2.2 Tripomastigotas metacíclicos 
 

Para diferencianção in vitro das formas epimastigotas em formas tripomastigotas 

metacíclicas, foi usado meio TAU (do inglês Triatomine Artificial Urine ou urina artificial de 

triatomíneo, cuja composição é 190 mM NaCl, 17 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 8 

mM tampão fosfato de sódio pH 6)) (Contreras et al., 1985). Inicialmente, formas 

epimastigotas em fase exponencial de crescimento (5 x 107 parasitas mL-1) foram transferidas 

para meio LIT na concentração de 0,5 x 107 p/mL. Decorridos quatro dias de crescimento, a 

fim que se atingisse a fase estacionária de crescimento, após lavagens com PBS (tampão 

fosfato-salino, pH 7,4), as células (5 x 107 mL-1) , transferidas para meio TAU no qual foram 

incubados por duas horas a 28 °C. Após esse tempo, as células foram transferidas para o meio 

TAU-3AAG (TAU suplementado com 10 mM Glc, 2 mM Asp, 50 mM Glu, 10 mM Pro) e 

incubados a 28 °C por sete dias.  

De acordo com o objetivo do experimento, quando necessário, as formas metacíclicas 

foram purificadas utilizando uma matriz de troca iônica (DEAE-celulose, Sigma, Saint Louis, 

MO, EUA®), como descrito previamente (Teixeira e Yoshida, 1986). Brevemente, os 

parasitas foram lavados duas vezes com PBS e ressuspendidos em 3-5 mL de PBS-glicose 

5,4% (PBS-G). Posteriormente foram aplicados na coluna de DEAE-celulose previamente 

equilibrada com cinco volumes PBS-G. A eluição de tripomastigotas metacíclicos foi avaliada 

mediante coleta de alíquotas de aproximadamente 2 mL e observação por microscopia de luz. 

As frações contendo parasitas foram coletadas até a deteção de formas epimastigotas. Todas 

as frações seguintes a aquela onde foram detectados epimastigotas foram descartadas. As 

frações contendo tripomastigotas metacíclicos purificados foram morfológica e 

quantitativamente analisadas mediante a contagem em câmara de Neubauer e utilizados em 

experimentos posteriores.   

 

3.1.2.3 Formas tripomastigotas derivados de células  
 

Foram utilizadas células da linhagem CHO-K1, linhagem derivada de ovário de 

hamster chinês. As células CHO-K1 foram mantidas em meio RPMI-1640 (VitrocellTM) 

suplementado com 10% SFB (v/v), 0,15% NaHCO3 (p/v), 100 U mL-1 penicilina, 100 µg mL-

1 estreptomicina e incubadas a 37 ºC sob atmosfera úmida de 5% de dióxido de carbono 

(CO2).  
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Assim, 5 x 105 células.mL-1 foram semeadas em garrafas de cultivo e, após adesão à 

superfície, foram infectadas com formas tripomastigotas a uma multiplicidade de infecção 

(moi) de 50. As células e os parasitas foram incubados durante 3 h a 37 ºC sob atmosfera de 

CO2, lavados duas vezes com PBS estéril, seguido pela adição de meio RPMI suplementado 

com 10% SFB (v/v). Após 24 h de incubação a 37 °C, as células foram lavadas duas vezes 

com PBS e ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 2% SFB (v/v); as garrafas 

foram transferidas a 33 ºC sob atmosfera de 5% CO2. As formas tripomastigotas de cultura 

foram coletadas do sobrenadante de garrafas infectadas após o quarto, quinto e/ou sexto dia 

pós infecção, tempo esse referente à duração de um ciclo de infecção até ruptura das células 

hospedeiras.  

 

3.2 Caracterização do transporte de hexosaminas em Trypanosoma cruzi 
 

A caracterização do transporte de GlcN e GlcNAc foi realizada em formas 

epimastigotas de T. cruzi, utilizando metodologia descrita em (Silber et al., 2002, 2009). A 

incorporação das hexosaminas também foi verificada em outros dois estágios do ciclo de vida 

do parasita: tripomastigotas oriundos de infecção em células de mamífero e tripomastigota 

metacíclico. Como controle e para futuras comparações, o ensaio de transporte de Glc 

também foi avaliado. 

 

3.2.1 Transporte em formas epimastigotas 
 

O cultivo de formas epimastigotas foi iniciado com uma densidade celular de 1 x 107 

mL-1 e mantido por 48 h para atingirem a fase exponencial de crescimento (4 a 6 x 107 

parasitas/mL). As células foram lavadas duas vezes em PBS (1.600 x g, 5 min, 4°C) e 

ressuspendidos no mesmo tampão a uma densidade final de 2 x 108 parasitas/mL. A 

suspensão de parasitas foi distribuída em alíquotas de 100 µL (2 x 107 parasitas). O transporte 

foi iniciado pela adição de 100 µL de Glc, GlcN ou GlcNAc em PBS, concentração final 3 

mM, na presença de 1,6 µCi de D-[U-14C]-Glucose, D-[U-14C]-glucosamine ou D-[1-14C]-

GlcNAc (ARC Inc., Saint Louis, MO, USA). A menos que outra informação seja 

especificada, a incorparação foi medida a 28 °C, por um minuto, na presença de 3 mM do 

metabólito radioativamente marcado. A interrupção do transporte foi feita pela adição de 

excesso 800 µL do metabólito sendo avaliado pre-incubado em gelo (50 mM em PBS) e os 

tubos foram colocados em gelo imediatamente após a adição dessa solução. Os parasitas 
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foram lavados duas vezes por centrifugação (10.000 x g, 2 min, 4 °C) ressuspendidos em 100 

µL de PBS e transferidos para tubos com 1 mL de líquido de cintilação. Para cada condição 

foi analisada a associação de marcação radiativa a células incubadas por 0 minuto (tempo 

zero), pela adição simultânea da solução de metabólito marcado e solução de parada com 

metabólito frio. Este dado foi utilizado para o cálculo das CPMs (cintilações por minuto) 

incorporadas durante 1 min. As amostras foram analisadas no detector de cintilação Perkin 

Elmer Tri-carb 2910 TR. 

 

3.2.2 Dependência do transporte em relação ao tempo, Vmax e KM 
 

A incorporação de hexosaminas em relação ao tempo foi medida utilizando a mesma 

concentração do substrato (3 mM) e diferentes tempos de incubação dos parasitas (0 a 3 h). 

Dos dados obtidos foi estabelecido o tempo inicial no qual era possível medir V0 (janela de 

tempo na qual pode se assumir que o substrato transportado em função do tempo segue uma 

função linear). Também foi avaliado o transporte de hexoses em relação à concentração do 

substrato, para isso a incorporação foi medida em função da concentração externa de 

hexosaminas. Os dados obtidos foram utilizados para ajuste da função hiperbólica que 

descreve o modelo cinético de Michaelis-Menten, sendo determinados os valores de Vmax e 

KM.  

 

3.2.3 Transporte de hexosaminas em competição com glicose 
 

A possibilidade de o transporte de hexosaminas ocorrer via transportador de Glc foi 

avaliada utilizando os metabólitos radioativamente marcados (como descrito em 3.3.1), em 

ensaios de competição independentes e nas concentrações correspondentes à KM dos 

transportadores, previamente estabelecidas (Concentrações utilizadas: Glc = 0,18; GlcN = 

0,84; GlcNAc = 0,06 mM). Deste modo seis ensaios foram desenhados, em cada um se variou 

a concentração de um substrato e ao fim foi possível calcular o IC50 correspondente a cada 

interação. Como controle negativo avaliamos o transporte sem competição e como controle 

positivo de inibição foram utilizados Glc, GlcN ou GlcNAc frios na concentração 

correspondente a 10 vezes o valor da sua própia KM.  
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3.2.4 Transporte em formas tripomastigotas metacíclicas 
 

Formas tipomastigotas metacíclicas, obtidas como descrito anteriormente, foram 

utilizadas para o transporte de hexosaminas. Os parasitas foram incubados na presença de 

hexosaminas marcadas radioativamente. O transporte foi realizado conforme descrito para 

formas epimastigotas. 

 

3.2.5 Transporte utilizando estágios do T. cruzi presentes no hospedeiro mamífero 
 

O transporte de hexosaminas também foi avaliado em formas do parasita presentes no 

hospedeiro mamífero: tripomastigotas oriundos de infecções em células CHO-K1, obtidas 

conforme descrito anteriormente; as quais foram incubadas na presença de hexosaminas 

radioativamente marcada por 1 e 10 min. O transporte foi realizado conforme descrito para 

formas epimastigotas. 

 

3.3 Avaliação da importância das hexosaminas para o T. cruzi 
 

3.3.1 Atividade quinase de hexose/hexosaminas em extratos de formas epimastigotas 
 

 Formas epimastigotas em fase exponencial de proliferação foram usadas para a 

obtenção de extratos, procedimento descrito com mais detalhes em 3.4.4. Para a avaliação da 

atividade de quinase de hexose/hexosaminas nestes extratos foi utilizado o sistema clássico de 

acoplamento com as enzimas piruvato quinase e lactato desidrogenase para a quantificação do 

ADP derivado da fosforilação da hexose/hexosamina:  
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Figura 5. Reações para medição de atividade de quinase. A atividade no extrato foi medida por 
espectrofotometria a 340 nm observando-se a oxidação do NADH (substrato da enzima LDH). A reação 
enzimática foi medida, modificando-se o protocolo previamente padronizado por (Crispim et al., 2018). para 
atividade enzima glutamina sintetase de T. cruzi: (34,1 mM tampão imidazol; 3 mM Glc ou Hexosamina; 1 mM 
ATP; 18,9 mM KCl; 1 mM MgCl2; 0,25 mM NADH; 1,1 mM fosfoenolpirurato; 1 U PK/LDH). Para iniciar a 
reação foi utilizado extrato de epimastigotas em diferentes concentrações (25, 50 e 100 µg) em cada medição ou 
sem extrato como um dos controles negativos. O outro controle negativo utilizado no ensaio consistiu na reação 
de atividade sem Hexose/Hexosamina e na presença de todos os outros reagentes, incluindo a quantidade 
máxima de extrato utilizada no experimento (100 µg). 
3.3.2 Viabilidade de formas epimastigotas 
 

3.3.2.1 Método de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazoliobromida)  
  

 Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com 

PBS (10 min, 1.100 x g, 4 °C). O precipitado foi ressuspendido em PBS, a amostra foi 

contada em câmara de Neubauer e foram feitas soluções com a concentração final de 30 x 106 

parasitas/mL. As amostras foram então suplementadas com 3 mM de Glc, GlcN, GlcNAc ou 

apenas PBS (controle). Após 24, 48 e 72 horas a viabilidade celular dos parasitas foi avaliada 

utilizando-se os métodos de redução de Mosmann (González-Pinzón, Haggerty e Myrold, 

2012; Mosmann, 1983). As amostras foram lavados uma vez com PBS, os precipitados foram 

ressuspendido em 300 µL de PBS e distribuídos em triplicata em placa de 96 poços, 100 µL 

por poço. Logo após, foram adicionados 20 µL de MTT (5 mg/mL) e a placa foi incubada a 

28°C, protegida da luz, por 3 horas. A reação foi interrompida com a adição de 100 µL de 

SDS 10%. As placas foram lidas em espectofotômetro de placa utilizando-se λ 595 nm e 

como referência λ 690 nm. A viabilidade das células foi observada mediante o aparecimento 

da cor azul do formazan homogêneo “thiazolidin”. O mecanismo de redução do MTT parece 

envolver a atividade enzimas mitocondriais NAD(P)H dependentes (Berridge e Tan, 1993).  
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3.3.2.2 Método de Resazurina 
 

 Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com 

PBS (10 min, 1.100 x g, 4 °C). O precipitado foi ressuspendido em PBS. As amostras foram 

contadas em câmara de Neubauer e foram feitas soluções com a concentração final de 20 x 

106 parasitas/mL. As amostras foram então suplementadas com 3 mM de Glc, GlcN, GlcNAc 

ou apenas PBS (controle). Posteriormente as culturas foram distribuídasem triplicata em placa 

de 96 poços, 100µL por poço. Logo após, a placa foi incubada, protegida da luz a 28°C. A 

solução de Resazurin foi adicionada (10µL por poço, Cf = 0,125 μg/μL), 2 h antes dos tempos 

de incubação desejados, a saber, 24, 48, 72 e 96 h. Os parâmetros de leitura no fluorímetro 

foram excitação: λ 544 nm e emissão: λ 570 nm. A Resazurina é um indicador redox que 

quando reduzido a resoforina nas mitocôndrias, torna-se rosa e fluorescente. 

 
3.3.3 Ensaio de recuperação de proliferação 
 

 Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes com PBS (10 

min, 1.100 x g, 4 °C). Os parasitas, 50 x 106 parasitas/mL, foram ressuspendidos em PBS 

suplementado com 5 mM de Glc, GlcN, GlcNAc ou apenas PBS (controle). Após 24, 48, 72 

ou 96 horas de incubação os parasitas foram lavados 2 vezes em PBS, contados e 

ressuspendidos em meio LIT (2,5 x 106 parasitas/mL). A proliferação celular foi estimada por 

leitura da absorbância da densidade ótica (DO) em 620 nm. A absorbância foi convertida em 

valores de densidade celular (parasitas/ml) usando uma equação de regressão linear que foi 

obtida de epimastigotas mantidos em meio LIT em diferentes concentrações. 

 

3.3.4 Avaliação dos níveis de ATP intracelular 
 

Para avaliar os níveis de ATP intracelular em formas epimastigotas de T. cruzi, foi 

utilizado o kit bioluminescente para células somáticas, Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO, USA). Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes 

em PBS e incubados por 24 h em PBS. Após esse período foi adicionado 3 mM de Glc, GlcN 

ou GlcNAc, PBS foi usado como controle. Após diferentes tempos incubação por um período 

máximo de 24 horas, nos diferentes metabólitos, 1 x 107 parasitas foram lavados em PBS 

(10.000 x g, 2 min, 4°C) e ressuspendidos em 200 µL de tampão de lise + 200 µL de PBS. O 

lisado foi destribuído em triplicata em placa de 96 poços (50 µL por poço) e adicionado a 

enzima luciferase. A concentração de ATP foi determinada utilizando-se uma curva de 
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calibração com concentrações conhecidas de ATP. No ensáio, a luminescência foi obtida pela 

reação entre a luciferase e o ATP que foi liberado após a lise celular, sendo determinada pela 

utilização do luminômetro Spectramax i3, Molecular Devices, utilizando-se um λ 570 nm 

(Martins et al., 2009). A normalização foi feita com a quantificação das proteínas totais do 

lisado, ulitlizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976). 

 

3.3.6 Importância das hexosaminas na metaciclogênese 
 

Formas epimastigotas em fase exponencial de proliferação (50 x 106 parasitas.mL-1), 

foram distribuídas em garrafas na concentração final de 5 x 106 parasitas mL-1 em meio LIT. 

Os parasitas foram incubados por 4 dias a 28 ºC, atingindo a fase estacionária, seguindo a 

configuração padão de proliferação do T. cruzi, cepa CL 14 como demonstrada no Anexo 1. 

Após esse período, os parasitas foram contados utilizando câmara de Neubauer. Foram 

considerados em fase estacionária culturas em concentração acima de 80 x 106 parasitas/mL, 

também demonstrada no Anexo 1. A cultura foi lavada duas vezes com PBS (5 min, 1.600 x 

g, 4 °C) e ressuspendida em meio TAU. Em seguida a amostra foi distribuída em placa de 24 

poços e incubada por 2 horas a 28 °C. Após esse tempo, foram suplementados, em diferentes 

os metabólitos de estudo (10 mM Glc, 10 mM GlcN, 10 mM GlcNAc ou 10 mM GlcN + 5 

mM dos aminoácidos  Pro, Asp e Glu) ou o controle positivo de diferenciação, o meio padrão 

TAU 3AAG (10 Mm Glc + 5 mM dos aminoácidos Pro, Asp e Glu) A porcentagem de 

diferenciação foi monitorada a cada dia por contagem em câmara de Neubauer dos parasitas 

liberados para o sobrenadante dos poços,. Em alguns experimentos, como nas atividades 

enzimáticas ou ensaios de transporte foi utilizado somente o tratamento no meio TAU 3AAG 

e no sexto dia de diferenciação os parasitas foram purificados em coluna de DEAE-celulose.  

 

3.4 Identificação dos genes putativos para enzimas do metabolismo de hexosaminas no 
genoma de T. cruzi 
 

3.4.1 Extração de DNA genômico de T. cruzi 
 

A obtenção de DNA genômico de T. cruzi foi feita a partir de formas epimastigotas e a 

extração do mesmo foi feita com o uso de um kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue Kit; 

Qiagen), de acordo com as recomendações do fabricante. A quantificação do DNA foi 

realizada mediante utilização do NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). 
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3.4.2 Amplificação e clonagem de TcGF6PA e TcGNA de T. cruzi 
 

Com base na sequência gênica de TcGF6PA (TcCLB.510303.200) e TcGNA 

(TcCLB.508831.120), foram desenhados e sintetizados oligonucleotídeos com sítios de 

clivagem para endonucleases de interesse, possibilitando o desenvolvimento das metodologias 

detalhadas nesse trabalho. A amplificação do fragmento de DNA de interesse foi realizada 

mediante a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). Para isso, foram preparadas 

reações contendo: 100 ng de DNA genômico extraído de formas epimastigotas da cepa CL, 

clone 14 de T. cruzi, 1 x de tampão para Taq DNA Polimerase (+KCl, -MgCl2) (Fermentas®), 

1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 μM de cada oligonucleotídeo, 2,5 U da enzima Taq 

DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA®) e H2O mili-Q para 25 

μL. Como controle negativo foi usado água ao invés de DNA na amostra. As condições de 

amplificação, em linhas gerais, foram as seguintes: desnaturação inicial a 95 ºC por 5 min, 

seguida por 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 minuto, anelamento dos oligos ao DNA 

molde a 62 ºC por 1 minuto e 30 segundos e extensão da cadeia nucleotídica a 72 ºC por 1 

minuto e 30 segundos, além de uma extensão final adicional a 72 ºC durante 10 minutos. Os 

produtos de PCR obtidos foram purificados a partir do gel de agarose utilizando o kit 

GeneJET® (Thermo®) segundo as indicações do fabricante. 

Para a verificação da amplificação e do tamanho do fragmento de DNA 

correspondente a ORF de TcGF6PA ou TcGNA, as amostras foram resolvidas sob 

eletroforese em gel de agarose. Para isto, o gel foi preparado em 1% (p/v) de agarose 

dissolvida em tampão TAE (40 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8 ajustado com ácido acético), 

acrescentado de 0,5 μg/mL brometo de etídio. Alíquotas de DNA foram diluídas em tampão 

de amostra (0,25% de azul de bromofenol p/v, 0,25% xileno cianol p/v e 20% glicerol v/v) e 

aplicadas no gel. Como padrão de peso molecular foi utilizado o 1Kb DNA ladder 

(Fermentas®). A corrida eletroforética foi realizada aplicando uma voltagem de 115 V e os 

fragmentos de DNA foram visualizados sob a luz ultravioleta utilizando um transiluminador 

Benchtop UV transiluminator (UVP). 

Os amplicons obtidos foram precipitados com 10% (do volume da PCR) de acetado de 

sódio 3 M pH 5,2 e três volumes de etanol absoluto gelado e mantidos a -20 ºC. Após a 

precipitação, a reação foi centrifugada a 12.000 xg por 10 min a 4 ºC, o sedimento foi lavado 

com etanol 70%, e o DNA seco e ressuspendido em água ultrapura. 

Seguindo indicações do fabricante, as sequências amplificadas foram digeridas com as 

enzimas de restrição correspondentes e clonadas no vetor pET28a(+) (NOVAGEM®), 
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conferindo possibilidade de expressão das proteínas recombinantes fusionadas a uma etiqueta 

de  6xHis no N-terminal ou em ambas exterminadas da proteína. 

 

3.4.3 Sequenciamento de DNA  
 

As reações de sequenciamento foram realizadas pelo Método de Sanger (Sanger, 

Nicklen e Coulson, 1977), utilizando os oligonucleotídeos T7 sense e antisense, e o kit de 

sequenciamento de DNA BigDyeTM 3.1 (Applied Biosystems) segundo instruções do 

fabricante. As reações ocorreram no sequenciador automático ABI 3100 (Applied 

Biosystems). Os alinhamentos e comparações entre as sequências foram realizados mediante 

o uso dos programas Align versão 6.2.0, MUSCLE BLAST versão 2.2.19, BioEdit versão 

7.0.0 e outros disponíveis. 

 
3.4.4 Expressão e purificação de TcGF6PA e TcGNA recombinantes em E. coli 
 

Os genes putativos codificantes das proteínas GF6PA e GNA foram clonados em pET-

28a(+) para expressão em E. coli linhagem BL21-códon plus. As bactérias contendo o 

plasmídeo proliferaram em um pré-inoculo à 37°C em meio LB com kanamicina e tetraciclina 

por 16 horas. O pré-inóculo foi diluído 1:100 no mesmo meio e incubado à 37°C, sob agitação 

até a cultura atingir uma densidade óptica (DO) de 0,6, quando seguiu-se variando a 

temperatura de expressão para otimizar a solubilidade da proteína, usando 0,5 mM IPTG 

como indutor. Após centrifugação, as amostras foram suspensas em 100 μl de tampão de 

amostra para Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 

1X e aplicadas em gel SDS-PAGE 10% (descrito em 3.4.5). 

As construções realizadas foram desenhadas para se obter proteínas recombinantes 

possuindo 6-histidinas no extremo N-terminal (esses resíduos são codificados pelo vetor pET-

28a(+)). Isso permite a purificação dessas proteínas num único passo em coluna de afinidade 

de níquel Ni-NTA agarose (Qiagen®). As culturas pós-indução com IPTG foram 

centrifugadas (5000 x g por 15 min a 4 °C) os sedimentos foram homogeneizados em tampão 

de lise, acrescidos de 10 μL de coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich / P8849). 

Em seguida, as células foram submetidas à lise por sonicação e, após, foi realizada a 

centrifugação (12000 x g por 30 min a 4 °C), separando-se o lisado clarificado da fração 

insolúvel (precipitado). O lisado clarificado foi utilizado para dar seguimento à purificação 

em coluna de resina de níquel (Ni-NTA agarose Qiagen®). Inicialmente a coluna foi 

equilibrada com 3 volumes de tampão de ligação (20 mM Tris HCl; 500 mM NaCl; 5 mM 
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Imidazol; pH = 7,9). O lisado foi então passado três vezes através da coluna. Logo em 

seguida a coluna foi lavada sequencialemente com 10 volumes de tampão de ligação e 6 

volumes de tampão de lavagem (20 mM Tris HCl; 500 mM NaCl; 60 mM Imidazol; pH = 

7,9). Ao fim as proteínas recombinantes foram eluídas com tampão de eluição (20 mM Tris 

HCl; 500 mM NaCl; 500 mM Imidazol; pH = 7,9). As amostras eluídas foram quantificadas 

(método de (Bradford, 1976)) e analisadas em gel SDS-PAGE 10%. 

 

3.4.5 Eletroforese de proteínas em gel desnaturante (SDS-PAGE) 
 

A separação de proteínas foi realizada mediante electroforese em géis de 

poliacrilamida (12%) em condições desnaturantes e redutoras. O gel de separação é composto 

de 375 mM de tampão Tris-HCl pH 8,8, 0,1% de SDS v/v, 12% de solução acrilamida/bis-

acrilamida (29:1) e água destilada qsp 10 ml, 5 μl de TEMED (Tetra Metil Etileno Diamina, 

Sigma®) e 0,05% de persulfato de amônio (v/v). Após a polimerização, foi adicionado o gel 

de empilhamento (125 mM de tampão Tris-HCl pH 6,8, 0,1% SDS v/v, 5% de solução 

acrilamida/bis-acrilamida p/v (29:1), água destilada qsp 5 ml, 5 μl de TEMED e 0,05% de 

persulfato de amônio (v/v). 

As amostras foram misturadas com tampão de amostra (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, 

SDS 2,3%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%, 20 mM mercaptoetanol) em relação 4:1, 

aquecidas a 95 ºC por 5 min e aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada com tampão de 

corrida (25 mM de Tris base, 192 mM glicina 0,1% SDS p/v), aplicando uma voltagem 

constante de 120 V. 

Os géis foram corados com uma solução de Coomassie Brilliant Blue (0,1% 

Coomassie blue R-250 p/v, 50% MetOH v/v e 10% ácido acético v/v) e descorados com uma 

solução contendo 12,5 % isopropanol e 25% ácido acético. As massas moleculares das 

proteínas foram estimadas por comparação com os marcadores Unstained Protein Molecular 

Weight Marker e Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo®).IP 

 

3.4.6 Preparo de extrato proteico de T. cruzi para medição das atividades enzimáticas de 
GF6PA e GNA  
 

Os ensaios de atividade das enzimas em estudo, assim como a detecção de TcGNA por 

western blotting, foram realizados em lisados celulares do parasita. Cada lisado foi preparado 

a partir de 2 x 107 parasitas, de diferentes formas do ciclo de vida, cultivadas como descrito na 

seção 3.3.2. No caso das células CHO-K1, foram usadas 1 x 106 células. O material foi 
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coletado por centrifugação (10 min a 1.500 xg a 4 ºC) e lavado duas vezes com PBS. O 

precipitado foi ressuspendido em tampão de extração [20 mM Tris-HCl, pH 7,9, 100 mM 

NaCl, 0,25 M sacarose, 1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100 (v/v), 1 mM de 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), dissolvido em Etanol puro, 1 mM de Tosyl-L-lysyl-

chloromethane hydrochloride (TLCK) e 10 μM de N-trans-epoxysuccinyl-L-leucine-4-

guanidinobutylamide (E64)]. As células foram lisadas por sonicação através de quatro ciclos 

de 20% de potência e 30 s de duração com intervalos de 1 min em gelo entre cada um dos 

ciclos. O lisado foi clarificado por centrifugação (15 min, 16.000 x g a 4 ºC). uma alíquota do 

sobrenadante foi usado para a determinação da concentração proteica (Bradford, 1976). 

 

3.5 Ensaios de atividade enzimática 
 

Os ensaios de atividade foram utilizados tanto para o estudo das enzimas 

recombinantes obtidas quanto para a verificação de atividade em extratos de T. cruzi 

 

3.5.1 Atividade de GF6PA 
 

O princípio da atividade de glutamina frutose-6-fosfato aminotransferase é que o L-

glutamato, produto da reação é diretamente proporcional à atividade enzimática. Para 

quantificar essa molécula, foi acoplada à reação uma glutamato desidrogenase comercial 

(Sigma-Aldrich®) e a redução de NAD+ e o consequente aumento de absorbância a 340 nm 

foram aferidos. Através desta estratégia foram determinados os parâmetros Km e Vmax e foram 

testados possíveis inibidores da enzima em questão.  

 

3.5.2 Atividade de GNA 
  

Duas metodologias foram aplicadas para a verificação da atividade de GNA, uma para 

a enzima recombinante e outra para os extratos protéicos de T. cruzi, respectivamente: 

(i) Método A: utiliza-se do reagente ditio-bis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB). Para a 

medição da atividade, 500 μM GlcN-6P e 500 μM de acetil-CoA foram dissolvidos em Tris-

HCl 150 mM de NaCl 25 mM, pH 7,2, num volume total de 50 µl. As reações foram iniciadas 

por adição de 2, 5 ou 50 ng de TcGNA proveniente de purificação com coluna de Ni-

NTAagaroseQiagen®.  A reação foi interrompida com adição de 50 µl de uma solução 

contendo 25 mM bis-tris-propano, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA e 6,4 M cloreto de guanidina, 

pH 7,5. Adicionou-se então 50 µl de solução reveladora (DTNB a 1 mM em 0,1% de 
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dimetilsulfóxido contendo Tris-HCl 25 mM, NaCl 250 mM e EDTA 2 mM, pH 7,5). Ao final, 

a coenzima-A resultante da acetilação da GlcN-6-P pela GNA reage com o DTNB,  gerando 

2-nitro-5-tiobenzoato, e a sua absorbância foi medida a 412 nm. A absorbância foi 

quantificada em espectofotômetro Spectra Max 340 PC (Molecular Devices).  

(ii) Método B: empregando extrato total de formas epimastigotas e os regentes a seguir 

- 50 mM Tris–HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM GlcN-6-P e 0,5 mM de Acetil-CoA. O início 

da leitura no espectofotômetro se deu com a adição de Acetil-CoA, cujo consumo é verificado 

no comprimento de onda de 230 nm (Marino et al., 2011). 

 

3.5.3 Verificação do pH ótimo para as enzimas 
 

Concentrações saturantes para os substratos foram mantidas nas reações, porém foi 

estabelecido um gradiente do potencial hidrogeniônico da reação (pH de 5 a 9) nos tampões 

MES e Tris HCl e então medida a atividade da enzima, utilizando como fonte de enzimas o as 

enzimas recombinantes ou extratos de epimastigotas. 

 

3.5.4 Verificação da temperatura ótima e cálculo da Energia de ativação (Ea) 

 

Concentrações saturantes dos substratos foram mantidas nas reações das enzimas 

recombinantes TcGF6PA ou TcGNA, porém foi variada a temperatura de incubação da reação 

(de 10 à 60 °C). Os valores de atividade foram utilizados na fórmula de Arrhenius para o 

cálculo da Energia de Ativação (Ea). 

 

[ln(𝑘) = −𝐸𝑎
𝑅

1
𝑇

+ ln (𝐴)] 

 

3.6 Efeito de possíveis inibidores das enzimas da HBP no T. cruzi 
 

3.6.1 Análogos utilizados 
 

Cinco moléculas relatadas na literatura como inibidoras da atividade de GF6PA foram 

utilizadas nesse estudo: GAGMH (Gama-Glutamil hidroxamato; CID: 449178 (Chmara e 

Zahner, 1984), FDI (Formamidina Disulfito; CID:386008; (Chmara, Andruszkiewicz e 

Borowski, 1984), ABZ (L-Albizziin; CID: 92891; (Chmara e Zahner, 1984), 66DDA (Ácido 

6,6'-Ditiodinicotínico; CID: 85040 (Chmara, Andruszkiewicz e Borowski, 1984) e ADT 
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(Aldrithiol™-4; 4,4'-Dithiodipyridine; CID: 75846 (Huynh, Gulve e Dian, 2000). Em 

contrapartida não existe nenhum relato sobre molécula inibidora da atividade de GNA, porém 

utilizamos um análogo estrutural de um dos substratos da enzima (G3S) na tentativa de obter 

essa ferramenta.   

 

3.6.2 Inibição da atividade de TcGF6PA e TcGNA 
 

 Foi verificado o efeito dos análogos GAGMH, FDI, ABZ, 66DDA e AMT na 

atividade de GF6PA na enzima recombinante TcGF6PA. Para isso a enzima TcGF6PA foi 

purificada e utilizada em ensaio de atividade como descrito em 3.5.1, porém em cada reação 

de atividade foi adicionada 100 μM de inibidor, possibilitando avaliar a influência 

estritamente sobre a enzima em questão. Os inibidores que apresentaram efeito na 

concentração relatada foram testados novamente e diferentes concentrações.  

 No caso da TcGNA, o ensaio de atividade se seguiu como o descrito em 3.5.2 e visto 

que somente foi estudado um possível inibidor dessa enzima, o G3S, partimos diretamente 

para o teste em diferentes concentrações. 

Em todos os casos, os substratos foram adicionados nas reações em concentração 

correspondentes à saturação das enzimas. 

 

3.6.3 Efeito na proliferação de epimastigotas 
 

Para avaliar o efeito dos inibidores em formas epimastigotas, parasitas em fase de 

proliferação exponencial (4 a 6 x 107 parasitas/mL) foram utilizados. As células (2,5 x 106 

parasitas/mL) foram tratadas com diferentes concentrações dos análogos, como controle 

negativo parasitas foram cultivados sem tratamento e como controle positivo os parasitas 

foram tratados com rotenona (60 µM) e antimicina (0,5 µM). Os parasitas, tratados e controle, 

foram cultivadas em placas de 96 poços, a 28 °C. A proliferação celular foi estimada por 

leitura da absorbância da densidade ótica (DO) em 620 nm durante 8 dias. A absorbância foi 

transformada em valores de densidade celular (células/ml) usando uma equação de regressão 

linear que foi obtida previamente sob as mesmas condições. A concentração do composto que 

inibiu 50% da proliferação dos parasitas (IC50) foi determinada na fase exponencial de 

crescimento (4° dia) mediante ajuste dos dados na curva dose-resposta com a equação clássica 

sigmóide (Damasceno et al., 2014; Girard et al., 2016; Magdaleno et al., 2009). 
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3.6.4 Toxicidade em células CHO-K1 
 

A toxicidade dos compostos em células de mamíferos foi avaliada incubando células 

CHO-K1 (5 x 105 células por poço) em placas de 24 poços em meio RPMI suplementado com 

SFB (10%) na presença de diferentes concentrações dos compostos ou não (controle). As 

placas foram mantidas em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, sob atmosfera úmida por 24h. Em 

seguida as células foram lavadas uma vez com PBS e incubadas com RPMI suplementado 

com SFB (2%), novamente na presença ou não dos compostos. As placas foram mantidas em 

estufa a 37 ºC, 5% de CO2. A viabilidade celular foi avaliada 5 dias após o início do 

tratamento utilizando-se o método de MTT (Mosmann, 1983). Nesse momento as células 

foram lavadas duas vezes com PBS e foram adicionados 200 µL de PBS e mais 50 µL de 

MTT (5 mg/mL) e foram incubadas a 37 °C por 3 horas. A reação foi interrompida pela 

adição de 200 µL de SDS 10%. As placas foram lidas em espectofotômetro de placa 

utilizando-se λ 595 nm e como referência λ 690 nm. 

 

3.6.5 Efeito dos inibidores no ciclo intracelular 
 

Após a análise da toxicidade dos análogos em células CHO-K1, concentrações 

consideradas não tóxicas para as células foram utilizadas para avaliar o efeito dos mesmos no 

ciclo intracelular do parasita. Células CHO-K1 (5 x 104 por poço) foram mantidas em placas 

de 24 poços em 500µL de meio RPMI 10% SFB. As placas foram mantidas em estufa a 37 

ºC, 5% de CO2, sob atmosfera úmida por 24h até sua aderência à superfície da placa. Em 

seguida os poços foram lavados duas vezes com PBS e foi adicionado 500µL de meio RPMI 

10% SFB e formas tripomastigotas (moi 50), na presença de diferentes concentrações dos 

análogos por 4 h. Em seguida os poços foram lavados duas vezes com PBS e foi adicionado 

novamente meio RPMI 10% SFB, com diferentes concentrações dos análogos. As placas 

foram mantidas a 37 °C por 24 h. Após esse período, o meio de cultura foi removido e foi 

adicionado meio RPMI 2% SFB, com diferentes concentrações dos análogos, e as placas 

foram incubadas a 33 ºC. Do 4° ao 6° dia pós-infecção, os tripomastigotas que estavam no 

sobrenadante foram contados em câmara de Neubauer. Em paralelo a todos os tratamentos 

com os análogos foi utilizada uma cultura não tratada como controle. 
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3.7 Bioenergética  
 

3.7.1 Medida do consumo de oxigênio 
 

Parasitas estressados nutricionalmente (5 x 107parasitas/mL) por 16 h foram tomados 

da cultura e centrifugados (1500 x g, 10 min, 4 °C). Desprezado o sobrenadante, o pellet foi 

resuspendido em tampão de respiração (MRC: 125 mM sacarose, 65 mM KCl, 10 mM 

HEPES-NaOH, pH 7,2, 1 mM MgCl2, 2 mM K2HPO4), ajustados à concentração de 1 x 109 

parasitas mL-1. Como controle positivo de respiração, os parasitas estressados, foram 

recuperados em His (5 mM) por 30 minutos à 28 ºC, os demais testes com Glc, GlcN e 

GlcNAc ou sem nenhum tratamento (PBS, Controle negativo) foram realizados mesmo tempo 

e temperatura do controle positivo. De cada teste, alíquotas de 50 μL (Cf na câmara: 5 x 107 

parasitas/mL) foram incubadas nas câmaras do Oxígrafo de alta resolução (OROBOROS, 

Oxygraph - O2K, Innsbruck, AU) contendo tampão de respiração suplementado com 5 mM do 

correspondente metabólito testado (ou nenhum no caso do controle negativo) e tiveram sua 

taxa de respiração de Rotina aferidas. Em seguida, a taxa de respiração foi inibida pela adição 

de 1,25 mg mL-1 de Oligomicina A (Oligo), um potente inibidor da porção Fo da ATP sintase, 

dimiuindo a passagem de H+ pra matriz mitocondrial, que se acumulará no espaço 

intermembranas, inibindo a ação das bombas de prótons e consequente diminuição do 

consumo de nutrientes e  consumo de O2 [revisado por: (Jastroch et al., 2010)], Oligo é usada 

para induzir um estado em que só será aferido o consumo de oxigênio não acoplado à cadeia 

de transporte eletrônica. Logo em seguida a respiração foi estimulada pela adição 

Carbonilcianuro-p trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, 0,5 μM), um potente ionóforo que 

age desacoplando o gradiente eletroquímico levando prótons (H+) do espaço intermembranas 

para a matriz mitocondrial, fazendo com que a cadeia transportadora de elétrons funcione em 

sua capacidade máxima, oxidando nutrientes para manter o potencial de membrana interna 

mitocondrial (Δψm), elevando assim os níveis de consumo de O2 ao máximo independente da 

fosforilação oxididativa (OxPhos). Manipulando a administração desses agentes com ação 

mitocondrial, é possível avaliar não só parâmetros bioenergéticos, como inferir sobre o estado 

funcional e fisiológico da mitocôndria. 

3.7.2 Parâmetros em respirometria de células intactas 
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L (leak respiration/ nonphosphorylating LEAK respiration): A vazão de prótons é 

uma propriedade da membrana interna mitocondrial, e pode ser mensurada pela taxa de 

respiração após a inibição da ATP sintase (State 4 Omy.). Proton leaks, dissipam a energia de 

translocação de H+ a partir da fase de membrana positiva (Intermembranar) para fase de 

membrana negativa (matriz mitocondrial) ao passo que deslizamento de prótons previne 

completa translocação de prótons através da membrana interna mitocondrial (Uma 

propriedade das bombas de prótons). 

R (Routine respiration): É a capacidade respiratória regulada de acordo com com a 

concentração não saturante de ADP fisiológico, e modulada pela quantidade de metabólitos 

potencialmente oxidáveis disponíveis fisiologicamente para a célula naquele momento. 

≈R (Free Routine activity): É a taxa de respiração de rotina (R) corrigida pela taxa da 

Leak Respiration (L ou LP). A R é a atividade respiratória acoplada à fosforilação do ADP ao 

ATP (≈R = R-L). 

J≈R (Routine coupling efficiency): É a fração da respiração de rotina acoplada em 

células intactas. O Fator de controle de fluxo (J≈R) é a Free Routine activity (≈R), 

normalizada pelo estado de referência R. L é o estado de fundo, e a variável do controle de 

fluxo é a estimulação de R pela renovação fisiologicamente controlada do ATP em células 

intactas. j≈R = ≈R/R ou (R-L)/R ou 1-L/R. 

E (ETS capacity): é a capacidade respiratória máxima do sistema de transferência de 

elétrons, que em células intactas é obtida por titulação protonóforos (tratamento com FCCP). 

Em outras palavras, o consumo de oxigênio acontece de forma descontrolada.  

≈E (Free ETS capacity): É a capacidade respiratória máxima (E) induzida pelo ETS 

na presença de um protonóforos corrigida pela Leak Respiration (≈E = E-L) potencialmente 

disponível para o transporte de íons e para fosforilação do ADP à ATP.  

J≈E (ETS coupling efficiency): é uma estimativa da eficiência de acoplamento da ETS 

a OxPhos. É obtida pelo aferimento sequencial de L e E, que pode ser obtida em células 

intactas.  J≈E é então expressa por: J≈E = ≈E/E ou (E-L)/E ou E=1-L/E. J≈E é = 0.0 quando o 

acoplamento é zero (L=E) e 1.0 no limite de um sistema totalmente acoplado (L=0).  

 

3.7.3 Medidas da produção de CO2 
 

 Epimastigotas em fase exponencial de proliferação foram contados e 20 x106 parasitas 

foram incubados com soluções 3 mM traçadas com [U-14C]-Glc, [U-14C]-GlcN ou [1-14C]-

GlcNAc em diferentes tempos. O 14CO2 resultante da oxidação foi “capturado” usando papel 
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filtro embebido em 2M KOH; a abordagem desse experimento encontra-se esquematicamente 

detalhada na Figura 6. A quantidade de 14C recuperada como 14CO2, foi medida após 0, 1 e 4 

horas de incubação a 28 °C.  

 
Figura 6. Esquema para captura de 14CO2. 
 

3.7.3 Medida do potencial de membrana mitocondrial 
 

 A fim de se avaliar a capacidade das hexosaminas de energizar a mitocôndria 

reestabelecendo o ΔΨm, parasitas em fase exponencial de proliferação foram submetidos a 16 

h de estresse nutricional em PBS a 28 °C. Após esse período a cultura foi contada e ajustada a 

2,5 x 107 parasitas/mL e recuperados 30 min a 28 °C em: tampão MRC como controle 

negativo (125 mM Sacarose; 65 mM KCl; 10mM HEPES; 1 mM MgCl2; 2.5mM K2HPO4; 

pH = 7.2), MRC suplementado com 3 mM His (controle positivo), 3 mM Glc, 3 mM GlcN ou 

3 mM GlcNAc. Em seguida, foi adicionado 250 nM de Rhodamina 123 em todas as amostras 

e incubado por 20 min a 28 °C. As amostras foram lavadas duas vezes em MRC (spin down, 

em Labnet Prism™ Mini Centrifuge por 20 segundos a temperatura ambiente). Cada amostra 

foi ressuspendida em 50 µL de MRC e foram incubadas nas câmaras do Oxígrafo de alta 

resolução (OROBOROS, Oxygraph - O2K, Innsbruck, AU), neste momento acoplado ao 

acessório O2k-Fluo, com os filtros correspondentes (Oroboros 44323-01). Sabe-se que a 

adição de células/mitocôndrias um sistema ativo de regeneração de ADP é capaz de induzir 

um rápido quenching de Rh-123, reduzindo sua fluorescência no sistema. A adição posterior 

de um protoionóforo, restauraria a fluorescência do sistema devido à quebra do potencial de 

membrana mitocondrial. Deste modo, após à adição das amostras no Oroboros, foi titulado o 
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protoionóforo FCCP (0,25 μM por adição). A razão entre as fluorescências F e Fi foi utilizada 

como estimativa do potencial de membrana mitocondrial como descrito em (Baracca et al., 

2003). 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS 

___________________________________________________________________________ 
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4.1 Via de Biossíntese de Hexosaminas (HBP): caracterização cinética e papel funcional 
das primeiras duas enzimas 
 

 Nesse capítulo serão apresentados os resultados da busca e caracterização cinética das 

duas primeiras enzimas da via de biossíntese de hexosaminas. As enzimas glutamina frutose-

6-fosfato aminotransferase (GF6PA) e glucosamina-6-fosfato-N-acetiltransferase (GNA), 

essas enzimas foram também utilizadas como modelo para teste de inibidores com atividade 

contra o T. cruzi. Nenhum outro estudo prévio relatou a presença dessas enzimas em T. cruzi. 

 Sendo assim, foi de nosso interesse identificar e caracterizar esses genes e seus produtos 

proteicos. 

 

4.1.1 Análises in silico 
 

A busca por sequências dos genes putativos de GF6PA e GNA foi realizada no banco 

de dados específico para tripanossomatídeos, TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb. Uma 

vez que os trabalhos experimentais foram realizados com a cepa CL clone 14, adotamos a 

sequência de TcGF6PA e TcGNA proveniente da cepa CL Brener como referência. 

Foram encontradas anotações correspondentes a ambas as enzimas na cepa CL Brener 

[GF6PA: Non-Esmeraldo-like (TcCLB.510303.200); GNA: Esmeraldo-like 

(TcCLB.508831.120) e Non-Esmeraldo-like (TcCLB.511671.70)]; bem como em DM28 

[GF6PA: TCDM_01902; GNA: TCDM_14202], porém a cepa Sylvio X10/1 [GF6PA: 

TcSYL_0079020], assim como na subespécie Trypanosoma cruzi marinkellei cepa B7 

[GF6PA: Tc_MARK_680] apresentam anotações somente relacionadas à GF6PA. 

Quando as duas sequências nucleotídicas correspondentes à GNA são alinhadas entre 

si, verifica-se uma similaridade de 97% (Fig7), deste modo nos experimentos seguintes foi 

utilizada a sequência com número sistemático TcCLB.508831.120  

http://tritrypdb.org/tritrypdb


58 
 

 
 
Figura 7. Alinhamento das sequências de nucleotídeos putativas codificantes das GNA presentes em 
Trypanosoma cruzi cepa CL Brener. Em vermelho se indicam os aminoácidos idênticos. TcGNA1: 
TcCLB.510303.200 / Q4DX16; TcGNA2: TcCLB.511671.70 / Q4DGL9 

 

Em relação a outros tripanossomatídeos, identificamos sequências putativas em todos 

os membros do grupo com genoma sequenciado. Algumas dessas sequências foram tomadas 

como base para a realização de alinhamentos múltiplos usando a plataforma BioEdit e a 

ferramenta Clustal W tanto relativos a GF6PA como para GNA (Fig8). Os alinhamentos 

obtidos foram inspecionados e editados manualmente usando o software ESPript3.0. 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi).  

http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi
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Figura 8. Alinhamento das sequências de aminoácidos das GF6PA e GNA presentes em 
tripanossomatídeos. (A) Sequências de aminoácidos anotadas como GF6PA no genoma depositado no banco de 
dados TritrypDB foram alinhadas. Em vermelho se indicam os aminoácidos idênticos entre as nove sequências e 
em amarelo os aminoácidos que apresentam similaridades funcionais. TcCLB: Trypanosoma cruzi cepa CL 
Brener; TcDm28: Trypanosoma cruzi cepa Dm28 (TCDM_01902);  Tcmarinkellei: Trypanosoma cruzi 
marinkellei; Tb427: Trypanosoma brucei brucei cepa 427; Tgrayi: Trypanosoma grayi; Lmajor: Leishmania 
major; Lbraziliensis: Leishmania braziliensis; Lpyrrhocoris: Leptomonas pyrrhocoris; Cfasciculata: Crithidia 
fasciculata. Abaixo: Matriz com a porcentagem de identidade entre as sequências. Sequências anotadas como 
GNA no genoma depositado no banco de dados TritrypDB foram alinhadas. Em vermelho se indicam os 
aminoácidos idênticos entre as nove sequências e em amarelo os aminoácidos que apresentam similaridades 
funcionais. TcCLB1: Trypanosoma cruzi cepa CL Brener haplótipo Esmeraldo-like; TcCLB2: Trypanosoma 



60 
 

cruzi cepa CL Brener haplótipo Non-Esmeraldo-like; TcDm28: Trypanosoma cruzi cepa Dm28; Tb427: 
Trypanosoma brucei brucei cepa 427; Tgrayi: Trypanosoma grayi; Lmajor: Leishmania major; Lbraziliensis: 
Leishmania braziliensis; Lpyrrhocoris: Leptomonas pyrrhocoris. Abaixo: Matriz com a porcentagem de 
identidade entre as sequências. 

 

 As sequências de aminoácidos da GF6PA e da GNA de T. cruzi foram ainda 
comparadas com as sequências homólogas de diferentes organismos modelos (Fig9); ambas 
se mostraram conservadas dentre os eucariotas, com porcentagens de identidade acima de 
40%.  
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Figura 9. Alinhamento das sequências de aminoácidos das GF6PA e GNA presentes em distintos 
eucariotas. (A) Foram alinhadas sequências de aminoácidos anotadas como GF6PA, as quais estão depositadas 
no banco de dados Uniprot. Em vermelho estão destacados os aminoácidos idênticos entre as seis sequências e 
em amarelo os aminoácidos que apresentam similaridades funcionais. Tc: Trypanosoma cruzi CL Brener 
(Q4DZ020); Hs: Homo sapiens (Q06210); Rn: Rattus novergicus (P82808); Ec: Escherichia coli (P17169); Sc: 
Saccharomyces cerevisiae  (P14742); Ed: Entamoeba dispar (B0EQI9). (B) Foram alinhadas sequências de 
aminoácidos anotadas como GNA, as quais estão depositadas no banco de dados Uniprot. Em vermelho se 
indicam os aminoácidos idênticos entre as nove sequências e em amarelo os aminoácidos que apresentam 
similaridades funcionais. Tc: Trypanosoma cruzi CL Brener, Q4DZ020; Hs: Homo sapiens, Q06210; Rn: Rattus 
novergicus, P82808; Ec: Escherichia coli, P17169; Sc: Saccharomyces cerevisiae P43577 ; Ed: Entamoeba 
dispar,  B0EQI9. Abaixo: Matriz com a porcentagem de identidade entre as sequências. 

 

 Segundo os preditors online InterProScan e Pfam, a sequência TcGF6PA apresenta os 
domínios: (i) Glutamine amidotransferase type2: domínio que confere às enzimas a 
capacidade de catalisar a remoção do grupo amônia da glutamina e posterior transferência 
para algum substrato a fim de formas um novo grupamento carbono-nitrogênio; (ii) Sugar 
isomerase: domínio que confere às enzimas a capacidade de ligação e isomerização de algum 
carboidrato fosforilado isomerização, passo essencial em para a forma ção de GlcN-6-P pela 
enzima GF6PAs uma vez que unicamente a amidação do substrato dessa enzima (Fru-6-P) 
geraria Frutosamina-6-fosfato. Já em relação à GNA, InterProScan predizeu um domínio mais 
genérico, Acetyltransf-1, mas também compartilhado com outras GNAs da natureza. (Fig10). 
Utilizando as ferramentas Phobios e TMHMM não foram preditos domínios 
transmembranares ou peptídeos sinal nas sequências. 

 

 
Figura 10. Esquema representando os domínios preditos para a TcGF6PA e TcGNA. Os domínios foram 
encontrados através da base de dados InterProscan. Os códigos de acesso na InterProscan superfamily (SSF), 
estão mostrados nas caixas azuis e vermelhas da figura. Acima das caixas estão os nomes de cada domínio 
conservado. 
 

4.1.2 Amplificação e clonagem dos genes TcGF6PA e TcGNA 
 

As sequências putativas para TcGF6PA (TcCLB.510303.200) e TcGNA 

(TcCLB.508831.120)  foram amplificadas por PCR usando DNA genômico da cepa CL clone 

14 de T. cruzi (Fig5 A). Após a obtenção e purificação dos produtos de PCR, os fragmentos 

correspondentes a TcGF6PA  e TcGNA foram clonados em vetor pET28a(+) (Novagen®) 

usando as enzimas de restrição adequadas. Esse vetor permite a expressão da proteína de 
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interesse fusionada a seis resíduos de His nos extremos N- ou C-terminal. Na clonagem de 

TcGF6PA, o códon de parada do gene foi preservado, resultando numa construção na qual a 

alça de His só foi fusionada no N-terminal da proteína. Diferentemente, na clonagem de 

TcGNA, o códon de parada do gene foi removido, resultando em construções nas quais alça 

de His foi fusionada em ambas as extremidades, N- e C-terminal, .  

Após a transformação de bactérias E. coli XL1Blue com as construções em questão, 

vários clones foram analisados por PCR a partir de colônia (Fig5 B e E) e por PCR a partir de 

plasmídeo purificado (Fig11 C e F). Os clones que resultaram positivos para a presença de 

amplicons do tamanho compatível com o inserto foram analisados por corte com enzimas de 

restrição (no caso de TcGF6PA) ou por PCR com iniciadores de regiões do plasmídeo 

adjacentes ao sítio de clonagem, ou uma combinação desses iniciadores e os específicos do 

fragmento (no caso de TcGNA) (Fig11 D e G). 
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Figura 11. Clonagem de TcGF6PA e TcGNA. (A) Gel de agarose com os produtos obtidos na amplificação 
por PCR a partir do DNA genômico da cepa CL 14. Em cada caso foram observados amplificados com os 
tamanhos esperados para cada gene: TcGF6PA (aproximadamente 2000 pb) e TcGNA (aproximadamente 450 
pb). (B) Resultado de uma PCR utilizando colônias de bacterias Escherichia coli XL1blue  após transformação 
com a construção pET28+TcGF6PA; (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; (C-) reação de PCR sem DNA. 
(C) Resultado de uma PCR utilizando as construções plasmidiais pET28+TcGF6PA derivadas das colônias 
positivas (A, C e H); (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; (C-) reação de PCR sem DNA. (D) Resultado de 
um ensaio de digestão utilizando as construções plasmidiais pET28+TcGF6PA PCR positivas (A, C e H), com 
exclusão de nc (plasmideo não cortado) os plasmídeos foram digeridos com as enzimas BamHI e XhoI, gerando 
produtos de aproximadamente 2000 pb. (E) Resultado de uma PCR utilizando colônias de bacterias Escherichia 
coli XL1blue  após transformação com a construção pET28+TcGNA; (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; 
(C-) reação de PCR sem DNA. (F) Resultado de uma PCR utilizando as construções plasmidiais 
pET28+TcGNA, neste caso todas foram positivas; (C+) PCR com DNAg de epimastigotas; (C-) reação de PCR 
sem DNA. (G) Sabendo que o plasmídeo pET28 possui regiões de anelamento para os iniciadores  T7 promoter e 
T7 terminator e que estas regiões flanqueiam o sítio múltiplo de clonagem, foram realizados ensaios de PCR 
utilizando combinações de iniciadores  T7-GNA. Em A1 e B1 foi utilizada a combinação de iniciadores: T7 
promoter e TcGNA Rv. Em A2 e B2 foi utilizada a combinação de iniciadores T7terminator e TcGNAFw. Em 
A3 e B3 a combinação de iniciadores foi TcGNAFw e TcGNARv. O controle positivo contém esta mesma 
combinação, porém foi utilizado DNAg de epimastigotas. Em todos os casos foram utilizados géis de agarose 
1% corado com brometo de etídio 0,5 μg/mL. 

 

4.1.3 Expressão e purificação das TcGF6PA e TcGNA recombinantes 
 

Para a expressão das proteínas recombinantes TcGF6PA (TcGF6PAr) e TcGNA 

(TcGNAr), foram transformadas células de E. coli cepa BL21 códon plus (CP) com as 

construções pET28-TcGF6PA e pET28-TcGNA. Inicialmente foram avaliadas as condições 

ótimas de expressão, modificando variáveis como temperatura e tempo de crescimento, após a 

adição de 0,5 mM de IPTG: 37 ºC durante 3 horas, 33 ºC durante 5 horas e 25 ou 20 ºC por 16 

h. A expressão das proteínas recombinantes foi avaliada por SDS-PAGE. Foram comparados 

os extratos protéicos totais dos clones transformantes, sem induzir e após a indução com 

IPTG. TcGF6PA se mostrou majoritariamente expressa em frações insolúveis e escolhemos a 

condição de 25 ºC por 16 h de incubação por apresentar ligeiro incremento na expressão 

solúvel (Fig12A). TcGNA se mostrou majoritariamente expressa em frações solúveis e 

escolhemos a condição de 37 ºC por 3h por apresentar o maior nível de expressão da enzima 

solúvel (Fig12B). Uma vez padronizadas as condições de indução de TcGF6PA e TcGNA 

recombinantes nas frações solúveis, partimos para os testes de purificação das enzimas por 

cromatografia de afinidade. O scale up utilizado para a produção de TcGF6PA para 

experimentos posteriores foi de 500 mL para 3L).  

 A quantidade de TcGF6PA recombinante total no eluato concentrado variava 

consideravelmente, não havendo uma homogeneidade no rendimento total (Fig 6C). Em 

contrapartida TcGNA foi obtida facilmente de maneira pura e com alto rendimento de 

expressão (Fig 12D). A quantidade de TcGNA recombinante total nos eluatos variou entre 1,5 
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a 5 μg/μL. Em geral obtemos entre 10 a 30 mg de proteína recombinante por litro de cultura 

induzida nas condições estabelecidas acima. 

 
Figura 12. Perfil de expressão e purificação. Expressão da TcGF6PA (A) e TcGNA (B) em E. coli. Foi 
realizada uma análise por SDS-PAGE a partir de extratos protéicos obtidos na expressão das proteínas 
recombinantes nas diferentes condições avaliadas, assim como os controles sem indução. A seta indica a posição 
da proteína superexpressa com a massa molecular esperada, aproximadamente 77 kDa para TcGF6PA e 18 kDa. 
S: fração solúvel; I: fração insolúvel. Purificação da TcGF6PA (C) e TcGNA (D). Também foi realizada SDS-
PAGE das diferentes frações obtidas na purificação das enzimas. I: Fração insolúvel, L: lisado clarificado após 
centrifugação do extrato protéico induzido com IPTG, FT: fração coletada após a passagem do lisado clarificado 
pela coluna de NI+2-agarose, L1: fração coletada após a primeira lavagem com tampão de ligação, L2: fração 
coletada após a segunda lavagem com tampão de lavagem. Eluições: Frações obtidas após o processo de eluição. 
EC: Frações obtidas após o processo de eluição e concentradas utilizando coluna Amicon Ultra-15®. 
 

4.1.4 Caracterização cinética e bioquímica da TcGF6PA 
 

 A partir do produto proteico recombinante obtido, foi medida a atividade GF6PA. Os 

resultados obtidos demonstram que a TcGF6PA apresenta uma cinética ajustável ao modelo 

hiperbólico de Michaelis-Menten (Fig 13A). Os valores de e Vmax, KM e Kcat calculados para a 

enzima recombinante encontram-se na Tabela 1 
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 Uma vez realizada a caracterização da cinética em relação aos substratos, foi avaliada a 

dependência de pH e temperatura da TcGF6PA recombinante. Observamos que TcGF6PA 

possui uma atividade maior numa faixa de pH próximo da neutralidade, entre 6,5 e 8 (Fig 

13B), e que sua atividade tem uma relação positiva e linear com a temperatura, entre 10 e 37 

°C e negativa a partir da temperatura de 40 ºC (Fig 9C). A partir dessas medições, foi 

calculada a energia de ativação (Ea consulte Tabela 1) utilizando a equação de Arrhenius (Fig 

13C inset) e o coeficiente de temperatura (Q10), parâmetro que representa a variação da 

atividade da enzima por cada 10 ºC de aumento da temperatura. 

 

 
Figura 13. Caracterização bioquímica da TcGF6PA. As medições de atividade foram realizadas a partir de 
ensaios espectrofotométricos de ponto final, quantificando-se o glutamato formado a partir da atividade da 
GF6PA. Para tal foi utilizada enzima glutamato desidrogenase de Bos taurus (Sigma-Aldrich), monitorando o 
aumento da absorbância a 340 nm, referente à redução de NAD+. A reação para TcGF6PA  contém:  50 mM de 
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tampão Tris-HCl pH = 7,3; 5 mM de L-glutamina; 5 mM de frutose-6-fosfato; 1 mM de EDTA. (A) A reação foi 
iniciada pela adição da enzima recombinante TcGF6PA purificada e concentrada. O branco da reação consistiu 
da mesma combinação de reagentes sem a adição da enzima. A reação ocorreu a 28 ºC, com agitação contínua. 
Após diferentes tempos, a reação foi parada adicionando-se uma solução de 20% TCA e em seguida as amostras 
foram centrifugadas por 2 minutos a 10.000 x g. A: A velocidade inicial da reação (V0) foi calculada na região 
de linearidade (exemplo de progressão temporal em inset), utilizando o coeficiente de extinção molar para o 
NAD+ (CEM340nm = 6220 M-1 cm-1). Obtendo V0  em diferentes concentrações de substrato, foi possível verificar 
um perfil de ajustável à equação de Michaelis-Menten. Os parâmetros cinéticos Vmax e KM foram obtidos para 
ambos os substratos da enzima. (B) Dependência de TcGF6PA recombinante com o pH. Foram utilizados como 
tampões de reação MES (4-Morpholineethanesulfonic acid; pH 5 a 6; círculos fechados) e Tris-HCl (pH 7 a 9; 
quadrados abertos). (C) Dependência da TcGF6PA recombinante  com a temperatura. A atividade da TcGF6PA 
foi medida na faixa de temperaturas entre 10 e 60 ºC. O valor de energia de ativação foi calculado a partir do 
gráfico de Arrhenius (inset). 
 

4.1.5 Caracterização cinética e bioquímica da TcGNA 
 

A partir do produto proteico recombinante obtido, foi medida a atividade GNA. Os 

resultados obtidos demonstram que a TcGNA apresenta uma cinética ajustável ao modelo 

hiperbólico de Michaelis-Menten (Fig 14A). Os valores de e Vmax, KM e Kcat calculados para a 

enzima recombinante encontram-se na Tabela 1. Os valores de KM referentes a ambos os 

substratos da TcGNA (Fru-6-P e Gln) Uma vez realizada a caracterização cinética em relação 

aos substratos, foi avaliada a dependência de pH e temperatura da TcGNA recombinante. 

Observamos que a enzima possui atividade em uma ampla faixa de pH sendo esta atividade 

um pouco mais elevada , entre o pH 6,5 e 9 (Fig 14B), e que sua atividade tem uma relação 

positiva e linear com a temperatura, entre 10 e 60 °C (Fig 14C), não foi observada 

desnaturação térmica até a temperatura de 60 ºC. A partir dessas medições, foi calculada Ea 

(Tabela 1) utilizando a equação de Arrhenius (Fig 14C inset) e Q10 
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Figura 14. Caracterização bioquímica da TcGNA. As medições de atividade foram realizadas a partir de 
ensaios espectrofotométricos de ponto final, 500 μM GlcN-6P e 500 μM acetil-CoA foram dissolvidos em 150 
mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, pH 7,2, num volume total de 50 µl. As reações foram iniciadas por adição de 2, 5 
ou 50 ng de TcGNA proveniente de purificação com coluna de Ni-NTAagarose Qiagen®. A reação foi 
interrompida com adição de 50 µl de uma solução contendo 25 mM bis-tris-propano, 250 mM NaCl, 2 mM 
EDTA e 6,4 M cloreto de guanidina, pH 7,5. Adicionou-se então 50 µl de solução reveladora (DTNB a 1 mM 
em 0,1% de dimetilsulfóxido contendo Tris-HCl 25 mM, NaCl 250 mM e EDTA 2 mM, pH 7,5). Ao final, a 
coenzima-A resultante da acetilação da GlcN-6-P pela GNA reage com o DTNB,  gerando 2-nitro-5-tiobenzoato, 
e o aumento da absorbância foi medida a 412 nm. A absorbância foi quantificada em espectrofotômetro Spectra 
Max 340 PC (Molecular Devices). (A) A velocidade inicial da reação (V0) foi calculada na região de linearidade 
(exemplo de progressão temporal em inset), utilizando o coeficiente de extinção molar para o NAD+ (CEM420nm 
= 14150 M-1 cm-1). Obtendo V0  em diferentes concentrações de substrato, foi possível verificar um perfil de 
ajustável à equação de Michaelis-Menten. Os parâmetros cinéticos Vmax e KM foram obtidos para ambos os 
substratos da enzima. (B) Dependência de TcGNA recombinante com o pH. Foram utilizados como tampões de 
reação MES (4-Morpholineethanesulfonic acid; pH 5 a 6; círculos fechados) e Tris-HCl (pH 7 a 9; quadrados 
abertos). (C) Dependência da TcGNA recombinante  com a temperatura. A atividade da TcGNA foi medida na 
faixa de temperaturas entre 10 e 60 ºC. O valor de energia de ativação foi calculado a partir do gráfico de 
Arrhenius (inset). 
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 Substrato Vmax
1 KM

2 Kcat
3 Ea

4 
pH 

ótimo Q10 

TcGF6PA 

Fru-6-P 1,39 ± 
0,08 

0,56 ± 
0,13 

277,10 ± 
15,89 36,36  ± 

2,60 
6,5 a 
8,0 1,38 

Gln 1,35 ± 
0,04 

1,11 ± 
0,13 

270,70 ± 
7,19 

TcGNA 

GlcN-6-P 0,835 ± 
0.021 

0.373 ± 
0,043 

166,90 ± 
4,20 18,60 

±1,05 
6,5 a 
9,0 1,44 

Acetil-
CoA 

0,729 ± 
0,038 

0,661 ± 
0,119 

145,80 ± 
7,63 

1µmol de glutamato.min-1.mg-1 / µmol de DTNB.min-1.mg-1.  
2mM 
3 s-1 

4 KJ.mol-1 

   
Tabela 1. Resumo da caracterização cinética das enzimas TcGF6PA e TcGNA. 
 

4.1.6 TcGF6PA e TcGNA recombinantes podem ser inibidas   
 

A TcGF6PA se mostrou sensível a diversas moléculas, análogas de glutamina e a FDI, 

um inibidor previamente relatado de GF6PA de outros organismos (Fig15A) (Chmara, 1985; 

Chmara e Zahner, 1984). Em particular, GAGMH, uma análogo estrutural da glutamina, 

gerou um perfil de inibição dose-dependente da enzima TcGF6PA, com um IC50 = 135.1 ± 2.4 

µM (Fig15B e C). Como mencionado previamente (secção 3.6.1, Materiais e Métodos) não 

exitem inibidores da enzima GNA relatados na literatura. Contudo o análogo de GlcN-6-P 

denominado G3S foi avaliado contra a enzima TcGNA e, observou-se também um perfil de 

inibição enzimática dose-dependente, com um IC50 = 159.3 ± 4.6 µM (Fig 15D e E).  
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Figura 15. Inibição da atividade de TcGF6PA e TcGNA.  (A) TcGF6PA recombinante foi utilizada em 
ensaios de atividade na presença de 100 µM de cada composto: ABZ, GAGMH, FDI e 66DDA. Em (B) 
diferentes concentrações de GAGMH foram utilizadas, revelando um perfil dose dependente que se ajusta a uma 
função sigmoidal em (C), de onde foi calculado o IC50; em (D) TcGNA recombinante foi utilizada em ensaios de 
atividade na presença de diferentes concentrações de G3S revelando um perfil dose dependente que se ajusta a 
uma função sigmoidal em (E), de onde foi calculado o IC50. 
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4.1.7 GAGMH, FDI, ADT e ABZ afetam a proliferação de epimastigotas de T. cruzi porém 
G3S não 
 

 Todos os compostos propostos como possíveis inibidores das atividades enzimáticas, 

de TcGF6PA ou de TcGNA, foram avaliados em relação à sua atividade antiproliferativa em 

formas epimastigotas de T. cruzi. Somente os compostos que inibiram a enzima TcGF6PA 

afetaram a proliferação dos epimastigotas, e o fizeram de maneira dose dependente, ou seja, 

somente os compostos 66DDA (que não se mostrou inibidor de TcGF6PA) e G3S (inibidor de 

TcGNA) não foram efetivos até 1 mM. Os valores de EC50 foram calculados e todos os 

compostos apresentaram um efeito em doses supramicromolar (Fig 16B e D). 
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Figura 16. Avaliação do efeito de inibidores da via HBP na proliferação de formas epimastigotas. Os 
inibidores GAGMH e FDI foram avaliados nas concentrações entre 100 e 1000 µM, já o inibidor G3S foi 
avaliado nas concentrações entre 0,01 e 1000 µM. Os parasitas foram mantidos a 28 °C, cultivados em meio LIT 
pH 7,2. O controle negativo (C-) foi realizado sem adição de composto na cultura. Para o controle de inibição 
(C+) foi utilizada uma combinação de antimicina (0,5 µM) e rotenona (60 µM). (A, C e E) curvas de 
proliferação durante o período observado. (B e D) EC50 correspondente a cada tratamento. 
 
 
4.1.8 GAGMH e FDI afetam o ciclo intracelular do T. cruzi 

 

Os dois compostos mais efetivos contra a proliferação de formas epimastigotas 

(GAGMH e FDI) também foram utilizados em testes no ciclo intracelular do T. cruzi. 

Inicialmente nos ensaios de toxicidade em células apresentados na Figura 17 A e D, nota-se 
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que os compostos são capazes de inibir a viabilidade de células CHO-K1 de maneira dose-

dependente (EC50 GAGMH = 681,7 ± 4,7 μM; EC50 FDI = 763 ± 2,3 μM). Tomando em conta 

esse resultado, testamos as drogas na infecção com formas CDT com no máximo 500 μM. 

Posteriormente, nos ensaios de infecção propriamente ditos, nota-se um efeito de redução 

dose-dependente na liberação de CDT nos dias 4 a 6 pós infecção (Fig 17 B e E), nesse caso, 

ao fim do primeiro ciclo infectivo, tanto nos tratamentos com o composto GAGMH como 

com o FDI (EC50 GAGMH = 3.95 ± 0.4 µM; EC50 FDI = 131.4  ± 3.1 µM). Tendo em mãos tais 

resultados, foi possível o cálculo do índice de seletividade dos compostos no ciclo intracelular 

de T. cruzi (GAGMH ≡ 173; FDI ≡ 8), demosntrando que GAGMH é o composto mais 

efetivo dentre todos os testados nesse trabalho. 
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Figura 17. Avaliação do efeito de GAGMH e FDI no ciclo intracelular do T. cruzi.  Em A e D, células CHO-
K1 não infectadas foram tratadas com os inibidores GAGMH ou FDI a concentrações entre 100 e 2000 µM. A 
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viabilidade das células foi acessada pelo método de MTT. Visto o efeito dose-dependente na viabilidade das 
células, calculou-se o EC50 para ambos os compostos. EC50 GAGMH = 681,7 ± 4,7 μM; EC50 FDI = 763 ± 2,3 μM. 
Após a infecção de células CHO-K1 com CDT, foi realizado o tratamento com GAGMH ou FDI a concentrações 
entre 1 e 500 µM ao longo de todo o ciclo intracelular. Ao fim do primeiro ciclo intracelular a liberação de CDT 
foi acompanhada, mais especificamente entre o 4º e 6° dia pós-infecção (B e E). Em C e F nota-se o efeito dos 
inibidores no 5º dia pós-infecção, dia do pico máximo de eclosão de CDT. (insets) EC50 calculados no 5° dia 
pós-infecção para ambos os inibidores: GAGMH ≅ 4 µM; FDI ≅ 130 µM. Os índices de seletividade de 
GAGMH e FDI são de cerca de 173 e 6 respectivamente, revelando que GAGMH é o composto mais efetivo e 
promissor dentre os testados nesse trabalho. 
 
4.2 Hexosaminas: transporte e bioenergética 
 

 Apesar das hexosaminas poderem ser obtidas a partir da biossíntese derivada do 

metabolismo de aminoácidos e glicose, cujas primeiras enzimas foram caracterizadas nesse 

trabalho, existe a possibilidade de obtenção de hexosaminas livres a partir do meio 

extracelular. Nesse capítulo, sera descrito o transporte das hexosaminas e sua relação com o 

transporte de Glc além da possibilidade dessas moléculas serem uma fonte oxidável para o T. 

cruzi. 

 

4.2.1 Cinética do transporte de GlcN e GlcNAc 
 

Para iniciar a caracterização do processo de transporte das hexosaminas utilizaram-se 

concentrações iniciais presumivelmente saturantes (3 mM). Essa concentração foi escolhida 

apartir da hipótese levantada por Tetaud e colaboradores, propondo que o transportador de 

glicose seria capaz de transportar também outros açúcares, dentre eles hexosaminas. (Silber et 

al., 2009; Tetaud et al., 1994, 1996). Para ambos os substratos avaliados, GlcN e GlcNAc, a 

progresão temporal do transporte para o meio intracelular pôde ser ajustada a uma função de 

decaimento exponencial (r2
GlcN

 = 0,979; r2
GlcNAc

 = 0,988), característica de  um fenômeno 

mediado por transportadores de membrana (Fig 18 A e C). O transporte de GlcN se mostrou 

aproximadamente linear durante 10 min e o de GlcNAc durante 15 min (Fig 18 A inset e C 

inset). Deste modo, escolheu-se uma janela de tempo de 60 segundos para medir a velocidade 

inicial (V0). 

 Para obter os valores de KM e Vmax, a V0 foi avaliada em função da concentração 

extracelular do substrato, utilizando diferentes concentrações entre 0 e 3 mM no caso de GlcN 

e entre 0 e 2 mM no caso de GlcNAc. Os dados permitem inferir que as hexosaminas são 

transportadas por um sistema único, saturável e que se ajusata ao modelo cinético de 

Michaelis-Menten. Os valores das constantes cinéticas foram obtidos constam na Tabela 2. 
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Figura 18. Cinética de incorporação de hexosaminas em epimastigotas de T. cruzi. (A e C) Incorporação 
tempo-dependente de 3 mM GlcN traçada com L- [14C (U)] - GlcN ou GlcNAc traçada com L- [14C (1)] – 
GlcNAc. Insets: A incorporação é linear até 5 min em ambos os casos. (B e D) Efeito da concentração do 
substrato: a velocidade inicial de transporte (V0), estimada utilizando a faixa de incorporação linear do 
metabólito, foi medida como função da concentração extracelular de GlcN ou GlcNAc.  
 
 

seção de materiais e métodos. 
* nmol. min-1.mg-1 (Silber 2009) 

1 nmol. min-1.20x106 células-1  
2mM 
3 s-1 

4 KJ.mol-1 

   
Tabela 2. Resumo da caracterização cinética do transporte de Glc e Hexosaminas. 

 

Em seguida, experimentos foram realizados na tentativa de confirmar os indícios 

prévios de que hexosaminas são transportadas por TcHT (Tetaud et al., 1994). Assim, foram 

realizados ensaios de competição cruzada do transporte de hexosaminas e glicose. Desta 

forma foram verificadas: i. a já descrita capacidade das hexosaminas de inibirem o transporte 

de Glc (Fig 19A); ii. a capacidade (até agora desconhecida) de Glc e GlcNAc inibirem o 

transporte de GlcN (Fig 19B); iii. a capacidade (até agora desconhecida) de Glc e GlcN 

inibirem o transporte de GlcNAc (Fig 19C). Em síntese, verificou-se uma inibição do 

transporte e de maneira dose-dependente em todas as combinações. Os valores foram 

ajustados a ums função sigmóide e os valores de IC50 foram estimados (Fig 19 insets.; valores 

abaixo dos gráficos). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Vmax KM IC50 Glc IC50 GlcN IC50 GlcNAc Ki 
Glc 

Ki 
GlcN 

Ki 
GlcNAc 

Glc 60.57±2.56*  0.18 ± 
0.02  - 1,24 ± 0,29 1,27 ± 0,09 - 0,62 0,63 

GlcN 0.18 ± 0.02 1.01 ± 
0.17 

1,01 ± 
0,24 - 0,2 ± 0,05 0,5 - 0,43 

GlcNAc 0.27 ± 0.05 0.05 ± 
0.01 

1,24 ± 
0.07 1,27 ± 0,03 - 0,62 0,63 - 
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Figura 19. Ensaios de competição no transporte. (A) o transporte de Glc na presença de diferentes 
concentrações de hexosaminas. (B) Transporte de GlcN na presença de diferentes concentrações de Glc ou 
GlcNAc. (C) Transporte de GlcNAc na presença de diferentes concentrações de Glc ou GlcN. (insets) O efeito 
dose dependente foi observado em todos os casos e os valores de IC50 foram estimados. 
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4.1.3 Análise da atividade de GF6PA e GNA vs transporte de GlcN e GlcNAc em diferentes 
formas do ciclo biológico de T. cruzi 
 

Uma vez que o T. cruzi percorre diferentes microambientes ao longo de seu ciclo 

biológico, é razoável pensar que as diferentes formas do T.cruzi poderiam apresentar 

mecanismos distintos para a aquisição das hexosaminas. Aliás, formas Epi, ao colonizarem o 

intestino médio dos triatomíneos, pode face um ambiente pobre em glicose porem com 

GlcNAc livre, possivelmente derivado da quitina e dos glicoconjugados da PMM: camadas 

glicídicas passíveis de degradação. Em contrapartida formas que interagem com a corrente 

sanguínea dos hospedeiros mamíferos, especialmente formas Tripo, estariam em um ambiente 

rico em Glc e Gln, precursores da via HBP.  Deste modo, foi comparado o transporte de 

hexosaminas com a atividade das enzimas da HBP de formas Epi, Meta e Tripo . Foram 

utilizados parasitas intactos para a realização de ensaios de transporte e extratos totais para a 

medição das atividades enzimáticas. Foi verificado que tanto a atividade de GF6PA quanto a 

de GNA estão cerca de 2 vezes mais elevadas nas formas infectivas M e CDT (Fig 20 A). 

Nota-se o oposto quando se avalia o transporte de hexosaminas nessas formas, sendo que a 

forma E apresenta os maiores níveis de transporte (Fig 20 B). 

  



81 
 

 
 

Figura 20. Comparativo do metabolismo de hexosaminas ao longo do ciclo de vida do T. cruzi. (A) 
Atividade das enzimas TcGF6PA e TcGNA. Foram utilizadas extratos totais das formas E, M e CDT; a atividade 
específica foi estimada utilizando concentrações saturantes para os substratos das enzimas. (B) aO transporte de 
GlcN ou GlcNAc foi realizado na concentração de 3 mM nos tempos de 1 e 10 minutos. Foram utilizadas formas 
E, M e CDT íntegras, obtidas como descrito em materiais e métodos. 
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4.2.2 Epimastigotas possuem uma atividade quinase de GlcNAc 
 

 Uma vez transportadas para o citosol, o primeiro passo para o catabolismo das 

hexosaminas é a sua fosforilação. Racagne e col., em 1983, sugeriram a capacidade de a HK 

utilizar outros substratos além da Glc, dentre eles GlcN e GlcNAc. Porém, essa afirmação não 

é consistente, uma vez que os dados foram baseados em ensaios indiretos (de inibição 

competitiva) (Racagni e Machado de Domenech, 1983). Efetivamente, nenhuma atividade 

hexosamina quinase foi medida diretamente. Neste trabalho, verificamos tanto uma atividade 

GlcN quinase (Fig 21 B) quanto uma atividade GlcNAc quinase (Fig 21 C), utilizando Glc 

como controle positivo (Fig 21 A) As atividades foram dependentes da quantidade de extrato 

de Epi. Como esperado, os controles negativos (ausência de substrato ou extrato) não 

apresentaram atividade . 

 
Figura 21. Fosforilação das hexosaminas em extratos de epimastigotas. Utilizando-se da atividade das 
enzimas comerciais piruvato quinase e lactato desidrogenase (PK/LDH enzymes from rabbit muscle – Sigma 
Aldrich), foi possível quantificar o ADP gerado pela fosforilação da (A) Glc, (B) GlcN e (C) GlcNAc. Controles 
sem substrato (CNT WS) e sem extrato (CNT WE) foram utilizados. 
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4.2.3 Atividade mitocondrial e viabilidade de T. cruzi sustentada por hexosaminas 
 

 Como apresentado nos tópicos anteriores, as hexosaminas são transportadas e 

fosforiladas pelas formas Epi, indicando que essas moléculas são metabolizadas pelo T. cruzi. 

Assim como outros carboidratos, espera-se que um possível catabolismo de hexosaminas seja 

capaz de contribuir com a formação de intermediários do TCA de onde os elétrons desses 

metabólitos seriam mobilizados a coenzimas, as reduzindo. Portanto, existe a possibilidade 

das hexosaminas fornecerem substratos miticondriais oxidáveis, que estão envolvidos no 

equilíbrio redox mitocondrial, o qual pode ser aferido por metodologias baseadas na 

conversão de sais tetrazólicos solúveis (por exemplo, MTT e Resazurin) para seus respectivos 

estados reduzidos. Esta conversão vem sendo atribuída à atividade de redutases mitocondriais 

e transportadores de elétrons; de fato, tais metodologias são consideradas indicadoras da 

atividade mitocondrial e vem sendo utilizadas por diversos autores como um marcador de 

viabilidade do T. cruzi (Damasceno et al., 2014; Muelas-Serrano, Nogal-Ruiz e Gómez-

Barrio, 2000).  

Foram utilizadas ambas as metodologias em formas Epi, submetidas previamente a um 

estresse nutricional de 24 h a fim de depletar as concentrações intracelulares de nutrientes e 

ATP (Manchola et al., 2016). Foi verificado que na ausência de nutrientes (incubação em PBS 

não suplementado) a viabilidade mitocondrial diminui linearmente em função do tempo em 

ambos os protocolos. Quando tratados com Glc ou hexosaminas a viabilidade mitocondrial 

dos Epi mantém mais elevada, sugerindo que hexosaminas podem ser oxidadas (Fig 22 A e 

B). A fim de confirmar a capacidade das hexosaminas de manter a viabilidade celular, os 

parasitas do tempo de 96h de estresse, em seus respectivos tratamentos com PBS, PBS+Glc, 

PBS+GlcN ou PBS+GlcNAc, foram ainda reincubados em meio LIT e a proliferação dos 

parasitas avaliada. A proliferação após a reincubação ocorreu de maneira muito similar aos 

parasitas controle (mantidos todo o tempo em LIT) exceto pelos parasitas mantidos somente 

em PBS, os quais apresentam atraso na proliferação.(Fig 22 C). 
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Figura 22. Hexosaminas e a viabilidade de epimastigotas. (A e B) Formas epimastigotas previamente 
cultivadas em meio LIT foram lavadas e incubadas com PBS suplementado com 5 mM de GlcN ou GlcNAc 
como única fonte de nutriente. Controles sem nutriente (PBS) e com PBS suplementado com 5 mM de Glicose 
(Glc) foram utilizados. A viabilidade foi acessada pela técnica de Resasurina (A) e MTT (B), em diferentes 
tempos de incubação, como descrito em 2.3.1. (C) Após 96h de incubação nas condições descritas, as amostras 
foram lavadas novamente e retornadas a um meio LIT novo. A proliferação dos parasitas foi aferida diariamente 
por leituras de densidade óptica a 620 nm e os valores de absorbância foram convertidos em concentração de 
parasitas utilizando uma calibração com concentrações conhecidas de parasita. Foi utilizado como controle, 
parasitas mantidos todo o tempo em meio LIT. 
 

4.2.4 Hexosaminas: metabólitos oxidáveis pelo T. cruzi 

 

 Dado que as hexosaminas se mostraram capazes de manter a viabilidade celular, que 

são fosforiladas e que existem genes putativos que codificariam para as enzimas de conversão 

das hexosaminas em Fru-6-P, inferimos que possivelmente essas moléculas são metabolizadas 

na via glicolítica que, em última instância, fornece substratos oxidáveis para o TCA (Piruvato 

e Acetil-CoA). Uma consequência lógica derivada da inferência relatada é que os átomos de 

carbono constituintes das hexosaminas seriam oxidados até CO2. Deste modo avaliamos a 

produção de CO2 a partir do tratamento com hexosaminas utilizando metabólitos 

uniformemente marcados com 14C (exceto GlcNAc, este estava marcado em seu carbono 1). 

Nota-se em Fig 23A que em todos os tratamentos ocorreu a produção de 14CO2, essa produção 

se incrementou entre 1 e 4 h e a geração de 14CO2 a partir de GlcNAc foi cerca de 2,5 vezes 
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maior que a produção a partir de Glc ou GlcN, indicando que quando na mesma concentração, 

a oxidação de GlcNAc é mais eficiente.  

 Uma vez que foi comprovado que o destino metabólico dos carbonos das hexosaminas 

pode ser a formação de CO2, é razoável propor que este deriva da formação de acetil-CoA e 

piruvato, que mediante a sua oxidação no TCA rendem equivalentes reduzidos e succinato, 

capazes de alimentar a cadeia de transporte de elétrons (ETS). Sendo assim, as hexosaminas 

deveriam ser capazes de sustentar o transporte de prótons através da membrana mitocondrial 

interna, gerando o gradiente de pH e potencial elétrico neste compartimento. Foi então 

investigada a capacidade da das hexosaminas de manterem o potencial de membrana 

mitocondrial de formas Epi (Fig 23 B-G). Para isso Epis foram tratados com MRC 

suplementado com Glc, GlcN ou GlcNAc, incubados com Rh123 e foi avaliada a razão F/Fi, 

sendo essa proporcional ao potencial de membrana mitocondrial. Foi verificado que tanto Glc 

quanto as hexosaminas são capazes de manter o potencial de membrana, acima dos valores do 

controle negativo (parasitas incubados somente com MRC). Epis tratados com His, 

metabólito previamente descrito como substrato oxidável pelo T. cruzi apresentam os maiores 

valores de F/Fi (Barisón et al., 2016). 
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Figura 23. Oxidação mitocondrial das hexosaminas. (A) Produção de 14CO2 por epimastigotas tratados com 
Glc, GlcN ou GlcNAc radioativos. A diferentes tempos pós incubação com os metabólitos marcados (T0, 1h e 
4h), o 14CO2 produzido foi capturado em papéis filtro embebidos com solução de 2 M de KOH. (n=3) (B-F) As 
linhas azuis indicam a fluorescência detectada pelos acessório O2k-Fluo. Em todos os casos foi adicionado 2,5 
μM de FCCP, desacoplando o potencial de membrana mitocondrial e alterando o quenching da Rh123 
previamente incorporada. (G) Representação das razões F/Fi das amostras. 
 
4.2.4 Consumo de oxigênio de T. cruzi estimulado por hexosaminas  
  

 Tendo em vista que: (i) o padrão do efeito das hexosaminas observado nos 

experimentos anteriores demonstrou a capacidade do parasita de se manter viável, de manter 

de se recuperar após estresse e (ii) parte da via glicolítica em T. cruzi é citosólica, foram 

realizados ensaios de respirometria de alta resolução em formas epimastigotas intactas 

avaliando, consequentemente, o comportamento do controle respiratório (RCR – Respiratory 

Control Ratio). O consumo de oxigênico de formas epimastigotas submetidas a estresse 

nutricional e recuperados por 30 min em 5 mM de Glc, GlcN ou GlcNAc foi comparado ao de 

parasitas recuperados por 30 min em 5 mM de His, aminoácido reportado como estimulador 

da síntese de ATP através da OxPhos e consumo de O2 na mitocôndria de T. cruzi (Barisón et 

al., 2016).  

Assim, buscou-se avaliar o comportamento mitocondrial em função das taxas 

respiratórias do parasita em cada condição de estresse/recuperação. A análise da capacidade 

respiratória se deu pela avaliação da taxa de respiração de rotina em células intactas (R – 

Routine respiration) e mediante administração de agentes desacoplantes (Oligomicina A 

(Leak respiration – L) – State 4Omy) e protonóforos (FCCP (E /ETS capacity – Electron Transfer 

Capacity) - State 3FCCP), em cada condição (estressados nutricionalmente em PBS e 

recuperados com His). Os traçados resultantes podem ser analisados em (Fig 24 A-E). Os 

dados de três replicas biológicas referentes à R, L e ETS encontram-se graficados em (Fig 24 

F). Notam-se diferenças significativas entre R e L em todos os casos exceto nos Epis que não 

foram recuperados e permaneceram no tampão de respiração (MRC). 

 Verifica-se, em um primeiro momento, que os valores de R de epimastigotas 

recuperados em GlcN ou GlcNAc estão em valores similares aos de parasitas recuperados 

com Glc ou His parasitas MRC mostraram valores significativamente menores de R (Fig 24 

F). 

 Sabendo que parte da respiração de rotina pode não estar acoplada a OxPhos, foram 

descontados de R os valores de consumo de oxigênio referente ao Leak respiratório de cada 

tratamento (L), obtendo consequentemente a respiração de rotina livre (≈R) de cada condição. 

Verifica-se que ≈R também é similar entre os tratamentos e que o valor de ≈R dos parasitas 
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MRC foi significativamente baixo quando em comparação com parasitas recuperados em His, 

Glc, GlcN ou GlcNAc, ademais, cerca de 90% do consumo de oxigênico dos parasitas MRC 

corresponde a Leak respiration (Fig 24 G). Por conseguinte, ao ser calculada a eficiência de 

acoplamento da respiração de rotina (J≈R) o mesmo padrão se mantém: Os parasitas 

recuperados com metabólitos apresentam níveis de acoplamento respiratório, 

significantemente maiores que parasitas não recuperados (Fig 24H), indicando que tais 

metabólitos estimulam a síntese de ATP pela ATP sintase vinculado ao consumo de O2. 

 Ao ser adicionado FCCP nas amostras previamente tratadas com Oligo, obteve-se o 

consumo de oxigênio correspondente à capacidade máxima da ETS em concentrações 

fisiológicas dos metabólitos (E); nessa condição de inibição da ATP sintase, não ocorre 

OxPhos e, portanto, ocorre a limitação cinética da ATP sintase no sistema. Quando o 

parâmetro E é analisado, nota-se que His foi o metabólito mais efetivo em estimular ETS, mas 

que Glc, GlcN e GlcNAc, de maneira similar entre eles, também o fizeram (Fig 23 F). 

 Sabendo que E corresponde ao fluxo respiratório máximo, ao se descontar desse 

parâmetro o valor de L, obtém-se o valor de fluxo máximo, potencialmente disponível a Phos 

(≈E). Os parasitas recuperadas em Glc, GlcN, GlcNAc ou His se mostraram com valores de 

≈E mais elevados que parasitas MRC, sendo que o controle em His apresentou valores ainda 

maiores (Fig 24 I). Normalizando os dados de ≈E pelos valores de E obtém-se a potencial 

eficiência de acoplamento de da ETS a OxPhos (J≈E). Nota-se que a recuperação com His, Glc 

ou hexosaminas foi capaz elevar a capacidade de acoplamento de ETS de epimastigotas cerca 

de 4 vezes acima dos valores de parasitas não recuperados (Fig 24 J), indicando que tais 

metabólitos estimulam o transporte de elétrons por ETS. 
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Figura 24. Taxas de respiração em formas epimastigotas. (A) Consumo de oxigênio em células estressadas 
por 16 horas que não foram recuperadas e que foram recuperadas em (B) 5 mM de His, (C) Glc, (D) GlcN ou (E) 
GlcNAc. Com linhas azuis indica-se a variação na concentração de oxigênio em função do tempo (eixos 
esquerdos), enquanto que com linhas vermelhas indica-se o fluxo de oxigênio (eixo direito); R: Respiração de 
rotina; L: Leak respiration; E: Capacidade máxima da ETS; ROX: Consumo de oxigênio residual. (F). Taxas de 
respiração medidas durante cada estado respiratório. (G e H) Parâmetros respiratórios referentes à respiração de 
rotina. (I e J) Parâmetros respiratórios referentes à capacidade máxima de ETS. (n=7) 
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4.2.5 Conteúdo intracelular de ATP 
 

 A demonstração de que as hexosaminas são moléculas oxidadas pela OxPHOS e 

possivelmente metabolizadas através da via glicolítica (processos que tem como uma de suas 

funções biológicas a produção de ATP), indicou ser relevante avaliar a participação das 

hexosaminas na biossíntese de ATP. Para tal, formas epimastigotas foram submetidas a um 

estresse ne nutricional em PBS a fim de reduzir o conteúdo intracelular de ATP e em seguida 

recuperados com Glc ou hexosaminas. Verificou-se após 5h de recuperação com as 

hexosaminas um incremento do conteúdo intracelular de ATP (Fig 25), além disso, os níveis 

de ATP se mantêm mais elevados que os de parasitas na ausência de fontes de carbono 

durante todos os tempos avaliados (Fig 25 inset). 

 

 
Figura 25. Biossíntese intracelular de ATP em formas epimastigotas. Formas Epi foram tratadas com PBS 
suplementado com 5 mM de Glc, GlcN ou GlcNAc (Controle negativo: parasita mantidos em PBS). Inset: 
Comparação dos níveis intracelulares de ATP 5 horas após os tratamentos com os metabólitos. (n=3) 
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4.2.6 Hexosaminas sustentam a metaciclogênese in vitro 
  

 Tendo em vista que: (i) as formas Epi e Meta são capazes de incorporar hexosaminas a 

partir do meio extracelular, (ii) que as hexosaminas são metabólitos oxidáveis que estimulam 

a produção de ATP pelo epimastigota, (iii) formas Meta necessitam metabólitos capazes de 

sustentar a síntese de ATP, como a prolina ou glutamato, para tal objetivo (Contreras et al., 

1985), foi considerado relevante avaliar a participação das hexosaminas no processo de 

diferenciação de formas Epi para Meta (metaciclogênese). Verifica-se que todos os 

tratamentos induziram a metaciclogênese in vitro, sendo que o tratamento somente com 

aminoácidos Pro, Glu e Asp (3AA) apresentou uma ligeira diminuição no perfil de 

diferenciação e o tratamento com TAUGlcNAc um aumento e adiantamento da diferenciação, 

em comparação com o controle tratado com TAU3AAG.  
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Figura 26. Efeito das hexosaminas na metaciclogênese in vitro. Os parasitas foram mantidos em meio TAU 
3AAG (controle), TAUGlc, TAUGlcN, TAUGlcNAc. A diferenciação foi acompanhada por contagens diárias 
em câmara de Neubauer (número de parasitas total e número de metacíclicos) observando-se a morfologia dos 
parasitas. (n=5) 
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CAPÍTULO 5: DISCUSSÃO 

___________________________________________________________________________ 
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5.1 Importância da HBP no T. cruzi 
  

 A enzima GF6PA (EC 2.6.1.16), uma vez que utiliza glutamina como substrato, pode 

ser a porta de entrada do nitrogênio derivado dos aminoácidos para o metabolismo de 

hexosaminas/nucleotídeos açúcares, mais especificamente a biossíntese desses metabólitos. 

Em L. major, o nocaute dessa enzima leva a auxotrofia para hexosaminas (Naderer, Wee e 

McConville, 2008). Já a enzima GNA (EC 2.3.1.4), passo seguinte da via de biossíntese, é 

essencial em T. brucei, uma vez que esse parasita não transporta GlcNAc a partir do meio 

extracelular (Ebikeme et al., 2008) cuja posterior fosforilação poderia suprir a necessidade 

desses passos enzimáticos. Não há nenhum relato na literatura sobre esses passos enzimáticos 

e o metabolismo de hexosaminas em T. cruzi. Neste trabalho verificamos que T. cruzi 

expressa uma GF6PA e uma GNA funcionais com altas porcentagens de identidade proteica 

com seus homólogos em outros organismos. Como esperado, essa conservação é mais alta 

entre tripanossomatídeos. Nesse sentido, a comparação entre sequências e a caracterização 

cinética de enzimas fornece bases importantes para a compreensão do metabolismo. Porém é 

necessário considerar que a disponibilidade de metabólitos varia consideravelmente durante o 

ciclo de vida do T. cruzi, modulando a necessidade da atividade enzimática. Assim, moléculas 

que se mostraram inibidores enzimáticos efetivos, podem apresentar efeitos antiparasitários 

distintos entre os estágios do ciclo biológico.  

Na corrente sanguínea formas Tripo e Meta se deparam com altas concentrações de 

Glc (≈ 8 mM) e Gln (≈ 500 µM) habilitando-as a usar a HBP  (Abdul-Ghani e DeFronzo, 

2009; Costa et al., 2017; Osaki et al., 2015; Persiani et al., 2007), sendo a Glc um dos 

precursores de Fru-6-P, que junto à Gln são substratos de GF6PA. O efeito dos inibidores 

GAGMH e FDI pode ser explicado pelo aumento de atividade da GF6PA e GNA nas formas 

infectivas. Esse aumento de atividade da HBP e sensibilidade aos inibidores acompanha a 

diminuição do transporte das hexosaminas, cujas concentrações plasmáticas são relativamente 

baixas, mesmo quando administradas via oral (GlcN ≈ 0,3 µM; GlcNAc ≈ 0,9 µM). De forma 

contrária, Epis que por sua vez colonizam ambientes com disponibilidade de GlcNAc, tem 

atividade da GF6PA e GNA reduzidas, aumento no transporte de hexosaminas e menor 

sensibilidade aos inibidores. Esses apontamentos endossam o argumento da disponibilidade 

de nutrientes como fator determinante para o efeito do GAGMH e FDI.  

Em princípio, formas intracelulares necessitam de uma HBP ativa, visto que estas 

formas refazem sua maquinaria de moléculas de superfície no interior da célula ao se 

diferenciarem (Buscaglia et al., 2006) e que são incapazes de obter UDP-GlcNAc a partir de 
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outros nucleotídeos açúcar (Roper e Ferguson, 2003). Corroborando com essa hipótese, 

inibidores da HBP são efetivos no ciclo intracelular, sugerindo que os substratos Gln e Fru-6-

P estão disponíveis para a TcGF6PA nesse momento. Uma vez que o transporte de Glc está 

ausente em formas amastigotas (Silber et al., 2009) e de que as hexoses encontram-se 

majoritariamente fosforiladas no citosol das células, conclui-se que a síntese de Fru-6-P pelo 

T. cruzi ficaria condicionada à uma possível gliconeogênese do parasita. Diversos autores 

relataram a atividade de enzimas cruciais para a gliconeogênese, (Acosta et al., 2004; 

Adroher, Osuna e Lupiáñez, 1987; Avila et al., 1979; Bringaud, Baltz e Baltz, 1998; Zingales 

et al., 1979). Assim, substratos não cetogênicos e disponíveis no citosol das células do 

hospedeiro, seriam candidatos precursores de Fru-6-P para o Ama e Epi-like. 

Sabe-se que no ciclo intracelular Pro é um aminoácido essencial (Tonelli et al., 2004), 

que pode ser degradado até Glu (Mantilla et al., 2015; Paes et al., 2013) que por sua vez pode 

ser convertido a α-KG via glutamato desidrogenase ou pela ação de diversas 

aminotransferases cujas atividades já foram demonstradas (Carneiro e Caldas, 1983; Duschak 

e Cazzulo, 1991; Manchola, Silber e Nowicki, 2018; Nowicki et al., 2001). Glu ainda pode 

ser substrato de uma glutamina sintetase, mais expressa e ativa em Ama (Crispim et al., 

2018), fornecendo Gln que também pode ser obtida via transporte nesse estágio (Damasceno, 

2017). Os fatos apresentados anteriormente sugerem que a HBP possui um papel mais 

relevante nas formas de T. cruzi que habitam o hospedeiro mamífero, sendo que os inibidores 

da HBP, a validam como uma via com potencial para intervenções quimioterápicas.  

 

5.2 Hexosaminas como moléculas oxidáveis por formas epimastigotas 
 
  

 Ao se avaliar o transporte das hexosaminas, nota-se de início as diferenças de 

afinidade entre os transportadores de Glc, GlcN e GlcNAc. Curiosamente o sistema de 

transporte tem uma afinidade maior por GlcNAc  do que por Glc ou GlcN. Esse fato chama a 

atenção para os relatos de Peacock e Ebikeme, nos quais é proposto que GlcNAc  estimula a 

proliferação de formas procíclicas de T. brucei (Ebikeme et al., 2008; Peacock et al., 2006). 

Curiosamente, no mesmo trabalho os autores chegaram à conclusão que as formas procíclicas 

de T. brucei são incapazes de incorporar GlcNAc. As conclusões que à primeira vista são 

contraditórias podem ser explicadas pelo fato de que nos experimentos de Peacock, os 

parasitas não foram submetidos a incubações com apenas  GlcNAc como única fonte de 

carbono, como realizado nesse estudo. De fato formas Epi de T. cruzi são mais resistentes a 
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estresses nutricionais severos se comparadas a formas procíclicas de T. brucei (Dados do 

laboratório não publicados).  

 Como relatado anteriormente, as formas Epi de T. cruzi são capazes de metabolizar 

completamente hexoses e hexosaminas, obtendo-as do meio extracelular e degradando-as até 

a eliminação de seus carbonos como CO2. O fato de a quantidade de CO2 liberado pela 

degradação da Glc ser inferior a de GlcNAc (mesmo este sendo marcado radioativamente 

somente no carbono 1), pode se dever à uma maior distribuição dos carbonos da Glc para a 

via das pentoses fosfato, não compartilhada com as hexosaminas. Já a diferença observada 

entre a formação de CO2 de GlcNAc e GlcN ( apesar da via de degradação da GlcN ser a 

priori mais curta) pode estar relacionada à maior afinidade do sistema de transporte por 

GlcNAc (com KM cerca de 15 vezes maior). Isso nos mostra que quando essas moléculas 

estão disponíveis no ambiente extracelular, podem manter o metabolismo energético. 

Os parâmetros mitocondriais calculados em células intactas, revelam que as 

hexosaminas conseguem manter o transporte de elétrons acoplado à OxPhos. Curiosamente, 

os níveis máximos do E, apresentam valores similares a R. Isso indicaria que Hexosaminas 

não produzem um efeito de capacidade sobressalente de E, diferetenmente da His, onde esse 

fenômeno é bem claro. A ausência da capacidade sobressalente de E, deve-se ao 

envolvimento dessas moléculas em outros processos biológicos que não apenas respiração. 

Com relação às Hexosaminas, a ausência desse efeito poderia ser explicado pelo 

direcionamento desses carbonos para a HBP, assim como para vias que compartilham 

piruvato como substrato.   

 Os níveis intracelulares de ATP após 5h de incubação se mostram elevados nos 

parasitas incubados com hexosaminas com relação aos parasitas incubados sem fontes de 

carbono no meio. Uma vez que essas moléculas são classicamente metabolizadas via 

glicólise, parece certo pensar que o ATP nesse ponto, pode ser derivado dessa via. Porém, 

como foi verificado nesse trabalho, essas moléculas também conseguem recuperar capacidade 

de respiração acoplada a OxPhos, quando comparado com a respiração dos parasitas sem 

substratos oxidáveis no meio. Resultados preliminares também indicam que às 5h, a 

respiração de rotina dos parasitas incubados com hexosaminas é menor, corroborando a 

hipótese de que o pico nos níveis intracelulares de ATP nessa condição de tempo, deriva 

majoritariamente da glicólise. 

  Quando não há fontes de carbono no  meio, as mitocôndrias de epimastigotas 

estressados nutricionalmente perdem sua capacidade redutora com o tempo, como visto nos 

resultados retratados na Fig 22. Esse fato é também verificado em ensaios temporais de 
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quantificação intracelular de ATP e respiração em células intactas, resultados do nosso 

laboratório que foram congruentes com os apresentados nesse trabalho.  

Apesar de a mitocôndria ser afetada nessas condições, a população parasitária é capaz 

de se restaurar, sendo os parasitas capazes de proliferar até mesmo após 72 h de estresse em 

PBS. Na natureza, os triatomíneos vetores são submetidos a períodos de estresse nutricional 

severo, sendo que logo após o repasto sanguíneo esse período pode chegar a mais de 12 

meses. Em longos períodos de estresse nutricional, a população de parasitas chega a competir 

por nutrientes com o triatomíneo (Schaub e Lösch, 1989) Diversos processos são 

desencadeados pelo estresse nutricional do hospedeiro invertebrado e consequente estresse 

nutricional do T. cruzi.  

Muitos autores tem observado uma diminuição na densidade de parasitas no trato 

intestinal de triatomíneos estressados nutricionalmente (Kollien e Schaub, 1998; Schaub e 

Böker, 1986; Schaub e Lösch, 1989) e diminuição na quantidade de tripomastigotas 

encontradas em infecções de triatomíneos estressados por longos períodos (Garcia et al., 

1995). Apesar de estar condicionado a longos períodos de estresse nutricional, parece lógico 

que nutrientes devam estar disponíveis para os epimastigotas, no intestino médio dos 

triatomíneos, mesmo que em baixas concentrações.  

Até o momento não existem estudos indicando qual(ais) seria(m) essa(s) molécula(s) e 

sabe-se que após o repasto sanguíneo, o tempo para total absorção dos nutrientes no intestino 

médio dos barbeiro é na escala de horas (Guarneri e Lorenzo, 2017). Reforçamos aqui, a 

importância de se analisar a possibilidade de as hexosaminas serem utilizadas como 

metabólito oxidável pelos epimastigotas no inseto vetor. 

 

5.3 Uso de GlcNAc por epimastigotas 
  

 O GlcNAc é uma hexosamina acetilada presente em todos os clados biológicos sendo 

constituinte de polímeros estruturais como a quitina, em paredes celulares fúngicas, no 

exoesqueleto de artrópodes e crustáceos  e no peptideoglicano de bactérias. Além disso, sabe-

se que GlcNAc é componente essencial de glicoconjugados celulares de diversos organismos 

(Breidenbach et al., 2010; Messner, Schäffer e Kosma, 2013; Zachara, Akimoto e Hart, 

2015). O intestino dos os triatomíneos apresentam uma membrana denominada PMM 

(Perimicrovillar Membrane / Membrana perimicrovilar) composta de glicoconjugados que 

apresentam como componentes carboidratos, incluindo GlcNAc.  
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Em um trabalho de 2013 Antunes e col. relataram a presença de GlcNAc livre em 

fluidos excretados das três principais espécies de tritaomíneos transmissores da doença de 

Chagas, indicando a possibilidade desse metabólito estar disponível no intestino dos 

barbeiros. O mesmo não ocorreu com GlcN, Glc e outras hexoses (Antunes et al., 2013). 

Além disso, apesar de não ter sido relatada previamente como componente da PMM, 

Alvarenga e col. em 2016 concluiram, por diferentes técnicas, que o intestino médio de R. 

prolixus possui quitina em sua composição (Quitina é polímero de GlcNAc e componente 

essencial de matrizes peritróficas (PM) de diversos outros insetos). Este foi o primeiro relato 

da presença de quitina no intestino de um integrante do clado Hemiptera, os quais possuem 

PMM ao invés de PM (Alvarenga et al., 2016).  

 É importante ressaltar que não existem comprovações experimentais de atividade 

quitinase em extratos de T. cruzi e não existem sequências putativas para quitinase anotadas 

no genoma desse organismo. Deste modo o parasita não degradaria ativamente a quitina 

presente no intestino do barbeiro. Com isso, para a obtenção e degradação de GlcNAc, as 

formas Epi dependeriam da ação de quitinases do próprio barbeiro ou da ação da microbiota 

do triatomíneo.  

 Gumiel e col. em 2015 avaliaram a composição da microbiota dos triatomíneos T. 

pseudomaculata e T. brasiliensis, revelando que esta é composta por poucas espécies de 

bactérias, dentre elas Serratia marcescens (Gumiel et al., 2015). A bactéria S. morcescens, é 

muitas vezes referida como uma das mais eficientes bactérias degradadoras de quitina, sendo 

que a expressão de suas enzimas quitinolíticas é induzida pela presença extracelular do 

substrato (Fuchs, McPherson e Drahos, 1986). Diversos grupos também relataram que essa 

bactéria exporta quitinases para o meio extracelular, sugerindo fortemente que a fonte de 

GlcNAc livre detectado nos ensaios de metaboloma de Antunes e colaboradores em 2016 

acerca dos fluidos excretados seria derivado da degradação da quitina do intestino médio. 

 É interessante  ressaltar que as formas epimastigotas, que colonizam o intestino médio 

dos vetores, apresentam uma alta taxa glicolítica e que os níveis de respiração de rotina 

estimulado por Glc ou hexosaminas são maiores em Epis que em Tripos, cujo ambiente que 

habitam é rico em Glc (Anexo 2).  

 Neste trabalho demonstramos que a capacidade de transporte de GlcNAc e GlcN é 

maior nas formas epimastigotas e que essas hexosaminas conseguem manter a viabilidade e 

proliferação celulares além de estimular a síntese de ATP via fosforilação oxidativa. 

Associando os dados da literatura aos obtidos nesse trabalho propomos que as hexosaminas, 

em especial GlcNAc, seriam fontes de carbono oxidáveis para a forma epimastigota nos 
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ambientes do inseto vetor. Ademais, por GlcNAc conseguir manter a metaciclogênese in vitro 

e por estar presente nos fluidos excretados dos barbeiros, propomos que também seria um 

metabólito envolvido na diferenciação do parasita no inseto. 
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CAPÍTULO 6: CONCLUSÕES 

__________________________________________________________________________ 
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6.1 Via de biossíntese de hexosaminas 
 

• T. cruzi possui uma via de biossíntese de hexosaminas ativa, ao menos em seus dois 

primeiros passos enzimáticos (GF6PA e GNA). 

• As atividades de GF6PA e GNA estão elevadas nas formas infectivas, tripomastigota e 

metacíclica, em comparação com a atividade em formas epimastigotas. 

• Análogos de glutamina são capazes de inibir a atividade de TcGF6PA recombinante. 

• G3S, análogo de GlcN-6-P, foi capaz de inibir a atividade de TcGNA recombinante. 

• GAGMH e FDI inibem a proliferação de formas epimastigotas. 

• GAGMH e FDI afetam o ciclo intracelular.  

 

6.2 Hexosaminólise 
 

• As hexosaminas são transportadas pelo mesmo sistema de transporte que a Glc 

• Esse sistema de transporte possui mais afinidade por GlcNAc que por Glc ou GlcN. 

• Existe atividade de GlcN quinase e GlcNAc quinase em extratos de formas 

epimastigotas. 

• As hexosaminas são metabólitos oxidáveis por formas epimastigotas, uma vez que:  

1) Favorecem a viabilidade celular, mesmo quando como única fonte de nutriente, 

até longos períodos de estresse nutricional;  

2) Fornecem substratos ao TCA, estimulando a produção de CO2;  

3) São capazes de manter o potencial de membrana mitocondrial; 

4) Estimulam a ETS  e seu acoplamento a OxPHOS; 

5) Incrementam os níveis intracelulares de ATP. 

6) Hexosaminas induzem metaciclogênese in vitro. 
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Anexo 1. Curva de proliferação de formas epimastigotas de T. cruzi Cepa CL clone 14. 
Os epimastigotas foram cultivados em meio LIT e foram utilizadas duas concentrações inicias 
em culturas em placas de 96 poços. Foram realizadas leituras diárias em espectrofotômetro de 
placa  Gen5 BioTek Spectrometer. 
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Anexo 2. Comparação da respiração de rotina de formas Tripo e Epi de T. cruzi. 
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