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Papel biológico da tripanotiona redutase na virulência de Leishmania infantum 

Dissertação de mestrado  
 

Myslene Soares da Fonseca 
 

RESUMO 

A leishmaniose é uma doença tropical negligenciada causada por parasitos 

protozoários do gênero Leishmania. Parte do ciclo biológico da Leishmania ocorre 

no interior dos vacúolos parasitóforos das células mononucleadas de defesa do 

sistema imunológico do hospedeiro vertebrado. No interior desses vacúolos, os 

parasitos sobrevivem ao estresse oxidativo devido a um eficiente sistema de 

controle do balanço redox baseado principalmente na função da tripanotiona 

redutase (TR). Além do papel da TR no controle do balanço redox, estudos 

anteriores já demonstraram a importância desta enzima em processos relacionados 

a viabilidade celular e virulência em tripanossomatídeos. Porém, o papel da TR na 

virulência de espécies do Novo Mundo ainda não foi estudado. Nesse contexto, o 

objetivo desse trabalho foi investigar o papel da TR de L. infantum na virulência, 

comparando a atividade desta enzima com uma espécie de Leishmania não 

virulenta ao mamífero, L. tarentolae. Inicialmente, avaliamos a atividade da TR, 

através do método de Ellman, em parasitos patogênicos e não patogênicos a 

mamíferos, L. infantum e L. tarentolae, respectivamente. Nossos resultados 

revelaram que a atividade enzimática da TR de L. infantum foi superior  a de L. 

tarentolae. Também, observamos  diferenças nas sequências nucleotídicas e de 

aminoácidos da TR de L. infantum e L. tarentolae. Adicionalmente, construímos um 

modelo tridimensional da TR de L. tarentolae por modelagem comparativa. Este 

modelo foi comparado com a estrutura cristalizada da TR de L. infantum, onde 

observou-se que as estruturas são altamente conservadas e possuem diferenças na 

superfície eletrostática, principalmente no sítio catalítico. Além disso, também foram 

observadas diferenças nas interações intermoleculares entre a tripanotiona redutase 

e a tripanotiona reduzida  tanto de L. infantum quanto de L. tarentolae.  Para avaliar 

o papel da TR na infectividade de L. infantum, realizamos a superexpressão dessa 

enzima através da transfecção dos parasitos de L. infantum com o vetor 

recombinante construído (pSP72αNEOα + TR de L. infantum). A superexpressão foi 

caracterizada através do método de Ellman, onde foi constatado um aumento 

significativo da atividade da TR das promastigotas de L. infantum que 

superexpressam a TR em relação às promastigotas selvagens. Em seguida, 

analisamos a infectividade da cepa de L. infantum mutante e verificamos que os 

parasitos de L. infantum que superexpressam a TR tiveram um aumento significativo 

no índice de infecção em macrófagos murinos nos tempos de 24 e 48 horas quando 

comparados aos parasitos selvagens. A população de promastigotas metacíclicas e 

a atividade da TR dos parasitos metacíclicos da cepa mutante foi avaliada. Os 

parasitos de L. infantum que superexpressam a TR obtiveram um aumento da 



x 
  

população de promastigotas metacíclicas em relação aos parasitos selvagens. 

Ademais, os parasitos metacíclicos que superexpressam a TR mantiveram o 

aumento da atividade enzimática. Também expressamos a TR de L. infantum em L. 

tarentolae, onde constatou-se que os parasitos de L. tarentolae que expressam a TR 

de L. infantum tiveram um aumento significativo da atividade da TR. Por fim, a 

infectividade desses parasitos foi analisada e verificou-se um aumento no índice de 

infecção em macrófagos murinos em 24 horas em relação aos parasitos selvagens. 

Estes dados revelam que a enzima tripanotiona redutase, além de controlar o 

balanço redox em tripanossomatídeos, também pode ter um papel relevante na 

infectividade de Leishmania. 
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ABSTRACT 

Leishmaniasis are neglected tropical diseases caused by protozoan parasites of the 

Leishmania genus. Part of the Leishmania's biological cycle occurs inside the 

parasitophorous vacuoles of the mononucleated cells of the vertebrate host's 

immune system. Inside these vacuoles, the parasites survive the oxidative stress due 

to an efficient redox balance control system, based mainly on the trypanothione 

reductase (TR) function. In addition to the role of TR in controlling the redox balance, 

previous studies have demonstrated the significance of this enzyme in processes 

related to cell viability and virulence in trypanosomatids. However, the role of TR in 

the virulence of New World Leishmania species have not yet been studied. In this 

context, the aim of this work was to investigate the role of L. infantum TR in virulence, 

comparing the activity of this enzyme with a species of mammal non-virulent 

Leishmania, L. tarentolae. We evaluated the activity of TR through Ellman’s method 

in mammal’s pathogenic and non-pathogenic parasites, L. infantum and L. 

tarentolae, respectively. Our results demonstrated that the TR activity observed in L. 

infantum was higher than observed in L. tarentolae. Furthermore, we observed 

differences in the nucleotide and amino acid sequences of the TR of L. infantum and 

L. tarentolae. Additionally, a three-dimensional model of the L. tarentolae TR has 

been constructed using comparative modeling. The L. tarentolae TR model was 

compared with a 3D structure of the L. infantum TR, where it was observed that the 

structures are highly conserved. However, differences in the electrostatic surface, 

mainly in the catalytic site were observed. In addition, differences in intermolecular 

interactions between trypanothione reductase  and reduced trypanothione of both L. 

infantum and L. tarentolae were observed. In order to assess the role of TR in the 

infectivity of L. infantum, we overexpressed this enzyme by transfecting the parasites 

of L. infantum with the recombinant vector (pSP72αNEOα + TR of L. infantum). The 

overexpression was confirmed using the Ellman’s method, where it was verified a 

significant increase in the TR activity of L. infantum parasites that overexpress the TR 

in relation to wild-type parasites. Next, we analyzed the infectivity of L. infantum 

mutant strain, demonstrating that these parasites had a significative increase in the 

infection index in murine macrophages by 24 and 48 hours when compared with wild-

type parasite strains. The metacyclic promastigote population and the TR activity of 

metacyclic parasites were evaluated. The L. infantum parasites that overexpress the 

TR obtained an increase in the population of metacyclic promastigotes in comparison 

to wild-type parasite strains. Additionally, metacyclic parasites that overexpress TR 
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maintained an increase in enzyme activity. We also expressed the TR of L. infantum 

in L. tarentolae, where it was noted that L. tarentolae parasites express the L. 

infantum TR, having a significant increase in TR activity. Lastly, the infectivity of 

these parasites was analyzed and there was an increase in the infection index in 

murine macrophages by 24 hours in comparison to wild-type parasite strains. These 

data reveal that the trypanothione reductase enzyme, that is responsible to the redox 

balance in trypanosomatids, may also be important in Leishmania infectivity. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças Tropicais Negligenciadas 

As Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs) são um grupo de doenças que 

não recebem apoio de indústrias farmacêuticas em relação à pesquisa e 

desenvolvimento de estratégias para o controle, prevenção e tratamento. Esse fato  

se justifica pelo baixo potencial de retorno lucrativo para a indústria farmacêutica, 

pois as DTNs acometem a população de baixa renda que reside, em grande parte, 

nos países em desenvolvimento (MACKEY et al., 2014; TROUILLER et al., 2002). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, há 20 doenças tropicais 

negligenciadas: dengue, raiva, tracoma, úlcera de buruli, treponematoses 

endêmicas, hanseníase, doença de Chagas, tripanossomíase humana africana, 

leishmanioses, teníase/cisticercose, dracunculíase, equinococose, trematodíases de 

origem alimentar, filariose linfática, oncocercose, esquistossomose, helmintíases 

transmitidas pelo solo, escabiose, envenenamento por picada de cobra, além de 

micetoma, cromoblastomicose e outras micoses profundas. As DTNs são compostas 

principalmente por infecções causadas por vírus, protozoários, helmintos e bactérias 

(MACKEY et al., 2014; WHO, c2021a). 

As DTNs prevalecem em 149 países em condições tropicais e subtropicais, 

afetando mais de um bilhão de pessoas e custando anualmente, bilhões de dólares 

às economias dos países em desenvolvimento. As pessoas mais afetadas vivem em 

condições de extrema pobreza, sem saneamento básico adequado e próximas a 

vetores destas doenças, animais domésticos e gado (OPAS, 2019a). 

A Organização Mundial da Saúde coordena e apoia estratégias para ajudar 

na prevenção, controle, eliminação e erradicação de doenças tropicais 

negligenciadas. Dentre essas estratégias está um roteiro para doenças tropicais 

negligenciadas intitulado “Acabando com a negligência para atingir os Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável: Um roteiro para doenças tropicais negligenciadas 

2021–2030”, que tem como objetivo fortalecer a resposta programática às doenças 

tropicais negligenciadas através de objetivos compartilhados e metas específicas de 

doenças apoiadas por investimentos mais inteligentes. Os alvos abrangentes desse 

roteiro são: reduzir em 90% a porcentagem de pessoas que requerem intervenções 

contra doenças tropicais negligenciadas, redução percentual de 75% em anos de 

vida ajustados por incapacidade relacionada a doenças tropicais negligenciadas, 
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eliminar pelo menos 1 doença tropical negligenciada em 100 países e erradicar 2 

doenças tropicais negligenciadas (WHO, 2020a).  

1.2 Leishmanioses 

As leishmanioses estão classificadas no grupo de Doenças Tropicais 

Negligenciadas e afetam as pessoas que vivem em condições de extrema pobreza. 

É uma doença que está relacionada com o deslocamento da população, 

desnutrição, moradias precárias, sistema imunológico debilitado e ausência de 

recursos financeiros (WHO, 2020b). 

As leishmanioses estão distribuídas em 98 países ou territórios (Figura 1 e 2), 

onde 350 milhões de pessoas vivem em local de risco de infecção. É responsável 

por aproximadamente 1,6 milhão de novos casos por ano, podendo levar a 

aproximadamente 30 mil óbitos (OPAS, 2017, WHO, c2021b). 

Figura 2 - Distribuição da leishmaniose cutânea ao redor do mundo. Fonte: Adaptado de WHO 
(2018). 

Figura 1 - Distribuição da leishmaniose visceral ao redor do mundo. Fonte: Adaptado de WHO 
(2018). 

https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
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É uma doença que possui ampla distribuição pelo mundo e é causada por 

espécies de protozoários parasitos intracelulares da ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae, do gênero Leishmania (PACE, 2014). Segundo a Organização 

Mundial da Saúde, a leishmaniose possui uma diversidade de manifestações 

clínicas que podem ser divididas em 2 formas principais da doença. A leishmaniose 

tegumentar ou cutânea, manifestação clínica mais comum da doença, é 

caracterizada pela presença de lesões que acometem a pele e as mucosas. A 

leishmaniose visceral ou calazar, manifestação clínica mais grave, afeta órgãos 

internos como baço, fígado e medula óssea, podendo ser fatal se não tratada ou se 

não houver diagnóstico adequado (PACE, 2014; WHO, 2020b). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, em 2019, mais de 90% dos casos 

de leishmaniose visceral foram relatados em 8 países: Brasil, Etiópia, Eritreia, Índia, 

Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. Além disso, 12 países reportaram mais de 

5000 casos de leishmaniose tegumentar: Afeganistão, Argélia, Bolívia, Brasil, 

Colômbia, República Islâmica do Irã, Iraque, Líbia, Marrocos, Paquistão, Peru, 

República Árabe Síria e Tunísia (WHO, c2021b). 

Os dados epidemiológicos das leishmanioses no Brasil são alarmantes. A 

leishmaniose tegumentar é endêmica em 1488 municípios com 97 milhões de 

pessoas em risco de infecção e, dentre os países da América do Sul, o Brasil relata 

o maior número de casos de leishmaniose tegumentar. Devido à grande extensão 

geográfica, o Brasil é responsável por 96% dos casos de leishmaniose visceral nas 

Américas, no entanto, outros países da América do Sul, como Argentina, Colômbia, 

Paraguai e Venezuela também estão entre os países com maiores números de 

casos registrados (Figura 3) (OPAS, 2019b; WHO, 2016).   

Figura 3 - Casos de leishmaniose visceral no Brasil e Américas, 2001-2017. Fonte: OPAS 
(2019b). 
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1.2.1 Vetores da leishmaniose 

Os responsáveis pela transmissão das leishmanioses são os flebotomíneos 

(ordem Diptera, família Psychodidea, subfamília Phlebotominae), insetos de 

pequeno porte que medem de 2 a 3 mm (Figura 4). Aproximadamente 166 espécies 

de flebotomíneos foram relatadas como vetores potenciais ou comprovados de 

diversas espécies de Leishmania no Novo e no Velho Mundo. Dentre essas 

espécies, 78 são vetores comprovados de Leishmania. No Velho Mundo, os 

flebotomíneos transmissores de Leishmania pertencem ao gênero Phlebotomus, que 

é constituído de 49 espécies, sendo 31 relatadas como transmissores comprovados. 

No Novo Mundo, as espécies de Leishmania, Viannia e Endotrypanum são 

transmitidas por flebotomíneos pertencentes ao gênero Lutzomyia, que é constituído 

de 118 espécies, sendo 47 relatadas como transmissores comprovados. No Velho 

Mundo, a totalidade das transmissões de Leishmania ocorre peridomesticamente em 

áreas semiáridas modificadas por humanos. A transmissão dos parasitos do Novo 

Mundo ocorre frequentemente em habitats silvestres, no entanto, há espécies que 

possuem transmissão predominantemente peridoméstica (AKHOUNDI et al., 2016; 

PACE, 2014). 

Somente as fêmeas dos flebotomíneos são hematófagas, pois precisam de 

sangue para o desenvolvimento dos seus ovos. As fêmeas desses insetos 

depositam seus ovos em locais que disponibilizem calor, umidade e matéria 

orgânica para o desenvolvimento das larvas, como: tocas de roedores, cascas de 

Figura 4 - Fêmea de flebotomíneo Lutzomyia longipalpis. Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE 
(2006). 
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árvores velhas, rachaduras de paredes, lixo doméstico, dentre outros (WHO, 

c2021c).  

Geralmente, estes insetos fazem o repasto sanguíneo no hospedeiro 

vertebrado ao anoitecer, quando se infectam com os parasitos do gênero 

Leishmania. Durante um período entre 4 e 25 dias, os parasitos desenvolvem-se no 

flebotomíneo (OPAS, 2017; WHO, c2021c).  

1.2.2 Agente etiológico  

A família Trypanosomatidae é constituída de uma diversidade de protozoários 

parasitos que são predominantemente monoxênicos (ciclo de vida apenas em um 

hospedeiro), como Strigomonas, Wallaceina e Zelonia. No entanto, alguns parasitos 

possuem um ciclo heteroxênico (ciclo de vida em vertebrados ou plantas e 

invertebrados) e são divididos em três gêneros - 

Trypanosoma, Phytomonas e Leishmania (AKHOUNDI et al., 2016). 

Os agentes etiológicos da leishmaniose são protozoários parasitos 

pertencentes ao reino Protista, classe Kinetoplastea, subclasse Metakinetoplastina, 

ordem Trypanosomatida, família Trypanosomatidae, subfamília Leishmaniinae e 

gênero Leishmania (Figura 5). Parasitos flagelados de Leishmania evoluíram de uma 

vida monoxênica ancestral em insetos para um ciclo de vida heteroxênico, 

necessitando assim de dois hospedeiros: um vertebrado, representado por cães, 

roedores e humanos, e um invertebrado, representado pelo inseto vetor. Há, 

aproximadamente, 53 espécies de Leishmania descritas, destas, 31 espécies são 

conhecidas por ser parasitas de mamíferos e 20 espécies são patogênicas para 

humanos, como Leishmania infantum, Leishmania amazonensis e  Leishmania 

braziliensis (AKHOUNDI et al., 2016; DE PABLOS; FERREIRA; WALRAD, 2016; 

PACE, 2014). 

 Além das espécies de Leishmania patogênicas para humanos, também 

existem espécies que não são infectivas ao homem, como Leishmania tarentolae, 

protozoário parasito de lagarto que nunca foi associado a nenhuma manifestação 

clínica de leishmaniose em humanos, sendo considerado não patogênico para 

humanos (AZIZI et al., 2009). Essas espécies são pertencentes ao subgênero 

Sauroleishmania (Figura 5) e transmitidas através da picada de flebotomíneos do 

gênero Sergentomyia (KLATT et al., 2019). 
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Figura 5 - Taxonomia da família Trypanosomatidae. Fonte: CONCEIÇÃO-SILVA e ALVES (2017). 

Trypanosomatida 
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No interior da Leishmania, estão presentes o núcleo e diversas organelas, 

como a mitocôndria e o aparelho de Golgi. A mitocôndria é única e contém uma 

região conhecida como cinetoplasto, que é localizada na posição anterior ao núcleo 

e que abriga o DNA mitocondrial.  Na base do flagelo existe uma invaginação de 

membrana celular denominada bolsa flagelar, estrutura de suma importância, pois é 

o único local onde ocorre a endocitose e a exocitose (SUNTER; GULL, 2017).  

A Leishmania transita por diferentes ambientes intra e extracelulares, sendo 

expostas a diversas condições ambientais, como: variação na disponibilidade de 

nutrientes, temperatura, pH e disponibilidade de oxigênio. Devido a necessidade 

desses parasitos sobreviverem nessas diferentes condições, eles desenvolveram 

diferentes formas morfológicas, altamente especializadas e adaptadas (BESTEIRO 

et al., 2007). 

Figura 6 - Morfologia das formas evolutivas de Leishmania. Figura esquemática mostrando as 
organelas da forma promastigota e amastigota. Fonte: Adaptado de BESTEIRO et al. (2007). 

Os parasitos possuem duas formas evolutivas bem definidas durante o seu 

ciclo biológico: a forma promastigota e a forma amastigota, entretanto, a arquitetura 

celular básica é conservada entre as duas formas evolutivas e é definida por uma 

rede de microtúbulos subpeliculares rígida (SUNTER; GULL, 2017). As formas 

promastigotas são encontradas no tubo digestivo dos flebotomíneos, são 

caracterizadas por um corpo celular ovóide alongado e possuem um flagelo móvel 

longo que se estende para fora da bolsa flagelar, fornecendo força propulsora que 
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facilita a motilidade do parasito. As formas amastigotas são encontradas nas células 

do sistema fagocítico mononuclear, dentro de vacúolos parasitóforos. Como são 

formas adaptadas para sobreviverem em ambientes intracelulares, não são móveis, 

apresentam-se tipicamente ovóides ou esféricas e não possuem flagelo livre, apenas 

um rudimento que está presente na bolsa flagelar (Figura 6) (BESTEIRO et al., 

2007; PACE, 2014; SUNTER; GULL, 2017). 

As formas promastigotas podem ser divididas em quatro formas principais 

(Figura 7). As promastigotas procíclicas, presentes no intestino médio do vetor (na 

figura 8 estão representadas as regiões anatômicas de um flebotomíneo), possuem 

altas taxas de multiplicação, no entanto, não são infectivas para o hospedeiro 

vertebrado. Possuem como características um corpo celular pequeno e volumoso 

com comprimento entre 6,5 e 11,5 m, e um flagelo mais curto que o corpo celular. 

As promastigotas nectomonas são observadas no inseto vetor à medida que a 

matriz peritrófica (película que reveste o intestino médio do inseto) se rompe e se 

movem em direção ao intestino anterior. Possuem como característica um corpo 

celular maior que 12 m.  

As promastigotas leptomonas podem ser encontradas no intestino anterior do 

inseto vetor. Se caracterizam por ter um corpo celular com comprimento entre 6,5 e 

11,5 m com o flagelo mais longo que o corpo celular. As promastigotas 

metacíclicas, habitantes do intestino anterior e na probóscide do vetor, não se 

multiplicam, possuem uma alta mobilidade e são extremamente infectivas para o 

hospedeiro vertebrado. Apresentam como características um corpo celular com 

Figura 7 - Desenho esquemático de formas promastigotas procíclicas, nectonomas, 
leptomonas e metacíclicas. Fonte: Adaptado de SUNTER, GULL (2017) 
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menos de 8 m de comprimento e 1 m de largura, e um grande flagelo com, 

aproximadamente, duas vezes o tamanho do seu corpo celular (DE PABLOS; 

FERREIRA; WALRAD, 2016; SUNTER; GULL, 2017). 

1.2.3 Ciclo biológico 

Parasitos do gênero Leishmania alternam entre hospedeiros vertebrados e 

invertebrados no decorrer dos seus ciclos de vida (Figura 9). Esses protozoários 

passam por diferentes estágios de desenvolvimento tanto no hospedeiro vertebrado 

como no inseto vetor (SANTOS, 2014). 

O ciclo biológico de espécies de Leishmania patogênicas ao homem é bem 

estabelecido. Quando os flebotomíneos fazem o repasto sanguíneo no hospedeiro 

vertebrado infectado, ingerem formas amastigotas presentes nos macrófagos 

teciduais, no fluido intersticial ou no sangue. No intestino do vetor, as amastigotas se 

diferenciam em promastigotas procíclicas, que se multiplicam rapidamente para 

entrar em um processo de diferenciação denominado metaciclogênese. Nesse 

processo, as promastigotas se transformam de um morfotipo não infectivo 

(promastigotas procíclicas) a um infectivo (promastigotas metacíclicas). Dessa 

forma, as promastigotas passam por alterações morfológicas, como mudanças no 

seu tamanho, forma e comprimento do flagelo. Além disso, essas mudanças na 

Figura 8 - Representação do intestino de um flebotomíneo. Fonte: (PIMENTA; FREITAS; 
SECUNDINO, 2012). 
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morfologia são acompanhadas pelo aumento da expressão de moléculas de 

superfície, como a protease gp63 e o LPG (lipofosfoglicano) (BATES, 2018; 

MUSKUS; MARÍN VILLA, 2002; NEUBER, 2008; SANTOS, 2014).  

Quando o vetor infectado faz um novo repasto sanguíneo, ele inocula formas 

promastigotas metacíclicas a um hospedeiro vertebrado suscetível. As 

promastigotas metacíclicas são fagocitadas por células fagocíticas mononucleares e 

se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por divisão binária dentro do 

fagolisossoma da célula infectada. Esta célula se rompe e libera as amastigotas que 

podem infectar novas células. Dependendo da espécie de Leishmania ou do estado 

imunológico do hospedeiro, o parasito pode permanecer no local de inoculação ou 

se disseminar para as vísceras. Isto produz a forma tegumentar ou visceral da 

manifestação clínica (CDC, 2020; NEUBER, 2008; PACE, 2014). 

Figura 9 - Ciclo biológico da Leishmania. Fonte: Adaptado de IBICT (2015). 

O ciclo biológico de espécies de Leishmania não patogênicas ao homem, 

como Leishmania tarentolae (Sauroleishmania), ainda não é bem estabelecido. No 

entanto, sabe-se que esses parasitos alternam entre o hospedeiro vertebrado 

(lagarto) e o invertebrado (flebotomíneos do gênero Sergentomyia) (KLATT et al., 

2019; RAYMOND et al., 2012).  

Vertebrado 
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Em lagartos, parasitos de Leishmania tarentolae habitam predominantemente 

como promastigotas na corrente sanguínea ou no lúmen da cloaca e intestino. A 

presença de amastigotas livres ou dentro de monócitos ou eritrócitos é rara. 

Acredita-se que a transmissão de Leishmania tarentolae ao seu vetor ocorra por 

meio de um mecanismo de alimentação semelhante para vetores de mamíferos 

(KLATT et al., 2019). 

Os flebotomíneos (Sergentomyia) se alimentam do sangue de um lagarto 

infectado, ingerindo formas promastigotas e algumas amastigotas de Leishmania 

tarentolae. No intestino do flebotomíneo, as células do sistema imunológico se 

rompem e os parasitos fagocitados são liberados. É possível que promastigotas e 

amastigotas de L. tarentolae sofram várias transformações dentro do flebotomíneo, 

com estágios de procíclicos, nectomonas, leptomonas, haptomonas e promastigotas 

metacíclicas. As promastigotas metacíclicas seriam o estágio infeccioso e 

transferidas de volta para um lagarto durante um novo repasto sanguíneo. No 

lagarto, as promastigotas vivem principalmente livres na corrente sanguínea. Uma 

pequena parte provavelmente é fagocitada por células do sistema imunológico 

(monócitos e macrófagos). As promastigotas fagocitadas podem voltar a se 

transformar em amastigotas e o ciclo de vida se repete (Figura 9.1) (KLATT et al., 

2019).  

Figura 9.1 - Ciclo biológico sugerido de Leishmania tarentolae. Fonte: Adaptado de KLATT et al. 
(2019). 
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1.2.4 Manifestações clínicas da leishmaniose 

A leishmaniose apresenta diversas manifestações clínicas associadas que 

vão desde o acometimento da pele e mucosas, até a forma clínica mais grave que é 

a leishmaniose visceral. Isso ocorre devido à grande variedade de espécies de 

Leishmania que provocam a doença e depende do estado imunológico do 

hospedeiro vertebrado (PACE, 2014). 

Aproximadamente 20 espécies de Leishmania são transmitidas para os 

humanos através do repasto sanguíneo de flebotomíneos dos gêneros Phlebotomus 

ou Lutzomyia. Essas espécies de Leishmania são divididas nos subgêneros 

Leishmania e Viannia e são responsáveis por diferentes manifestações clínicas 

(AKHOUNDI et al., 2016; SANTOS, 2014).  

Portanto, a leishmaniose pode ser classificada em: leishmaniose tegumentar 

(LT) e leishmaniose visceral (LV). A leishmaniose tegumentar pode ser subdividida 

em: leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose recidiva cútis (LRC), 

leishmaniose cutânea disseminada (LD), leishmaniose mucocutânea (LM), 

leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) e leishmaniose dérmica pós-calazar (LDPC) 

(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; NEUBER, 2008) 

1.2.4.1 Leishmaniose cutânea localizada 

A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é caracterizada pelo acometimento 

primário da pele e é a manifestação clínica mais comum da doença. Após o período 

de incubação da LCL, que pode variar de uma a quatro semanas ou até anos, uma 

lesão ulcerada, indolor e com borda delimitada (Figura 10) aparece no sítio de 

infecção. As lesões da LCL predominam em segmentos corporais como: orelhas, 

nariz, lábio superior, bochechas, pernas, mãos, antebraços e tornozelos.  

Figura 10 - Leishmaniose cutânea localizada. Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2017). 
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Essas lesões possuem tendência à uma cura espontânea, que pode levar de 

três meses a anos para ser alcançada. As lesões podem ser únicas ou múltiplas, 

com até vinte lesões no mesmo segmento corporal. Essa forma clínica pode ser 

acompanhada de linfadenopatia regional e linfangite nodular (ARENAS et al., 2017; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017;  SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). 

1.2.4.2 Leishmaniose recidiva cútis 

A leishmaniose recidiva cútis (LRC) é caracterizada pela ativação da lesão,  

nas bordas, provocada pela leishmaniose cutânea localizada e pode ser confundida 

com tuberculose cutânea. Lesões, que podem expandir progressivamente, 

aparecem nas bordas da lesão original cicatrizada, mantendo o fundo com aspecto 

cicatricial (Figura 11). Se não tratada, a leishmaniose recidiva cútis pode ser 

destrutiva e desfigurante (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2017). 

1.2.4.3 Leishmaniose cutânea disseminada 

A leishmaniose cutânea disseminada (LCD) é uma manifestação clínica rara 

que pode ser observada em até 2% dos casos. Tem como característica o 

aparecimento de lesões papulares com aspecto acneiforme (Figura 12) em várias 

partes do corpo, inclusive na face e no tronco (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

A disseminação das lesões ocorre após o desenvolvimento de lesões 

primárias, possivelmente por disseminação dos parasitos por via linfática ou 

hemática. As lesões dessa forma clínica podem chegar as centenas. Os pacientes 

podem apresentar sintomas, como: emagrecimento, anorexia, febre, dores 

musculares, mal-estar, dentre outros (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Figura 11 - Leishmaniose recidiva cútis. Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2017). 
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Figura 12 - Leishmaniose cutânea disseminada. Fonte: MACHADO (2004). 

1.2.4.4 Leishmaniose mucocutânea 

A leishmaniose mucocutânea (LM) provoca lesões desfigurantes e é 

caracterizada por destruição das mucosas das vias aéreas superiores (Figura 13), 

provocando sangramentos nasais e prejudicando a ventilação nasal. A mucosa 

nasal é frequentemente afetada pela doença, mas podem aparecer lesões nos 

lábios, língua, palato, orofaringe e, com menos frequência, na traqueia. Essa 

manifestação clínica pode se desenvolver por conta da evolução crônica da 

leishmaniose cutânea que foi curada com tratamento inadequado ou sem 

tratamento. As lesões da LM podem se desenvolver em meses ou até anos após o 

surgimento das lesões de leishmaniose cutânea (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; 

NEUBER, 2008). 

Figura 13 - Leishmaniose mucocutânea. Fonte: ELFAITURI et al. (2015). 
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1.2.4.5 Leishmaniose cutâneo-difusa 

A leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) é uma manifestação clínica grave e rara 

que acomete pacientes com anergia e deficiência na resposta imune celular a 

antígenos de Leishmania. Isso permite a disseminação pelas vias teciduais, 

linfáticas e sanguíneas, provocando o aparecimento de múltiplas lesões que podem 

se unir e formar placas em grandes segmentos corporais (Figura 14). As lesões são 

nodulares ou papulares e podem se manifestar primeiro na face e acometer de 

forma progressiva as extremidades, nádegas e mucosas, podendo envolver toda a 

superfície da pele. Os pacientes com LCD podem apresentar linfadenopatia, mal-

estar geral e febre (ARENAS et al., 2017; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). 

Figura 14 - Leishmaniose cutâneo-difusa. Fonte: ARENAS et al. (2017). 

1.2.4.6 Leishmaniose dérmica pós-calazar 

A leishmaniose dérmica pós-calazar (LDPC) é uma manifestação clínica que 

ocorre meses ou anos após o tratamento da leishmaniose visceral. Os pacientes 

com LDPC desenvolvem uma proliferação fulminante e exacerbada de parasitos na 

pele que provoca máculas cutâneas, pápulas, úlceras, nódulos ou placas 

espalhadas pela face, tronco e membros (Figura 15) (KORDOFANI et al., 2001; 

MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).  

As lesões geralmente começam ao redor da boca, de onde se espalham para 

outros segmentos corporais. A patogênese dessa manifestação clínica ainda não é 

totalmente compreendida, mas acredita-se que ela está relacionada com uma 
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resposta imunológica agressiva do hospedeiro gerada contra parasitos dérmicos 

persistentes (KORDOFANI et al., 2001; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). 

Figura 15 - Leishmaniose dérmica pós-calazar. Fonte: TRIPATHY et al. (2010). 

1.2.4.7 Leishmaniose visceral 

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma 

clínica mais grave das leishmanioses e pode levar a morte se não tratada. A 

proliferação de parasitos em macrófagos do baço, fígado e medula óssea provoca 

hepatoesplenomegalia progressiva (Figura 16) e supressão da medula óssea. Caso 

não haja o tratamento dessa manifestação clínica, os pacientes podem desenvolver 

pancitopenia e imunossupressão, o que pode permitir infecções por outros 

patógenos. A leishmaniose visceral tem como principais sintomas clínicos: febre 

irregular persistente; desnutrição aguda, principalmente em crianças pequenas; 

hepatoesplenomegalia e pancitopenia (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; 

MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WILHELM, 2019). 

Figura 16 - Leishmaniose visceral. Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2006). 
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Tabela 1 - Características clínicas das principais espécies de Leishmania. Fonte: Traduzido e adaptado de BURZA; CROFT; BOELAERT (2018). 
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As leishmanioses possuem uma diversidade de manifestações clínicas 

associadas (Tabela 1). As diferentes formas e a gravidade da doença são 

provocadas pela espécie de Leishmania infectante juntamente com a genética do 

hospedeiro e as consequentes respostas inflamatórias e imunológicas. Uma 

característica marcante de parasitos do gênero Leishmania é a diversidade de 

tropismo e das doenças provocadas por esse protozoário (COLMENARES et al., 

2002). 

Desde o sequenciamento do genoma de parasitos do gênero Leishmania nas 

últimas décadas, estudos vêm sendo desenvolvidos no âmbito de buscar um melhor 

entendimento de fatores que possam ser determinantes nos processos biológicos do 

parasito, incluindo os mecanismos envolvidos na patogenicidade e na virulência 

desses microrganismos (IVENS et al., 2005; OLIVIER et al., 2012; PEACOCK et al., 

2007). 

A Leishmania possui diversos fatores de virulência que são extremamente 

importantes para a infectividade dos parasitos, pois ajudam tanto na interação do 

parasito com o vetor como com as células fagocíticas mononucleares do hospedeiro 

vertebrado. Alguns exemplos de fatores de virulência de Leishmania são: as 

moléculas de superfície LPG, a protease gp63 e a proteína A2 (AZIZI et al., 2009; 

CHANG; CHAUDHURI, 1990; MUSKUS; MARÍN VILLA, 2002; SCHLEIN; SCHNUR; 

JACOBSON, 1990).  

Além dos fatores mencionados acima, já foi demonstrado que a tripanotiona 

redutase (TR) é essencial para a sobrevivência no interior da célula hospedeira, 

sendo considerada um importante fator de viabilidade e virulência em Trypanosoma 

brucei, Leishmania donovani e Leishmania major (DUMAS et al., 1997; JAEGER; 

FLOHÉ, 2006; KRIEGER et al., 2000; TOVAR et al., 1998a). Entretanto, a literatura 

não relata o papel da tripanotiona redutase na virulência de Leishmania infantum, 

espécie do Novo Mundo. 

1.2.5 Tripanotiona redutase 

No hospedeiro vertebrado, as amastigotas sobrevivem em um ambiente 

completamente hostil, uma vez que as células do sistema imune utilizam diversos 

mecanismos na tentativa de eliminar esses parasitos (BURZA; CROFT; BOELAERT, 

2018; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).  
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O estresse oxidativo representa um papel importante nessa batalha do 

sistema imunológico contra a infecção. No processo de fagocitose de 

microrganismos ocorre a ativação da NADPH oxidase, um complexo enzimático que 

converte oxigênio em radical ânion superóxido (O2
-). A partir daí, a superóxido 

dismutase converte o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e ocorrem outras 

séries de reações que geram outros oxidantes antimicrobianos, como o ácido 

hipocloroso (HOCl) (Figura 17) (BLOS et al., 2003; KALYANARAMAN, 2013).  

Um dos mecanismos de sobrevivência dos parasitos no interior das células 

fagocíticas depende da capacidade deles de resistir ao estresse oxidativo provocado 

por essas células. Os tripanossomatídeos não possuem catalase ou outros 

mecanismos convencionais para a homeostase redox, baseando a sua defesa na 

tripanotiona redutase (BATTISTA et al., 2020). 

A tripanotiona redutase é um homodímero e cada subunidade dessa enzima 

possui 491 aminoácidos compreendendo 3 diferentes domínios: um domínio de 

ligação FAD (resíduos 1-160; 289-360), um domínio de ligação NADPH (resíduos 

161-288) e um domínio de interface (resíduos 361-488) (Figura 18) (BATTISTA et 

al., 2020). 

Figura 17 - Representação esquemática do processo de fagocitose. Representação esquemática 
de um fagócito envolvendo um microrganismo em um vacúolo do fagócito. A NADPH oxidase é 
ativada na parede do vacúolo e converte oxigênio em radical ânion superóxido (O2

-). A superóxido 
dismutase converte o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio. A mieloperoxidase oxida o ânion 
cloreto na presença de H2O2, formando o ácido hipocloroso (HOCl). Traduzido e adaptado de 
KALYANARAMAN (2013). 
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A tripanotiona redutase é a principal enzima do sistema de defesa contra o 

estresse oxidativo em tripanossomatídeos e encontra-se ausente em células de 

mamíferos. Esse sistema se baseia na redução dos níveis de espécies reativas de 

oxigênio, contribuindo para a manutenção de um ambiente intracelular redutor. A 

homeostase redox é mantida através da conversão da tripanotiona oxidada (T(S)2) 

em tripanotiona reduzida (T(SH)2) pela enzima tripanotiona redutase, tendo como 

cofator o NADPH (Figura 19) (FAIRLAMB; CERAMI, 1992; RICHARDSON et al., 

2009). O mecanismo de reação se baseia na transferência de dois elétrons do 

NADPH para duas cisteínas catalíticas (Cys52 e Cys57), via FAD. Uma vez que as 

cisteínas são reduzidas, a tripanotiona oxidada liga-se à tripanotiona redutase e a 

Cys52, desprotonada pelo par His461’-Glu466’, ataca a ponte dissulfeto da 

tripanotiona oxidada, resultando na formação de um dissulfeto misto. Por fim, o 

ataque de Cys57 em Cys52 possibilita a liberação da T(SH)2 (BATTISTA et al., 

2020). 

Figura 19 - Reação da tripanotiona redutase. TryR: tripanotiona redutase. Fonte: RICHARDSON et 
al. (2009). 

Figura 18 - Estrutura tridimensional da tripanotiona redutase. A estrutura da TR utilizada foi a 
pdb 2JK6. Cada domínio da enzima está representado pelas cores salmão (domínio de ligação 
FAD), cinza (domínio de interface) e laranja (domínio de ligação NADPH). A imagem foi gerada no 
programa PyMOL versão 2.4.1. 
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No hospedeiro mamífero também há a manutenção de um ambiente 

intracelular redutor nas células, no entanto, a tripanotiona redutase está ausente, e 

esse controle da homeostase de espécies reativas de oxigênio é realizado pela 

glutationa redutase (GR). Vale ressaltar que a TR e a GR são proteínas muito 

semelhantes, apresentando aproximadamente 40% de similaridade estrutural, no 

entanto, cada proteína é altamente específica para seu respectivo substrato. Essa 

especificidade é justificada pela diferença na superfície eletrostática de cada enzima. 

Enquanto o sítio ativo da TR é carregado negativamente, o sítio ativo da GR é 

carregado positivamente (HENDERSON, Graeme B et al., 1987; RICHARDSON et 

al., 2009).  

Além do papel da TR no controle do balanço redox em tripanossomatídeos, já 

foi demonstrado que essa enzima pode ser um importante fator de viabilidade e 

virulência em Leishmania donovani. Dumas e colaboradores demonstraram que o 

knockout da tripanotiona redutase de Leishmania donovani diminuiu, 

significativamente, a infectividade desses parasitos e a capacidade deles  

sobreviverem no interior de macrófagos (DUMAS et al., 1997).  

Da mesma forma, Tovar e colaboradores demonstraram que a substituição da 

sequência codificante da tripanotiona redutase afetou, drasticamente, a capacidade 

dos parasitos de Leishmania donovani sobreviverem dentro de macrófagos ativados 

por citocinas, mostrando que a TR é uma enzima essencial para a sobrevivência 

desses parasitos (TOVAR et al., 1998b). 

Similarmente, Krieger e colaboradores observaram que parasitos mutantes de 

Trypanosoma brucei com baixa atividade da tripanotiona redutase não foram 

capazes de sobreviver em meio de cultura, foram mais sensíveis ao peróxido de 

hidrogênio e incapazes de causar uma infecção em camundongos, mostrando assim 

a importância dessa enzima para a viabilidade e infectividade de Trypanosoma 

brucei (KRIEGER et al., 2000). 

 Nesse contexto, a hipótese desse trabalho é que a enzima tripanotiona 

redutase não participa somente no processo de manutenção do balanço redox, mas 

também atua na virulência da Leishmania infantum. 
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2 OBJETIVOS/METAS 

 

2.1 Objetivo geral 

Investigar o papel da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no 

processo de virulência, comparando a atividade, sequências nucleotídicas e de 

aminoácidos, e a estrutura terciária desta enzima com uma espécie de Leishmania 

não virulenta ao mamífero, Leishmania tarentolae.  

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Comparar a atividade, sequências nucleotídicas e de aminoácidos, e a 

estrutura terciária da enzima tripanotiona redutase (TR) presente em 

Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. 

2. Realizar a superexpressão da TR em promastigotas de Leishmania infantum;  

3. Expressar a TR de Leishmania infantum em Leishmania tarentolae. 

4. Comparar a atividade da TR em promastigotas de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae selvagens e mutantes;  

5. Avaliar a infectividade dos parasitos de Leishmania infantum e Leishmania 

tarentolae selvagens e mutantes em macrófagos murinos;  

6. Avaliar a metaciclogênese de promastigotas de L. infantum selvagens e 

mutantes. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Considerações éticas 

A utilização de animais nesse estudo foi aprovada pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC) através da licença (CEUA L-

011/2017). 

3.2 Manutenção do parasito 

Promastigotas de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foram 

cultivadas em meio Schneider pH 6.9, acrescido de 100 µg/mL de estreptomicina, 

100 U/mL de penicilina e 20% ou 10% de soro fetal bovino (SFB) para Leishmania 

infantum e Leishmania tarentolae, respectivamente. As células utilizadas neste 

trabalho foram cultivadas no Laboratório de Bioquímica de Tripanosomatídeos e 

crescidas em estufa BOD a 26ºC. As células transfectadas foram crescidas na 

presença de 30 µg/mL do antibiótico Geneticina. 

3.3 Modelagem comparativa e análise estrutural 

A sequência-alvo da tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae 

(LtaP05.0360) foi usada na busca de moldes estruturais utilizando-se a ferramenta 

BLASTP (ALTSCHUL et al., 1997), definindo o Protein Data Bank (PDB) como um 

conjunto de pesquisa. A estrutura da tripanotiona redutase de Leishmania infantum 

em complexo com NADPH, FAD e tripanotiona (PDB ID: 4ADW (BAIOCCO et al., 

2013)) foi selecionada como molde da sequência-alvo. 

As sequências do molde e do alvo foram alinhadas usando o modo PSI-

Coffee do programa T-Coffee (TOMMASO et al., 2011). Quinhentos modelos foram 

criados usando a rotina padrão ‘auto model’ do Modeller versão 9.23 (WEBB; SALI, 

2014), com heteroátomos. Cada modelo foi otimizado por ‘Variable Target Function 

Method’ (VTFM) até que 300 iterações fossem alcançadas. A otimização por 

dinâmica molecular foi conduzida no modo ‘slow-level’. O ciclo completo foi repetido 

duas vezes para produzir uma conformação otimizada do modelo. As estruturas 

modeladas resultantes foram selecionadas de acordo com o valor mínimo da função 

‘Discrete Optimized Protein Energy’ (DOPE), um potencial estatístico que busca 

representar a estrutura tridimensional mais provável (nativa) de uma proteína. Os 

modelos foram avaliados segundo os critérios das ferramentas QMEAN (BENKERT 

et al., 2009) e MolProbity (CHEN et al., 2010), acessadas na página Structural 

Assessment da plataforma online SWISS-MODEL. 
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Os mapas de interação 2D entre a tripanotiona e a tripanotiona redutase de 

Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foram gerados usando o Discovery 

Studio Visualizer 2017 (Dassault Systèmes BIOVIA 2017). A figura do alinhamento 

de sequência foi gerada através do software ALINE (BOND; SCHÜTTELKOPF, 

2009). As figuras tridimensionais foram geradas através do UCSF Chimera 

(PETTERSEN et al., 2004) e ChimeraX software (GODDARD et al., 2018). A análise 

do potencial eletrostático foi conduzida com o programa APBS (BAKER et al., 2001) 

. A carga AmberFF e os parâmetros de raio foram atribuídos usando o servidor 

PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004) considerando o pH de 7,0. 

3.4 Reação em cadeia da polimerase 

Parasitos de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foram crescidos 

durante três dias em meio de cultura. No terceiro dia foram centrifugados a 1200g à 

4º C por 10 minutos. A extração de DNA desses parasitos foi realizada com o kit 

Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). O DNA obtido foi dissolvido em H2O 

livre de RNAse e estocado a 20°C. A pureza e a concentração do DNA extraído 

foram determinadas através de leitura em aparelho Nanodrop. A PCR foi realizada 

com o kit TaqDNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e primers 

específicos para tripanotiona redutase contendo sítios de restrição no início da 

sequência para as enzimas BamHI (ggatcc) e HindIII (aagctt) ou primers específicos 

para o gene de resistência ao antibiótico Neomicina. A observação do resultante foi 

através de eletroforese em gel de agarose 1% em cuba horizontal a 80V por 90 

minutos.  

 

PRIMER 
SEQUÊNCIA  

FORWARD (5’ – 3’) REVERSE (5’ – 3’) 

TRIPANOTIONA 

REDUTASE-BamHI 

CCGGATCCATGTCCCGCGCGT 

ACGACCT 

 

TRIPANOTIONA 

REDUTASE-HindIII 

 CCAAGCTTTCAGAGGTTGCTGCTG 

AGCT 

NEOMICINA ATGATTGAACAAGATGGATTG TCAGAAGAACTCGTCAAGAAG 

 

3.5 Construção molecular de insertos para expressão das enzimas em estudo 

Clones da tripanotiona redutase foram amplificados através da reação em 

cadeia da polimerase com primers específicos para tripanotiona redutase contendo 
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sítios de restrição no início da sequência para as enzimas BamHI (ggatcc) e HindIII 

(aagctt). 

Os fragmentos de DNA amplificados foram cortados do gel de agarose e 

purificados com o kit Pure Link Quick Gel Extraction (Invitrogen). Os fragmentos de 

DNA purificado e o vetor pSP72αNEOα foram digeridos, separadamente, por 

enzimas de restrição BamHI e HindIII (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) 

overnight à 37ºC. Os produtos da digestão foram purificados com o kit Pure Link 

Quick Gel Extraction (Invitrogen) e, em seguida, incubados com T4 DNA ligase, com 

a reação de ligação obedecendo a proporção de 3:1 de inserto para vetor com 

volume final de 10µL, overnigth à 16º C. Após a reação de ligação, bactérias 

competentes E. coli (DH5α) foram transformadas com o vetor recombinante 

(tripanotiona redutase de Leishmania infantum + pSP72αNEOα) por choque térmico. 

Após a transformação, as colônias foram selecionadas com 100µg/mL do antibiótico 

ampicilina e o vetor recombinante foi purificado com o kit Plasmid Miniprep 

Purification (Sigma-Aldrich, EUA).  

A inserção do gene da tripanotiona redutase no vetor foi confirmada por 

digestão com as enzimas endonucleases de restrição BamHI e HindIII. 

3.6 Sequenciamento 

Para confirmar a clonagem do gene da tripanotiona redutase de Leishmania 

infantum no vetor pSP72αNEOα foi realizado o sequenciamento pelo método de 

Sanger na plataforma de sequenciamento de DNA da Fiocruz (RPT01A/FIOCRUZ). 

A sequência obtida foi comparada com a sequência depositada no banco de dados 

TriTrypDB (LINF_050008500) através do programa de alinhamento de sequências 

Clustal. 

3.7 Alinhamento das sequências nucleotídicas e de aminoácidos 

As sequências nucleotídicas e de aminoácidos da tripanotiona redutase de 

Leishmania infantum (LINF_050008500) e Leishmania tarentolae (LtaP05.0360) 

foram obtidas através do banco de dados TriTrypDB e foi realizado um alinhamento 

através do programa de alinhamento de sequências Clustal ou através do servidor 

web PROMALS3D. 

3.8 Geração de linhagens geneticamente modificadas 

Para a geração dos parasitos modificados geneticamente foi feita 

transformação por eletroporação. Promastigotas selvagens de Leishmania infantum 

e Leishmania tarentolae na fase logarítmica foram centrifugadas, lavadas e 
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ressuspendidas em tampão de eletroporação (21 mM HEPES, 137 mM NaCl) 

juntamente com 5µg do vetor recombinante (tripanotiona redutase de Leishmania 

infantum + pSP72αNEOα) ou somente o vetor de expressão (pSP72αNEOα) em 

cubetas (cuvtte) contendo o tampão de eletroporação. Os parasitos foram então 

submetidos a eletroporação à 450V e 550uF de capacitância por 10 segundos, 

originando as cepas LiTR (promastigotas de Leishmania infantum com o gene da 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum + pSP72αNEOα), LiPSP 

(promastigotas de Leishmania infantum somente com o vetor pSP72αNEOα) e 

LtTRinf (promastigotas de Leishmania tarentolae com o gene da tripanotiona 

redutase de Leishmania infantum + pSP72αNEOα). Em seguida, as células foram 

diluídas em 5mL de meio Schneider acrescido de 20% de soro fetal bovino. O 

antibiótico Geneticina foi adicionado ao meio para seleção dos clones depois de 48 

horas (12,5µg/mL), e após 96h (25µg/mL). As células sobreviventes foram mantidas 

em meio de cultura com 30µg/mL do antibiótico Geneticina.  

3.9 Preparo da fração solúvel e atividade da enzima tripanotiona redutase 

Para a obtenção da fração solúvel, promastigotas de Leishmania infantum e 

tarentolae selvagens e mutantes com quatro dias de cultura, foram centrifugadas a 

1.000g por 10 minutos, logo após o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

ressuspendido em coquetel inibidor de proteases contendo Tampão Tris-Hepes 40 

mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8, sacarose 250mM, KCl 10mM, PMSF 1mM e E-64 

10μM. Após a ressuspensão, a solução foi submetida a choque térmico com 

nitrogênio líquido, centrifugada a 17.500g e o sobrenadante foi considerado como a 

fração solúvel. A concentração de proteína foi quantificada usando o 

espectrofotômetro NanoDrop 1000. A atividade da tripanotiona redutase (TR) foi 

avaliada pela reação de Ellman (HAMILTON et al., 2003). O meio de reação para 

avaliar a atividade enzimática foi composto por: Tampão Tris-Hepes 40 mM pH 7,5; 

EDTA 1 mM; NADPH 0,1mM; tripanotiona oxidada (T[S]2) 1µM e DTNB 0,1mM. A 

reação foi iniciada com a adição da fração solúvel na concentração final de 

0,4mg/mL e a atividade da TR (formação do 2TNB-) foi avaliada colorimetricamente 

com comprimento de onda de 410nm (Spectra Max GENINI XPS – Molecular 

Devices, Silicon Valley, EUA) no tempo de 25 minutos de reação.  

3.10 Comparação da infectividade dos parasitos selvagens e mutantes 

Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram coletados em meio 

RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina e 1% piruvato, 
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plaqueados em câmara Lab-Tek de 16 poços e incubados em estufa de 37ºC com 

atmosfera de 5% de CO2 por 1 hora. Após esse tempo, macrófagos não aderentes 

foram retirados através de lavagem com meio RPMI aquecido a 37°C. Os 

macrófagos aderidos foram infectados com promastigotas de Leishmania infantum 

selvagens ou mutantes com uma proporção de 3:1 parasitos/macrófago por 5 horas. 

Após esse período, os poços foram lavados com meio RPMI para a remoção dos 

parasitos não aderentes e foi adicionado 7% de soro equino inativado. As placas 

foram incubadas em estufa de 37ºC com atmosfera de 5% de CO2 por 24 e 48 horas. 

Em seguida, as lâminas foram coradas com o corante hematológico InstantProv 

(Newprov, Curitiba, Brasil) e analisadas através da contagem de pelo menos 150 

macrófagos por amostra em microscópio óptico. A porcentagem de macrófagos 

infectados foi utilizada para a determinação do índice de infecção (IF) através da 

fórmula:  

 

IF = %macrófagos infectados x número de amastigotas/macrófagos totais. 

 

3.11 Avaliação da metaciclogênese de parasitos selvagens e mutantes 

Para avaliar a metaciclogênese, promastigotas de Leishmania infantum foram 

cultivadas em meio Schneider, pH 6.9, suplementadas com 20% de SFB. A 

separação das promastigotas metacíclicas foi realizada através de gradiente de ficoll 

(SPÄTH; BEVERLEY, 2001). 
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4 Resultados 

4.1 Atividade da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania 
tarentolae 

Estudos comparativos entre espécies de Leishmania não patogênicas e 

patogênicas para mamíferos podem ser de importância crítica para o entendimento 

da patogenicidade desses parasitos e suas relações com o hospedeiro (AZIZI et al., 

2009). Nesse contexto, a fim de investigar a possível participação da tripanotiona 

redutase na virulência de parasitos do gênero Leishmania, o primeiro passo do 

trabalho foi avaliar a atividade enzimática da tripanotiona redutase através do 

método de Ellman em parasitos patogênicos e não patogênicos para mamíferos. A 

atividade dessa enzima foi analisada em Leishmania infantum e Leishmania 

tarentolae. É possível observar na figura 20 que a atividade da tripanotiona redutase 

em parasitos de Leishmania infantum é 6 vezes maior que em parasitos de 

Leishmania tarentolae (1,8 nmol 2TNB x min-1 x mg-1 e 0,3 nmol 2TNB x min-1 x mg-1, 

respectivamente).  

 

 

 

Figura 20 - Atividade da Tripanotiona Redutase (TR) em Leishmania infantum e Leishmania 
tarentolae: A atividade da TR foi analisada pela reação de Ellman na fração solúvel de Leishmania 
infantum e Leishmania tarentolae. Dados expressos através da média ± erro padrão da taxa de 
formação de 2TNB expresso na forma de nmoles 2TNB x min-1 x mg-1 de 3 experimentos 
independentes (n=3). (teste t >0,0001). * Diferença significativa em relação a fração solúvel de 
Leishmania infantum. 
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4.2 Alinhamento do gene da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e 
Leishmania tarentolae 

Uma vez que foi observada diferença da atividade enzimática da tripanotiona 

redutase de parasitos patogênicos e não patogênicos a mamíferos, o próximo passo 

foi comparar as sequências nucleotídicas da tripanotiona redutase de Leishmania 

infantum (LINF_050008500) e Leishmania tarentolae (LtaP05.0360). As sequências 

nucleotídicas das duas espécies de Leishmania foram obtidas através do banco de 

dados TriTrypDB e foi realizado um alinhamento através do programa de 

alinhamento de sequências Clustal. Na figura 21, observamos o alinhamento obtido, 

demonstrando uma porcentagem de similaridade de 87,26%. Dessa forma, verifica-

se que há uma diferença na atividade da TR e nas sequências nucleotídicas da 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. 

 

TRLinfantum       ATGTCCCGCGCGTACGACCTCGTGGTGCTTGGCGCCGGATCTGGAGGTCTGGAGGCGGGA 60 

TRLtarentolae     ATGTCCCGCGCGTACGACCTCGTGGTGCTTGGCGCCGGATCTGGAGGTCTGGAGGCGGGC 60 

                  ***********************************************************  

TRLinfantum       TGGAACGCGGCCGTCACGCACAAGAAGAAGGTGGCCGTCGTCGATGTGCAGGCGACGCAC 120 

TRLtarentolae     TGGAACGCAGCTGCCACGTACAAGAAGAAGGTGGCCGTCGTCGATGTGCAGAAGACACAT 120 

                  ******** ** * **** ********************************  *** **  

TRLinfantum       GGTCCGCCGCTCTTCGCTGCGCTCGGCGGCACGTGCGTGAACGTCGGCTGCGTGCCAAAG 180 

TRLtarentolae     GGCCCGCCGTTCTTCGCTGCGCTCGGCGGCACGTGCGTGAACGTGGGCTGCGTTCCTAAG 180 

                  ** ****** ********************************** ******** ** *** 

TRLinfantum       AAACTCATGGTGACAGGTGCCCAGTACATGGACCTGATCCGTGAGTCTGGCGGCTTCGGA 240 

TRLtarentolae     AAACTCATGGTGACAGGTGCCCAGTACATGGACCTGATTCGTGAGTCTCGCGGCTTCGGA 240 

                  ************************************** ********* *********** 

TRLinfantum       TGGGAGATGGACCGCGAATCGCTCTGCCCCAACTGGAAGACGCTCATCGCCGCGAAGAAC 300 

TRLtarentolae     TGGGAGGTGAACCGCGAATCGGTTCGCCCCAACTGGAAGACGCTGATCGCGGCGAAGAAT 300 

                  ****** ** *********** *  ******************* ***** ********  

TRLinfantum       AAGGTGGTGAACAGCATCAACGAGAGCTACAAGAGCATGTTCGCTGATACGGAGGGCCTC 360 

TRLtarentolae     AAAGCAGTGGGCGACATCAACGAGAGCTACACGAACATGTTCGCTGAAACGGAGGGCCTC 360 

                  ** *  ***  *  ***************** ** ************ ************ 

TRLinfantum       AGCTTTCACATGGGCTTCGGTGCCCTTCAAGACGCTCACACGGTGGTGGTGCGCAAGTCG 420 

TRLtarentolae     AGCTTTCACATGGGGTTTGCCGCTCTTCAGGACGCACACACAGTGGTGGTGCGCAAGTCG 420 

                  ************** ** *  ** ***** ***** ***** ****************** 

TRLinfantum       GAAGACCCACACAGCGACGTGCTGGAGACCCTCGACACGGAGTACATCCTCATTGCCACC 480 

TRLtarentolae     GAGGACCCTAACAGCGATGTACTGGAGACACTCGACACCGAGTACATCCTGATCGCCACC 480 

                  ** *****  ******* ** ******** ******** *********** ** ****** 

TRLinfantum       GGCTCCTGGCCGACGCGCCTCGGAGTCCCCGGCGACGAGTTCTGCATCACGAGCAACGAG 540 

TRLtarentolae     GGCTCCTGGCCGACACGCCTCGGAATCCCCGGCGACGAGCTTTGCATTACAAGCAACGAG 540 

                  ************** ********* ************** * ***** ** ********* 

TRLinfantum       GCCTTCTACCTCGAGGATGCCCCCAAGCGGATGCTGTGCGTCGGCGGCGGCTACATCGCC 600 

TRLtarentolae     GCCTTCTACCTGGAAGATGTCCCGAAGCGGACGCTGTGCGTTGGCGGCGGCTACATCGCT 600 

                  *********** ** **** *** ******* ********* *****************  

TRLinfantum       GTTGAGTTTGCCGGCATCTTCAACGGCTACAAGCCCTGCGGTGGCTATGTCGACCTGTGC 660 

TRLtarentolae     GTGGAGTTTGCCGGGATCTTCAACGGGTACAAGCCCTGCAGTGGTCAGGTGGACCTGTGC 660 

                  ** *********** *********** ************ ****  * ** ********* 

TRLinfantum       TACCGCGGCGATCTTATTTTGCGCGGCTTCGATACAGAGGTGCGCAAGAGCCTGACGAAG 720 

TRLtarentolae     TACCGAGGCGATCTTATTCTGCGCGGCTTTGACACGCAGGTGCGGCAGAGCCTGACGCAG 720 

                  ***** ************ ********** ** **  *******  *********** ** 

TRLinfantum       CAGCTGGGGGCGAACGGAATAAGAGTGCGTACAAACTTGAACCCGACGAAGATCACGAAG 780 

TRLtarentolae     CAACTGGAAGCGAACGGAATACGAATCCTCACAAAGCTGAACCTGTCAAGCATCACGAAG 780 

                  ** ****  ************ ** * *  *****  ****** * * *  ********* 
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TRLinfantum       AATGAGGACGGCTCGAATCACGTTCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAG 840 

TRLtarentolae     AACGAAGACGGCTCGAAGCACGTTTGCTTTGACAACGGCACAGCGGCCGACTACGATGAA 840 

                  ** ** *********** ******  ***  ** * ***** * **  ********* *  

TRLinfantum       GTCATGCTCGCGATCGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGC 900 

TRLtarentolae     GTCATGCTGGCGATTGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGACGCTGCAGCTCGACACGGTCGGC 900 

                  ******** ***** ********************* * ** ********** ** **** 

TRLinfantum       GTCCGAACAGGAAAGAACGGTGCCGTGCAGGTCGACGCGTATTCGAAGACATCGGTGGAC 960 

TRLtarentolae     ATCAAAACCAGGAAAGACGGTTCCGTGGAGGTGGACGCGTACTCGAAGACGTCAGTGGAC 960 

                   **  ***  * **  ***** ***** **** ******** ******** ** ****** 

TRLinfantum       AACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGAACCGCGTGATGTTGACGCCGGTGGCCATCAAC 1020 

TRLtarentolae     AACATCTACGCCATTGGCGACGTGACGAACCGCGTGATGTTGACACCAGTGGCCATCAAC 1020 

                  ************** ***************************** ** ************ 

TRLinfantum       GAAGGCGCCGCCTTCGTTGAAACCGTCTTCGGTGGCAAGCCCCGCGCCACCGACCACACG 1080 

TRLtarentolae     GAAGGTGCCGCTTTCGCCGACACCGTCTTTGGTGGAAAGCCCCGCGCCACCGACCACACG 1080 

                  ***** ***** ****  ** ******** ***** ************************ 

TRLinfantum       AAGGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGCGGCATGACGGAGGAG 1140 

TRLtarentolae     AAGGTCGCGTGTGCCGTGTTCTCAATACCGCCGATCGGCACGTGTGGCGTGACAGAGGAG 1140 

                  *********** *********** ******************** *** **** ****** 

TRLinfantum       GAGGCGGCGAAGAACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTATG 1200 

TRLtarentolae     GAGGCGGCGAAGAATTACAGCACTGTCGCCGTGTACGAGAGCTCCTTCACCCCCCTCATG 1200 

                  ************** ***   ** ************* ************ ***** *** 

TRLinfantum       CACAACATCAGCGGCAGCAAGCACAAGGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAATCC 1260 

TRLtarentolae     CACAACATCAGTGGCAGCACGTACAAGAAGTTTATGATTCGCATCGTCACGGATCATTCG 1260 

                  *********** ******* * ***** * ** ***** ****** ***** *  * **  

TRLinfantum       AACGGCGAGGTTCTGGGTGTTCACATGCTCGGCGACAGTGCGCCTGAGATCATCCAGAGC 1320 

TRLtarentolae     AGTGGGGAGGTGCTTGGTGTTCACATGCTGGGCGACAGTGCGCCCGAGATCATCCAGAGC 1320 

                  *  ** ***** ** ************** ************** *************** 

TRLinfantum       GTCGGCATTTGCATGAAGATGGGTGCCAAGATCAGCGACTTCCACAGCACCATCGGAGTC 1380 

TRLtarentolae     GTCGGCATTTGTATGAAGATGGGCGCCAAGATCAGCGACTTTCACGACACTATTGGAGTC 1380 

                  *********** *********** ***************** ***  *** ** ****** 

TRLinfantum       CACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCATGCGCACCCCAGCGTACTTCTACGAGAGT 1440 

TRLtarentolae     CACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCATGCGCACTCCAGCGTACTTCTACGAGAAC 1440 

                  ************************************** *******************   

TRLinfantum       GGCAAGCGCGTCGAAAAGCTCAGCAGCAACCTCTGA 1476 

TRLtarentolae     GGGAAGCGCGTCGATAAGCTAAGCAGCAACCTCTGA 1476 

                  ** *********** ***** *************** 

Figura 21 - Alinhamento da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania 
tarentolae. O alinhamento obtido demonstrou diferença entre as bases nucleotídicas de Leishmania 
infantum e Leishmania tarentolae, com porcentagem de similaridade de 87,26% e discrepância de 
12,74%. Os asteriscos representam similaridades encontradas. TRLinfantum: sequência depositada 
da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no banco de dados TriTrypDB (LINF_050008500). 
TRLtarentolae: sequência depositada da tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae no banco de 
dados TriTrypDB (LtaP05.0360). 

4.3 Alinhamento das sequências de aminoácidos da tripanotiona redutase de 
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae 

A estrutura primária de uma proteína determina como será seu enovelamento 

em sua estrutura tridimensional, e isso, por sua vez, pode definir a atividade desta. 

Nesse contexto, realizamos o alinhamento das sequências de aminoácidos da 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum (LINF_050008500) e Leishmania 

tarentolae (LtaP05.0360). As sequências de aminoácidos das duas espécies de 

Leishmania foram obtidas através do banco de dados TriTrypDB e foi realizado um 

alinhamento através do servidor web PROMALS3D. Assim como observado no 

resultado anterior, o alinhamento obtido demonstrou uma porcentagem de 
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similaridade de, aproximadamente, 87% (Figura 22). Através das sequências de 

aminoácidos, o servidor PROMALS3D também realizou a predição das estruturas 

secundárias. Apesar dos polimorfismos encontrados nas sequências de aminoácidos 

das duas espécies de Leishmania, não foi observada diferença nas estruturas 

secundárias. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Alinhamento da sequência de aminoácidos da tripanotiona redutase de Leishmania 
infantum e Leishmania tarentolae. O alinhamento obtido demonstrou diferença entre as sequências 
de aminoácidos de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, com porcentagem de similaridade 
de 87%. Os aminoácidos Cisteína 52, Cisteína 57 e Histidina 461 que fazem parte da tríade catalítica 
estão em destaque (barra vermelha) e são conservados tanto em Leishmania infantum quanto na 
Leishmania tarentolae. O número 9 representa as similaridades encontradas. Símbolos de estrutura 
secundária: alfa-hélice: h; folha beta: e. TR_L_TARENTOLAE: sequência depositada da tripanotiona 
redutase de Leishmania tarentolae no banco de dados TriTrypDB (LtaP05.0360). TR_L_INFANTUM: 
sequência depositada da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no banco de dados 
TriTrypDB (LINF_050008500). 
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4.4 Análise comparativa da estrutura 3D da tripanotiona redutase de 
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae  

No resultado anterior, observou-se que há diferenças nas sequências de 

aminoácidos entre a TR de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. O 

próximo passo foi verificar se haveria diferenças na estrutura tridimensional 

entre a TR dos parasitos patogênicos e não patogênicos a mamíferos, 

Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, respectivamente. Não há um 

modelo tridimensional da TR de Leishmania tarentolae, então a estrutura 3D da 

TR de Leishmania tarentolae foi construída através de modelagem 

comparativa, onde utilizou-se a estrutura tridimensional da TR de Leishmania 

infantum (PDB ID: 4ADW) como molde. As estruturas da TR de Leishmania 

infantum e Leishmania tarentolae são altamente conservadas, com um valor de 

RMSD de raiz do desvio quadrático médio (RMSD) de 0,25 Å. Na figura 23, as 

estruturas da TR estão representadas em cartoon e ribbon, e complexadas 

com a tripanotiona (rosa), NADPH (verde) e FAD (azul). Além disso, o 

alinhamento da TR de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foi 

realizado, onde é possível observal o alto grau de conservação da enzima 

entre as duas espécies de Leishmania (Figura 23). 
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Figura 23 - Análise comparativa da estrutura 3D da tripanotiona redutase de Leishmania 
infantum e Leishmania tarentolae. Comparação do modelo tridimensional da tripanotiona 
redutase (TR) de Leishmania tarentolae construída por modelagem comparativa e seu molde 
tripanotiona redutase de Leishmania infantum (PDB ID: 4ADW). As estruturas apresentam alta 
conservação estrutural com raiz do desvio quadrático médio (RMSD) de 0,25 Å. A qualidade 
estrutural do modelo e do molde foi avaliada de acordo com as pontuações do MolProbity (3,3 
e 2,9 para TR de Leishmania tarentolae e Leishmania infantum, respectivamente) e QMean (-
2,0 e -2,3 para TR de Leishmania tarentolae e Leishmania infantum, respectivamente). 
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4.5 Análise comparativa da superfície eletrostática da tripanotiona 
redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae 

Com o intuito de verificar se haveria diferenças na superfície 

eletrostática da estrutura tridimensional da TR de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae, foi realizada uma análise do potencial eletrostático da 

enzima através do programa APBS (BAKER et al. 2001), observada na figura 

24. Foram visualizadas diferenças na superfície de potencial eletrostático da 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae em um 

raio de 15 Å da tripanotiona (Figura 25), onde a superfície eletrostática do sítio 

catalítico da TR de Leishmania tarentolae apresenta-se mais positiva quando 

comparada com a superfície eletrostática do sítio catalítico da TR de 

Leishmania infantum. Além disso os aminoácidos pertencentes ao sítio 

catalítico da tripanotiona redutase das duas espécies de Leishmania foram 

analisados e foi constatado que alguns resíduos em um raio de 15 Å da 

tripanotiona são diferentes entre as enzimas (Figura 25). Em Leishmania 

infantum, é possível observar a presença do aminoácido ASP-116 e LYS-240, 

já em L. tarentolae, eles não estão presentes. Em Leishmania tarentolae, o 

aminoácido ALA-102 está presente, já em Leishmania infantum, ele não está 

interagindo (Figura 25). 
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Figura 24 - Superfície de potencial eletrostático da tripanotiona redutase de Leishmania 
infantum e Leishmania tarentolae. Comparação da superfície eletrostática da estrutura 
tridimensional da tripanotiona redutase (TR) de Leishmania tarentolae e tripanotiona redutase 
de Leishmania infantum (PDB ID: 4ADW). A análise do potencial eletrostático foi realizada 
através do programa APBS. A superfície eletrostática do sítio catalítico da TR de Leishmania 
tarentolae apresenta-se mais positiva quando comparada com a superfície eletrostática do sítio 
catalítico da TR de Leishmania infantum. 
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Figura 25 - Superfície de potencial eletrostático da tripanotiona redutase de Leishmania 

infantum e Leishmania tarentolae. Destaque na diferença da superfície de potencial 

eletrostático da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae em um 

raio de 15 Å da tripanotiona. Apenas estão destacados os resíduos que são diferentes entre as 

espécies de Leishmania. 
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Além da análise da superfície eletrostática na estrutura tridimensional da 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, também 

foi realizado um alinhamento entre as sequências de aminoácidos da TR das 

duas espécies de Leishmania colorido de acordo com o potencial eletrostático. 

Na figura 26, é possível observar os resíduos que são diferentes entre as 

espécies de Leishmania e que estão em um raio de 15 Å da tripanotiona 

destacados pelos triângulos pretos. Além disso, os aminoácidos representados 

em vermelho, branco e azul correspondem aos potenciais ácido, neutro e 

básico, respectivamente. 

 
Figura 26 - Alinhamento sequencial entre a tripanotiona redutase de Leishmania 
infantum e Leishmania tarentolae colorido de acordo com o potencial eletrostático. 
Vermelho, branco e azul correspondem aos potenciais ácido, neutro e básico, respectivamente. 
Triângulos pretos representam os resíduos que são diferentes entre as espécies de Leishmania 
e que estão em um raio de 15 Å da tripanotiona. 
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4.6 Comparação entre o mapa de interação intermolecular entre a tripanotiona 
e tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae 

Nos resultados anteriores, constatou-se que há diferenças na superfície 

eletrostática da TR de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, 

principalmente no sítio catalítico. Além disso, foi observado que alguns 

aminoácidos em um raio de 15 Å da tripanotiona são diferentes. Dessa forma, o 

próximo passo foi verificar as interações intermoleculares entre a tripanotiona e 

a tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, que 

podem ser observadas na figura 27. Na interação entre a tripanotiona redutase 

e a tripanotiona de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, é possível 

observar que alguns aminoácidos são diferentes. Em Leishmania infantum, 

verifica-se a presença dos aminoácidos GLU-466 e LYS-240, já em L. 

tarentolae, eles não estão presentes. Em Leishmania tarentolae, os 

aminoácidos LYS-410 e TYR-110 estão presentes, já em Leishmania infantum, 

eles não estão interagindo. 

Além disso, a Lys-240 de Leishmania infantum possui uma interação do 

tipo carga atrativa pela tripanotiona, contudo, esta interação não foi observada 

na tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae. 

.  
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Figura 27 - Comparação entre o mapa de interação intermolecular entre a tripanotiona e 
tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Os mapas de 
interação 2D foram gerados usando o Discovery Studio Visualizer 2017. Destaque para Lys-
240 de Leishmania infantum que possui uma interação do tipo carga atrativa pela tripanotiona. 
Em Leishmania tarentolae o resíduo na posição 240 é uma glutamina.  
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4.7 Amplificação do gene tripanotiona redutase 

A fim de determinar a possível participação da tripanotiona redutase na 

infectividade de parasitos de Leishmania infectivos ao homem, uma vez que houve 

uma diferença na sua atividade enzimática, nas sequências nucleotídicas e de 

aminoácidos e na estrutura tridimensional da TR de parasitos patogênicos e não 

patogênicos a mamíferos, o próximo passo do trabalho foi superexpressar esta 

enzima em Leishmania infantum. Foi realizada à amplificação do gene da 

tripanotiona redutase (TR) de Leishmania infantum através da reação em cadeia da 

polimerase (Polymerase Chain Reaction; PCR).  

Os iniciadores desenhados apresentaram o produto da amplificação com uma 

banda em gel de agarose com tamanho próximo ao descrito na literatura para a 

tripanotiona redutase, 1476 pb. Os produtos da amplificação estão demonstrados na 

figura 28. A expressão da tripanotiona redutase foi analisada através de eletroforese 

em gel de agarose 1%, em cuba horizontal a 80V por 90 minutos. 

                                                                    

 

 

4.8 Construção molecular de insertos para expressão das enzimas em estudo 

Os clones do gene alvo (tripanotiona redutase) de Leishmania infantum 

gerados através de amplificação por reação em cadeia da polimerase e o vetor 

pSP72αNEOα foram incubados com enzimas de restrição BamHI e HindIII overnight 

à 37°C.  

Figura 28 - Eletroforese dos produtos de amplificação em gel de agarose. Eletroforese em gel de 
agarose 1% revelando os produtos de amplificação do gene da TR obtidos por PCR. 1: Marcador de 
peso molecular (50-10000pb). 2: Produto de amplificação do gene da TR de Leishmania infantum.  
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Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, em cuba horizontal a 

80V por 90 minutos para análise dos fragmentos da digestão. O fragmento de DNA 

gerado pode ser observado na figura 29. Os fragmentos de DNA referentes a 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum e ao vetor pSP72αNEOα apresentam 

tamanhos de 1476pb e 5021pb, respectivamente. 

4.9 Clonagem do gene tripanotiona redutase 

Após a digestão com o uso das enzimas de restrição BamHI e HindIII, o 

fragmento gerado referente a tripanotiona redutase de Leishmania infantum foi 

cortado do gel de agarose, purificado com o kit Pure Link Quick Gel Extraction 

(Invitrogen) e, posteriormente, clonado no vetor pSP72αNEOα.  

Em seguida, bactérias competentes DH5α (E. coli) foram transformadas com o 

vetor recombinante (pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum) por choque 

térmico. Logo depois da transformação, foi realizada a seleção das colônias com 

100µg/mL do antibiótico ampicilina e purificação do plasmídeo recombinante com o 

kit Plasmid Miniprep Purification (Sigma-Aldrich, EUA).  

A inserção do gene de interesse no vetor foi verificada através de análise por 

restrição, que é uma análise a nível macroscópico para verificar se houve sucesso 

na construção do vetor recombinante. O vetor recombinante foi incubado com as 

enzimas de restrição BamHI e HindIII overnight a 37ºC.  

Figura 29 - Eletroforese dos fragmentos de DNA gerados após digestão enzimática. 
Eletroforese em gel de agarose 1% revelando os fragmentos gerados após digestão com enzimas de 
restrição BamHI e HindIII. 1: Marcador de peso molecular (50-10000pb). 2: digestão da TR de 
Leishmania infantum. 3 e 4: digestão do vetor pSP72αNEOα.  
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Com os produtos da digestão, foi realizada uma eletroforese em gel de 

agarose, onde observou-se, na figura 30, dois fragmentos de DNA referentes ao 

vetor pSP72αNEOα (5021pb) e ao inserto tripanotiona redutase (1476pb), 

confirmando o sucesso na construção do vetor recombinante. 

4.10 Sequenciamento da tripanotiona redutase 

Para verificar se a sequência nucleotídica da tripanotiona redutase foi clonada 

corretamente no vetor pSP72αNEOα, o próximo passo foi analisar essa sequência 

através do método de Sanger para confirmação da clonagem do gene em estudo.  

O sequenciamento do gene da tripanotiona redutase de Leishmania infantum 

clonado no vetor pSP72αNEOα foi realizado com primers específicos e a sequência 

obtida foi comparada com a sequência da tripanotiona redutase de Leishmania 

infantum depositada no banco de dados TritrypDB através de alinhamento com o 

programa de alinhamento de sequências Clustal.  

A figura 31 demonstra o alinhamento obtido com elevado grau de 

conservação da enzima, demonstrando que a clonagem do gene foi eficiente. Após 

análise, encontrou-se 97% de similaridade entre a sequência clonada no plasmídeo 

e a anotada no banco de dados TriTrypDB. 

Figura 30 - Produtos de digestão dos clones obtidos a partir de eletroforese em gel de agarose 

1%. 1: Marcador de peso molecular (50-10000pb). 2 e 3: Produto da digestão enzimática do vetor 
recombinante pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum. 
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Figura 31 - Sequenciamento da tripanotiona redutase de Leishmania infantum. O alinhamento 
obtido através do programa Clustal demonstrou elevado grau de conservação da TR, apresentando 
97% de similaridade. TR_L_INFANTUM_TRITRYP: sequência depositada da tripanotiona redutase de 
Leishmania infantum no banco de dados TriTrypDB. TR_INFANTUM_VETOR: sequência da 
tripanotiona redutase clonada no vetor pSP72αNEOα. 
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4.11 Geração de linhagens geneticamente modificadas 

Uma vez que a clonagem da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no 

vetor foi confirmada e o sequenciamento demonstrou elevado grau de conservação 

do gene de interesse, promastigotas de Leishmania infantum foram transfectadas 

por eletroporação, recebendo 5μg do vetor recombinante (pSP72αNEOα + TR de 

Leishmania infantum) ou somente o vetor (pSP72αNEOα).  

A confirmação da inserção do vetor recombinante nas promastigotas de 

Leishmania infantum foi realizada por reação em cadeia da polimerase, utilizando o 

primer forward específico para neomicina (gene de resistência do vetor) e reverse 

específico para tripanotiona redutase de Leishmania infantum.  

Na figura 32, observa-se a confirmação da inserção do vetor recombinante em 

Leishmania infantum. No poço 1, podemos observar o produto de amplificação do 

vetor recombinante (pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum) e no poço 2 o 

produto de amplificação do DNA extraído de promastigotas de Leishmania infantum 

transfectadas com o vetor recombinante. 

     1                   2    

Figura 32 - Confirmação da inserção do vetor recombinante em Leishmania infantum. Eletroforese 
em gel de agarose 1% revelando os produtos de amplificação da PCR. 1: Produto de amplificação do 
vetor recombinante (controle positivo). 2: Produto de amplificação do vetor recombinante inserido em 
promastigotas de Leishmania infantum. 
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4.12 Atividade da enzima tripanotiona redutase em parasitos selvagens e 
mutantes 

A superexpressão da TR em promastigotas de Leishmania infantum foi 

confirmada através do método de Ellman, onde foi possível observar a atividade da 

TR de promastigotas de Leishmania infantum selvagens (LiWT), transfectadas com o 

plasmídeo pSP72αNEOα vazio (LiPSP) e transfectadas com o vetor recombinante 

pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum (LiTR).  

Conforme demonstrado na figura 33, houve um aumento significativo da 

atividade da TR nas células que superexpressam o gene da TR, 6 vezes maior em 

relação aos parasitos LiWT e 13 vezes maior em relação ao grupo LiPSP. Os grupos 

LiWT e LiPSP não apresentaram diferença significativa na atividade da TR. 

4.13 Avaliação do papel da tripanotiona redutase na infectividade in vitro.  

O papel biológico da tripanotiona redutase foi investigado analisando a 

infectividade das promastigotas transfectadas com o vetor recombinante da TR 

(LiTR) e comparando com os demais grupos (LiWT = promastigotas de Leishmania 

infantum selvagens, LiPSP = transfectadas com o plasmídeo pSP72αNEOα vazio). 

Macrófagos peritoneais murinos foram plaqueados e infectados com promastigotas 

de LiWT, LiPSP ou LiTR por 24 ou 48 horas. Em seguida, o índice de infecção foi 

Figura 33 - Atividade da TR em promastigotas de Leishmania infantum selvagens e mutantes. 
A atividade da TR foi avaliada pelo método de Ellman. Frações solúveis foram obtidas dos diferentes 
grupos. Dados expressos através da média ± erro padrão da taxa de formação de 2TNB expresso na 
forma de nmoles 2TNB x min-1 x mg-1 de 2 experimentos independentes (n=2). Diferença significativa 
em relação aos demais grupos * p<0,005. LiWT = promastigotas de Leishmania infantum selvagens. 
LiPSP = transfectadas com o plasmídeo pSP72αNEOα vazio. LiTR = transfectadas com o vetor 
recombinante. 

 

LiWT            LiPSP             LiTR 



46 
 

determinado pela contagem de pelo menos 150 macrófagos em cada grupo. Em 24 

horas (Figura 34A) notou-se entre os grupos LiWT e LiTR um aumento de 5 vezes e, 

em 48 horas (Figura 34B), um aumento de 6 vezes no índice de infecção. É 

importante ressaltar que essa diferença foi mantida em relação aos grupos LiTR e 

LiPSP e não houve diferença estatística entre os grupos LiWT e LiPSP.  
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Figura 34 - Avaliação do efeito da superexpressão da TR na infectividade de Leishmania 
infantum. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de LiWT, LiTR ou LiPSP por 5 
horas (3:1 promastigota:macrófago) e em seguida incubados por 24 (A) e 48 horas (B) a 37°C e 5% 
CO2. Os dados expressam os valores normalizados para o índice de infecção de 2 experimentos 
independentes (n=2). ANOVA <0,0001. * diferença significativa em relação ao grupo LiWT. # 
diferença significativa em relação ao grupo LiPSP. LiWT = promastigotas de Leishmania infantum 
selvagens. LiPSP = transfectadas com o plasmídeo pSP72αNEOα vazio. LiTR = transfectadas com o 
vetor recombinante. 
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4.14 Avaliação da metaciclogênese de parasitos selvagens e mutantes de 

Leishmania infantum e atividade da TR 

Para avaliar se o aumento na infectividade (Figura 34) poderia ter sido 

proporcionado por um aumento na população de promastigotas metacíclicas de 

Leishmania infantum, a porcentagem de promastigotas metacíclicas foi avaliada nos 

grupos selvagens ou mutantes. 

Parasitos de Leishmania infantum selvagens ou mutantes foram cultivados por 

um período de 96 horas. Após esse tempo, parasitos procíclicos e metacíclicos 

foram separados através do gradiente de Ficoll e foi observado que os parasitos 

superexpressos com a tripanotiona redutase obtiveram um aumento de 2,7 vezes de 

promastigotas metacíclicas comparado com os parasitos selvagens LiWT e 3,6 

vezes em relação aos parasitos LiPSP (Figura 35). Além disso, também avaliamos a 

atividade da tripanotiona redutase dos parasitos selvagens e mutantes metacíclicos. 

Foi observado que os parasitos LiTR metacíclicos obtiveram um aumento da 

atividade enzimática de aproximadamente 5,7 vezes em relação aos parasitos LiWT 

metacíclicos e 10 vezes em relação aos parasitos LiPSP metacíclicos (Figura 36).  

Figura 35 – Metaciclogênese de promastigotas de Leishmania infantum selvagens e mutantes. 
Promastigotas de Leishmania infantum selvagens ou mutantes foram cultivadas em meio Schneider 
suplementado com 20% de soro fetal bovino por 96 horas em estufa BOD a 26°C. Os parasitos foram 
separados por gradiente de Ficoll e as promastigotas metacíclicas foram contadas em câmara de 
Neubauer. Os dados expressam os valores de 1 experimento independente (n=1). LiWT = 
promastigotas de Leishmania infantum selvagens. LiTR = promastigotas de Leishmania infantum 
transfectadas com o vetor recombinante. LiPSP = promastigotas de Leishmania infantum 
transfectadas com o plasmídeo pSP72αNEOα vazio. 
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Figura 36 - Atividade da TR em promastigotas de Leishmania infantum selvagens e mutantes 
metacíclicas. A atividade da TR foi analisada pelo método de Ellman. Para isso, foi obtido a fração 
solúvel dos diferentes grupos. Dados expressos através da média ± desvio padrão da taxa de 
formação de 2TNB expresso na forma de nmoles 2TNB x min-1 x mg-1 de 1 experimento independente 
(n=1). LiWT = promastigotas de Leishmania infantum selvagens. LiTR = promastigotas de Leishmania 
infantum transfectadas com o vetor recombinante. LiPSP = promastigotas de Leishmania infantum 
transfectadas com o plasmídeo pSP72αNEOα vazio. 

4.15 Geração de linhagens geneticamente modificadas 

Para explorar a participação da tripanotiona redutase de Leishmania infantum 

na infectividade, o próximo passo do trabalho foi expressar a tripanotiona redutase 

de Leishmania infantum, um parasito patogênico a mamíferos, em Leishmania 

tarentolae, um parasito não patogênico a mamíferos a fim de verificar se os 

parasitos transfectados de Leishmania tarentolae se tornarão capazes de infectar 

células de mamíferos. Promastigotas de Leishmania tarentolae foram transfectadas 

por eletroporação com 5μg do vetor recombinante construído com a tripanotiona 

redutase de Leishmania infantum (pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum) ou 

somente com o vetor (pSP72αNEOα). A confirmação da inserção do vetor 

recombinante nas promastigotas de Leishmania tarentolae foi realizada por reação 

em cadeia da polimerase, utilizando o primer forward específico para neomicina 

(gene de resistência do vetor) e reverse específico para tripanotiona redutase de 

Leishmania infantum. Na figura 37, observa-se a confirmação da inserção do vetor 

recombinante em Leishmania tarentolae. 
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Figura 37 - Confirmação da inserção do vetor recombinante em Leishmania tarentolae. 
Eletroforese em gel de agarose 1% revelando os produtos de amplificação da PCR. 1: Marcador de 
peso molecular (50-10000pb). 2: Produto de amplificação de promastigotas de Leishmania tarentolae 
selvagens (controle negativo). 3: Produto de amplificação do vetor inserido em promastigotas de 
Leishmania tarentolae. 4. Produto de amplificação do gene de resistência a neomicina de 
promastigotas de Leishmania tarentolae transfectadas apenas com o vetor pSP72αNEOα. 

4.16 Atividade da enzima tripanotiona redutase em parasitos selvagens e 
mutantes 

A expressão da TR de Leishmania infantum em promastigotas de Leishmania 

tarentolae foi confirmada pela atividade da TR de promastigotas de Leishmania 

tarentolae selvagens (LtWT) e transfectadas com o vetor recombinante 

pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum (LtTRinf).  

Figura 38 - Atividade da TR em promastigotas de Leishmania tarentolae selvagens e mutantes. 
A atividade da TR foi avaliada pelo método de Ellman. Para isso, foi obtido a fração solúvel dos 
diferentes grupos. Dados expressos através da média ± erro padrão da taxa de formação de 2TNB 
expresso na forma de nmoles 2TNB x min-1 x mg-1 de 1 experimento independente (n=1). LtWT = 
promastigotas de Leishmania tarentolae selvagens. LtTRinf = promastigotas de Leishmania tarentolae 
transfectadas com o vetor recombinante. 
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Foi possível observar um aumento significativo da atividade da TR nos 

parasitos de Leishmania tarentolae que expressam a TR de Leishmania infantum de 

aproximadamente 4 vezes em relação aos parasitos LtWT (Figura 38). 

4.17 Avaliação do papel da tripanotiona redutase na infectividade in vitro.  

O papel biológico da tripanotiona redutase foi investigado analisando a 

infectividade dos parasitos LtTRinf e comparando com os parasitos LtWT. 

Macrófagos peritoneais murinos foram plaqueados e infectados com promastigotas 

de LtWT e LtTRinf na proporção de 3:1 parasitos por macrófago, por 24 horas. Em 

seguida, o índice de infecção foi determinado pela contagem de pelo menos 150 

macrófagos em cada grupo. Notamos que houve um aumento de aproximadamente 

7 vezes no índice de infecção dos parasitos LtTRinf quando comparados com os 

parasitos LtWT (Figura 39). O aumento na infectividade desses parasitos pode ser 

em função do aumento da atividade da TR de Leishmania infantum (Figura 38).  

 
Figura 39 - Avaliação do papel da TR de Leishmania infantum na infectividade de Leishmania 
tarentolae. Macrófagos murinos foram infectados com promastigotas de LtWT e LtTRinf por 5 horas 
(3:1 promastigota:macrófago) e em seguida incubados por 24 horas a 37°C e 5% CO2. Os dados 
expressam os valores do índice de infecção de 1 experimento independente (n=1). LtWT = 
promastigotas de Leishmania tarentolae selvagens. LtTRinf = promastigotas de Leishmania tarentolae 
transfectadas com o vetor recombinante. 

4.18 Amplificação do gene tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae 

Já foi demonstrado que superexpressar a TR de parasitos de Leishmania 

infantum os torna mais infectivos (Figura 34). Dessa forma, a etapa em andamento 

do trabalho está sendo superexpressar a TR de Leishmania tarentolae, a fim de 

verificar se o aumento da atividade da enzima de um parasito não patogênico a 

mamíferos também poderia torná-lo infectivo. Foi realizada a amplificação do gene 
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da tripanotiona redutase (TR) de Leishmania tarentolae através da reação em cadeia 

da polimerase (Polymerase Chain Reaction; PCR). Os iniciadores desenhados 

apresentaram o produto da amplificação com uma banda em gel de agarose com 

tamanho próximo ao descrito na literatura para a tripanotiona redutase, 1476 pb. Os 

produtos da amplificação estão demonstrados na figura 40. A expressão da 

tripanotiona redutase foi analisada através de eletroforese em gel de agarose 1%, 

em cuba horizontal a 80V por 90 minutos. 

 

4.19 Construção molecular de insertos para expressão das enzimas em estudo 

Os clones do gene alvo (tripanotiona redutase) de Leishmania tarentolae foram 

gerados através de amplificação por reação em cadeia da polimerase e flanqueados 

por enzimas de restrição BamHI e HindIII.  

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, em cuba horizontal a 

80V por 90 minutos para análise dos fragmentos da digestão. O fragmento de DNA 

gerado pode ser observado na figura 41. 

Figura 40 - Eletroforese dos produtos de amplificação em gel de agarose (1%). Eletroforese em 
gel de agarose 1% revelando os produtos de amplificação do gene da TR obtidos por PCR. 1: 
Marcador de peso molecular (50-10000pb). 2: Produto de amplificação do gene da TR de Leishmania 
tarentolae.  
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Figura 41 - Eletroforese dos fragmentos de DNA gerados. Eletroforese em gel de agarose 1% 
revelando os fragmentos gerados após digestão com enzimas de restrição BamHI e HindIII. 1: 
digestão do vetor pSP72αNEOα. 2: Marcador de peso molecular (50-10000pb). 3: digestão da TR de 
Leishmania tarentolae.  
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5 DISCUSSÃO 

Protozoários parasitos do gênero Leishmania possuem um ciclo heteroxênico, 

ou seja, alternam seu ciclo de vida entre um hospedeiro invertebrado e um 

vertebrado. No hospedeiro vertebrado, esses parasitos sobrevivem em células 

fagocíticas mononucleares, principalmente em macrófagos. Na tentativa de debelar 

a infecção, os fagócitos infectados com Leishmania produzem intermediários de 

oxigênio tóxicos, como: ânion superóxido (O2
−), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

radical hidroxila (OH−). Para sobreviver nesse ambiente intracelular completamente 

hostil, os parasitos dependem de um sistema de defesa antioxidante que é 

constituído de um tiol, a tripanotiona redutase (CASTRO-PINTO; FABRINO; LEON, 

2014; FAIRLAMB; CERAMI, 1992). 

A tripanotiona redutase (TR) é uma enzima essencial para a sobrevivência de 

tripanossomatídeos, que mantém a tripanotiona oxidada em sua forma reduzida, 

levando a redução dos níveis de radicais livres de oxigênio (ROS) e contribuindo 

para a manutenção de um ambiente intracelular redutor. A tripanotiona redutase é o 

principal mecanismo de defesa dos tripanossomatídeos contra o estresse oxidativo e 

encontra-se ausente em células de mamíferos (FAIRLAMB; CERAMI, 1992). 

Já foi elucidado que a atividade da tripanotiona redutase pode ser associada 

com a capacidade infectiva de Leishmania amazonensis. A atividade da tripanotiona 

redutase foi avaliada na fração solúvel de promastigotas infectantes, não infectantes 

e amastigotas de Leishmania amazonensis. A atividade da TR de promastigotas não 

infectantes foi significativamente menor quando comparada com promastigotas 

infectantes e amastigotas (CASTRO-PINTO et al., 2004). 

Também já foi demonstrado que a tripanotiona redutase é um importante fator 

de viabilidade e virulência em Leishmania donovani. Promastigotas mutantes de 

Leishmania donovani knockout para tripanotiona redutase foram incubadas em 

macrófagos de humanos, por diferentes tempos e demonstraram uma infectividade 

reduzida, com uma diminuição da capacidade de sobreviver ao estresse oxidativo no 

interior de macrófagos (DUMAS et al., 1997).  

Em Trypanosoma brucei, parasitos mutantes contendo apenas um alelo da 

TR e com menos de 10 porcento da atividade da enzima foram incapazes de crescer 

em meio de cultura e se mostraram sensíveis ao peróxido de hidrogênio. 

Camundongos foram infectados com esses parasitos mutantes e a parasitemia foi 
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completamente suprimida. Esses dados revelam que a tripanotiona redutase é 

essencial para infectividade de Trypanosoma brucei (KRIEGER et al., 2000). 

Em Leishmania donovani, parasitos mutantes com a sequência codificante da 

tripanotiona redutase substituída tiveram capacidade prejudicada de sobreviverem 

no interior de macrófagos ativados por citocinas, mostrando a importância da 

tripanotiona redutase para a sobrevivência desses parasitos (TOVAR et al., 1998b). 

Além do papel da tripanotiona redutase no controle do balanço redox em 

tripanossomatídeos, já foi demonstrado que esta enzima possui uma função 

moonlighting, ou seja, participa de outros processos celulares que não sejam 

relacionados com a sua função principal. Angiulli e colaboradores (2015) 

demonstraram que a tripanotiona redutase, na ausência do seu substrato fisiológico, 

pode catalisar a reação de transferência de elétrons do NADPH ao oxigênio 

molecular, levando a formação de água. 

Já foi demonstrado que outras enzimas que participam do sistema 

antioxidante também podem ter um papel na infectividade de Leishmania donovani. 

Parasitos de Leishmania donovani superexpressos com triparedoxina peroxidase 

tiveram uma capacidade melhorada de resistir a exposição de peróxido de 

hidrogênio combinado com óxido nítrico. Além disso, demonstraram um aumento da 

virulência, provocando uma carga parasitária mais elevada em macrófagos em 

comparação com Leishmania donovani transfectada apenas com o vetor (IYER et 

al., 2008). 

Em Trypanosoma brucei, já foi demonstrado que o duplo knockout condicional 

dependente de tetraciclina da tripanotiona sintetase-amidase (enzima responsável 

pela síntese e degradação da tripanotiona reduzida) torna os parasitos incapazes de 

infectar camundongos na ausência do indutor tetraciclina, mostrando que essa 

enzima é essencial para a virulência in vivo de Trypanosoma brucei (WYLLIE et al., 

2009). 

Nesse contexto, para pesquisar o possível papel da tripanotiona redutase na 

infectividade de Leishmania infantum, o primeiro passo do trabalho foi avaliar a 

atividade da tripanotiona redutase de parasitos patogênicos e não patogênicos a 

mamíferos. Na análise da atividade da tripanotiona redutase de Leishmania 

infantum, espécie patogênica a mamíferos, foi observado que esta enzima possui 

uma atividade enzimática superior à Leishmania tarentolae, espécie não patogênica 

a mamíferos (Figura 20). A atividade reduzida da enzima nos parasitos não 

patogênicos a mamíferos pode ser um indício do possível papel da tripanotiona 
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redutase na virulência de parasitos do gênero Leishmania. Estudos anteriores já 

demonstraram que promastigotas de Leishmania tarentolae possuem maior 

sensibilidade ao peróxido de hidrogênio em comparação com parasitos patogênicos 

para mamíferos, Leishmania infantum e Leishmania major (RAYMOND et al., 2012). 

Esta sensibilidade ao peróxido de hidrogênio e a atividade da tripanotiona redutase 

reduzida (Figura 20) podem ser uma justificativa para a incapacidade de parasitos 

de Leishmania tarentolae estabelecerem uma infecção em macrófagos de humanos, 

uma vez que não seriam capazes sobreviver ao estresse oxidativo provocado pelas 

células do sistema imune do hospedeiro para debelar a infecção.  

Visto que houve uma diferença na atividade enzimática da tripanotiona 

redutase entre Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, o próximo passo foi 

verificar se haveria uma diferença das sequências nucleotídicas da tripanotiona 

redutase desses parasitos. No alinhamento obtido (Figura 21), foi possível observar 

uma discrepância de 12,74%, onde os polimorfismos foram vizualizados ao longo 

dos 1476 pares de bases da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae. A diversidade genética observada na tripanotiona redutase 

das espécies de Leishmania em estudo pode justificar as diferenças na atividade 

enzimática observadas (Figura 20), contudo falta analisar a expressão de mRNA da 

tripanotiona redutase destes parasitos.  

Uma vez que foram observadas diferenças nas sequências nucleotídicas da 

tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, também 

verificamos se haveria diferença nas sequências de aminoácidos e na estrutura 

secundária dessas duas espécies de Leishmania (Figura 22). As sequências 

apresentaram uma porcentagem de simildaridade de 87%. Os aminoácidos 

pertencentes a tríade catalítica cisteína 52 (Cys52), cisteína 57 (Cys57) e histidina 

461 (His461) são conservados entre as duas espécies de Leishmania e não foram 

observadas alterações na estrutura secundária, com as alfa-hélices e folhas-beta 

conservadas. 

A estrutura primária de uma proteína determinará como será seu 

enovelamento em sua estrutura tridimensional (NELSON; COX, 2014). Dessa forma, 

visto que foram observadas diferenças nas sequências nucleotídicas e de 

aminoácidos da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania 

tarentolae, o próximo passo do trabalho foi verificar possíveis diferenças na estrutura 

tridimensional de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae.  
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Para isto, construímos um modelo tridimensional da tripanotiona redutase de 

Leishmania tarentolae (Figura 23) através de modelagem comparativa, onde foi 

utilizado a tripanotiona redutase de Leishmania infantum (PDB ID: 4ADW) como 

molde. A estrutura tridimensional (estrutura 3D) da tripanotiona redutase de 

Leishmania tarentolae obtida demonstrou elevado grau de conservação quando 

comparada com Leishmania infantum, com um valor de RMSD de raiz do desvio 

quadrático médio (RMSD) de 0,25 Å. Quando as duas proteínas são sobrepostas, é 

possível calcular o valor do rmsd, que indica diferenças na estrutura tridimensional 

das proteínas através da distância média entre os átomos das proteínas 

sobrepostas. O valor do rmsd é 0 Å para estruturas iguais e aumenta ao passo que 

as diferenças das duas estruturas se elevam (CARUGO; PONGOR, 2008). 

Após a análise estrutural da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae (Figura 23), verificamos a superfície eletrostática da TR das 

duas espécies de Leishmania. Analisar o potencial eletrostático de uma proteína é 

de suma importância para a visualização da distribuição das cargas na sua 

superfície e para o entendimento das suas interações. Outrossim, as interações 

eletrostáticas são importantes no enovelamento, estabilidade, flexibilidade e função 

de proteínas (KUMAR; NUSSINOV, 2002; ZHOU; PANG, 2019). Deste modo, o 

potencial eletrostático da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae foi verificado (Figura 24) através do programa APBS, onde 

observamos diferenças na superfície de potencial eletrostático da tripanotiona 

redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Ademais, constatou-se 

que a superfície eletrostática do sítio catalítico da TR de Leishmania tarentolae 

apresenta-se mais positiva quando comparada com a superfície eletrostática do sítio 

catalítico da TR de Leishmania infantum. Também foram observadas diferenças nos 

resíduos de aminoácidos, entre a tripanotiona redutase de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae, que estão em um raio de 15 Å da tripanotiona (Figura 25). 

Vale ressaltar a presença do resíduo ASP-116 e LYS-240 em Leishmania infantum, 

que podem ser importantes para o reconhecimento do substrato pela TR. Segundo 

Henderson e colaboradores (1991), o aminoácido ASP-116 pode contribuir para o 

reconhecimento do substrato T(S)2 pela TR em Trypanosoma congolense 

(HENDERSON, G. B. et al., 1991). Também foi realizado um alinhamento dos 

aminoácidos da tripanotiona redutase das duas espécies de Leishmania, que foi 

colorido de acordo com o potencial eletrostático, onde é possível visualizar os 
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resíduos que são diferentes entre as espécies de Leishmania e que estão em um 

raio de 15 Å da tripanotiona (Figura 26).  

Nos resultados anteriores verificamos as diferenças na estrutura 

tridimensional e na superfície de potencial eletrostático da tripanotiona redutase de 

Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Além disso, também estudou-se as 

interações intermoleculares entre a tripanotiona e a tripanotiona redutase de 

Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, onde observou-se que a tripanotiona 

redutase de Leishmania infantum possui uma Lys-240 que possui uma interação do 

tipo carga atrativa pela tripanotiona. Vale destacar que a tripanotiona redutase de 

Leishmania tarentolae não possui essa interação (Figura 27). Baiocco e 

colaboradores (2013), demonstraram a presença da Lys-240 na entrada da fenda 

catalítica da tripanotiona redutase de Leishmania infantum, formando uma interação 

eletrostática com a tripanotiona, podendo desempenhar um papel na condução da 

tripanotiona aos dois resíduos de cisteína do sítio catalítico (BAIOCCO et al., 2013). 

A ausência dessa Lys-240 na tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae, além 

das outras diferenças na estrutura vistas anteriormente podem ser uma justificativa 

para baixa atividade enzimática da TR desse parasito. 

Além da importância da tripanotiona redutase no controle do balanço redox, 

fomos investigar o papel desta enzima na virulência de Leishmania. Dessa forma, 

superexpressamos essa enzima em Leishmania infantum. Para realizar a 

superexpressão da enzima, o primeiro passo foi construir o vetor recombinante com 

o gene de interesse. Logo, realizamos a clonagem da tripanotiona redutase através 

da construção do vetor pSP72αNEOα com o gene da tripanotiona redutase de 

Leishmania infantum. Para avaliar se houve sucesso na construção do vetor 

recombinante, foi realizada digestão por enzimas de restrição e sequenciamento 

(Figura 30 e 31). Na figura 30, observamos dois fragmentos de DNA referentes ao 

vetor pSP72αNEOα (5021pb) e ao inserto tripanotiona redutase (1476pb), 

mostrando que a ligação do inserto com o vetor foi efetiva. Na figura 31, o 

alinhamento da sequência da tripanotiona redutase clonada no vetor pSP72αNEOα 

com a sequência da tripanotiona redutase depositada no banco de dados TriTrypDB 

demonstrou elevado grau de conservação da enzima, mostrando que a sequência 

da TR clonada no vetor está correta.  

A superexpressão foi realizada através da transfecção do vetor recombinante  

(pSP72αNEOα + TR de Leishmania infantum) em promastigotas de Leishmania 

infantum. O sucesso da transfecção dos parasitos de Leishmania infantum foi 
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confirmada por gel de agarose revelando os produtos de amplificação do gene da 

neomicina e da TR obtidos por PCR (Figura 32). Também analisamos a atividade da 

TR em Leishmania infantum com a superexpressão da TR e observamos um 

aumento da atividade em 6 vezes quando comparados com os parasitos LiWT e um 

aumento de 13 vezes em relação aos parasitos LiPSP (Figura 33).  

O papel biológico da tripanotiona redutase de Leishmania infantum na 

infectividade foi investigado e observamos que os parasitos de Leishmania infantum 

que superexpressam a TR tiveram um aumento significativo no índice de infecção 

quando estes parasitos foram infectados em macrófagos murinos. Em 24 horas de 

infecção (Figura 34A), observamos um aumento no índice de infecção de 

aproximadamente 5 vezes entre os grupos LiWT e LiTR. Em 48 horas de infecção 

(Figura 34B), foi observado um aumento de aproximadamente 6 vezes no índice de 

infecção entre os grupos LiWT e LiTR. Esta diferença foi mantida em relação aos 

grupos LiTR e LiPSP e não houve diferença estatística entre os grupos LiWT e 

LiPSP. Vale evidenciar que os parasitos superexpressos com a tripanotiona 

redutase quando comparados com o grupo LiWT tiveram um aumento de 6 vezes na 

atividade da TR (Figura 33) e um aumento de 6 vezes no índice de infecção em 48 

horas (Figura 34B), mostranto que o aumento da atividade da TR é proporcional ao 

aumento da infectividade desses parasitos. 

A progressão de promastigotas da fase logarítmica, que são 

predominantemente procíclicas, para a fase estacionária, que são 

predominantemente metacíclicas, é acompanhada por um aumento na resistência 

ao estresse oxidativo provocado pela exposição ao peróxido de hidrogênio (MITTRA; 

ANDREWS, 2013). Dessa forma, para avaliar se o aumento na infectividade (Figura 

34) poderia ter sido proporcionado por um aumento na população de promastigotas 

metacíclicas de L. infantum, uma vez que os parasitos superexpressos com a 

tripanotiona redutase podem ter um possível aumento na resistência ao estresse 

oxidativo em comparação com os parasitos selvagens, a porcentagem de 

promastigotas metacíclicas foi avaliada nos grupos selvagens ou mutantes, e 

observamos que houve um aumento de 2,7 vezes de promastigotas metacíclicas 

comparado com os parasitos selvagens LiWT e 3,6 vezes em relação aos parasitos 

LiPSP (Figura 35). Além disso, a atividade da TR dessas promastigotas metacíclicas 

foi mensurada e foi visto que os parasitos metacíclicos LiTR tiveram um aumento da 

atividade enzimática de 5,7 vezes em relação aos parasitos LiWT e 10 vezes em 

relação aos parasitos LiPSP (Figura 36). Tomados em conjunto, os resultados 



59 
 

sugerem que a enzima tripanotiona redutase pode ter um papel importante na 

virulência de parasitos de L. infantum. 

Já foi demonstrado que parasitos de Leishmania tarentolae tem a expressão 

diminuída ou ausência de genes reportados por desempenhar um papel na defesa 

antioxidante, além de serem mais sensíveis ao peróxido de hidrogênio comparados 

com parasitos patogênicos a mamíferos, como Leishmania infantum e Leishmania 

major (RAYMOND et al., 2011), o que pode justificar a incapacidade desses 

parasitos de sobreviverem no interior de macrófagos de mamíferos. Dessa forma, 

avaliamos a infectividade de parasitos de L. tarentolae expressos com a TR de L. 

infantum para verificar se estes se tornam capazes de manter uma infecção em 

células de mamíferos. Os parasitos mutantes de L. tarentolae que expressam a TR 

de L. infantum foram gerados (Figura 37) e a expressão desta enzima foi confirmada 

através da reação de Ellman, onde foi observado um aumento na atividade da TR de 

4 vezes nos parasitos LtTRinf em relação aos parasitos LtWT (Figura 38). Além 

disso, observamos que os parasitos de Leishmania tarentolae que expressam a TR 

de Leishmania infantum tiveram um aumento no índice de infecção quando estes 

parasitos foram infectados em macrófagos murinos. Observamos que houve um 

aumento de aproximadamente 7 vezes no índice de infecção dos parasitos LtTRinf 

quando comparados com os parasitos LtWT (Figura 39). O aumento na infectividade 

observado pode ser em função do aumento da proteção antioxidante desses 

parasitos desencadeado pela expressão da TR de Leishmania infantum em 

Leishmania tarentolae. 

O aumento da infectividade dos parasitos superexressos com a tripanotiona 

redutase corroboram com os dados demonstrados anteriormente da possível 

participação da tripanotiona redutase na infectividade de tripanossomatídeos 

(DUMAS et al., 1997; KRIEGER et al., 2000; TOVAR et al., 1998b). 

Para investigar se o aumento na infectividade é devido ao aumento da 

atividade enzimática da TR de parasitos de L. infantum ou se é por conta do 

aumento da atividade da enzima, seja ela de parasitos patogênicos ou não 

patogênicos a mamíferos, o passo em andamento do trabalho está sendo 

superexpressar a TR dos parasitos não patogênicos a mamíferos (L. tarentolae) em 

promastigotas de L. tarentolae. O vetor recombinante (pSP72αNEOα + TR de L. 

tarentolae) está sendo construído. O gene da TR de L. tarentolae foi amplificado 

(Figura 40) e a digestão do gene e do vetor pSP72αNEOα foi realizada (Figura 41) 
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para posterior ligação do inserto com o vetor e transfecção do vetor recombinante 

em parasitos de L. tarentolae. 

 Tomados em conjunto, estes dados revelam que a enzima tripanotiona 

redutase, além de controlar o balanço redox em tripanossomatídeos, também pode 

ter um papel importante na infectividade dos parasitos de Leishmania infantum e 

Leishmania tarentolae, contudo, alguns experimentos só foram realizados 1 vez 

devido a necessidade de quarentena provocada pela pandemia da COVID-19 .  
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6 Considerações finais 

O objetivo do trabalho foi investigar o papel da TR na infectividade de 

Leishmania infantum, comparando a atividade desta enzima com uma espécie de 

Leishmania não patogênica a mamíferos, Leishmania tarentolae.  

Foram observadas pequenas diferenças na atividade, nas sequências 

nucleotídicas e de aminoácidos e na estrutura tridimensional da tripanotiona 

redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Além disso, os parasitos 

de Leishmania infantum superexpressos com a tripanotiona redutase obtiveram um 

aumento significativo no índice de infecção em macrófagos murinos em 24 e 48 

horas, mostrando a possível participação da TR na infectividade desses parasitos.  

Alguns experimentos foram realizados apenas uma vez, entretanto, tivemos 

indícios da participação da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no 

aumento da população de promastigotas metacíclicas de Leismania infantum 

superexpressas com a TR e na infectividade de Leishmania tarentolae.  

Tomados em conjunto, esses dados sugerem que a tripanotiona redutase, 

além de controlar a homeostase redox, pode ter um papel importante na 

infectividade de parasitos do gênero Leishmania. 
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