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 RESUMO  

 

Álcool desidrogenases (ADH) pertencem a um grupo de enzimas que catalizam a 

oxidação reversível de etanol a acetaldeído, com conseqüente redução de NAD. O gene TcADH 

que codifica a ADH do T. cruzi, foi selecionado pela metodologia microarray por apresentar 

um nivel de transcrição 4 vezes menor na população do parasito com resistência induzida in 

vitro ao BZ (17LER) quando comparado com seu par sensível (17WTS). A TcADH codifica 

uma proteína de 393 aminoácidos que apresenta um domínio conservado “iron-containing 

alcohol desidrogenase”. A análise da estrutura primária mostrou que a TcADH é mais parecida 

com as ADHs de organismos procariotos do que com seus ortólogos identificados em 

Leishmania. A atividade enzimática da TcADH foi menor nas cepas de T. cruzi com resistência 

induzida in vitro ao BZ (17 LER). Análises de Western blot mostraram que o anticorpo 

policlonal anti-TcADH reconheceu um polipeptídeo de 41,7 kDa em todas as cepas do T. cruzi 

analisadas. O nível de expressão desse polipeptídeo foi 2 x menor na cepa do T. cruzi 17LER 

quando comparado com seu par 17WTS, confirmando os dados da atividade enzimática. 

Ensaios de imunolocalização por microscopia confocal revelaram que a enzima TcADH está 

presente no cinetoplasto do parasito. Análise de Northern blot mostrou que a sonda do gene 

TcADH reconheceu um transcrito de 1,9 Kb com a mesma intensidade para todas amostras do 

T. cruzi analisadas com exceção da população 17LER que foi 2 vezes menor. Análise 

quantitativa por PCR em tempo real (qPCR) também mostrou um nível de mRNA 2,5 vezes 

menor na população 17LER. Quantificação do número de cópias desse gene por qPCR, mostrou 

ser o mesmo para todas as cepas do T. cruzi analisadas. Neste trabalho, o gene TcADH foi 

caracterizado pela primeira vez em T. cruzi e foi observado uma menor expressão da enzima 

TcADH na população do T. cruzi com resistência induzida in-vitro ao BZ. 
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 ABSTRACT 

  

 Alcohol dehydrogenases (ADH) belongs to a group of enzymes that catalyze the 

reversible oxidation of ethanol to acetaldehyde, with consequent reduction of NAD. The TcADH 

gene that codes for the T. cruzi ADH of, was selected by microarray methodology as presenting 

a transcription level 4 four-fold lower in the T. cruzi population with in vitro- induced resistance 

to BZ (17 LER) than in the wild-type (17 WTS). The TcADH codes a protein of 393 aminoacids 

that presents a conserved “iron-containing alcohol desidrogenase” domain. Analysis of the 

primary structure showed that the TcADH is more similar to the of ADHs of procariotes than 

ADHs of other organisms as Leishmania. Assays of enzymatic activity showed that TcADH 

activity was lower in 17LER than in 17WTS. Western blot analysis of T.cruzi protein extracts 

probed with anti- TcADH rabbit polyclonal serum revealed a 41.7 kDa polypeptide present in 

all samples. The level of this polypeptide was similar for all samples except to 17LER that was 

nearly two-fold lower than the wild-type 17 WTS. Assays imunolocalization by confocal 

microscopy showed that the TcADH enzyme is present in parasite. Northern blot analyses 

showed that TcADH levels were 2.0 times lower in 17LER than in 17WTS. Real- time PCR 

confirmed our finding that TcADH transcription levels were lower in 17 LER than in 17 WTS. 

In contrast, we detected no differences in TcADH trancription level among other T. cruzi 

samples. Using real- time PCR, we found that the number of TcADH gene copies was similar in 

all samples. This difference of expression was confirmed by the. Our data show that a decreased 

expression of the TcADH enzyme was found only in a T. cruzi population with induced in vitro 

resistance to BZ. In this work, the TcADH gene was characterized for the first time in T. cruzi 

and was observed a smaller expression of the TcADH enzyme in a T. cruzi  population with in 

vitro-induced resistance to BZ.  
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1- INTRODUÇÃO 
 
 
1.1- O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 
 
 
 Os protozoários parasitos pertencentes à ordem Kinetoplastida e à família 

Trypanosomatidae incluem várias espécies do gênero Leishmania e Trypanosoma. Nos 

tripanosomatídeos, a mitocôndria apresenta características peculiares, albergando uma complexa 

rede de moléculas circulares de DNA, denominada de cinetoplasto. Estes organismos são 

causadores de doenças ao homem, plantas e animais, sendo responsáveis por danos econômicos 

e consideráveis índices de mortalidade e morbidade humana em países tropicais (Donelson et 

al., 1999).  

A Tripanosomíase Americana, também conhecida como doença de Chagas, é uma 

zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. (T. cruzi). Esse protozoário é 

transmitido ao homem e outros mamíferos pelos hospedeiros invertebrados - barbeiros, inseto 

triatomíneo da família Reduviidae. Estimativas sugerem que 16 a 18 milhões de pessoas estão 

infectadas com o parasito e 100 milhões vivem em áreas de risco de transmissão da doença 

(WHO, 2005). No Brasil, a doença de Chagas está distribuída em uma área endêmica de 3 

milhões de quilômetros quadrados, compreendendo 2400 municípios, com cerca de 5 milhões 

de pessoas infectadas pelo T. cruzi (Dias, 1987). 

O mecanismo de transmissão do T. cruzi ao homem ocorre através da deposição de fezes 

e urina do triatomíneo infectado sobre a pele danificada e pelas mucosas do hospedeiro no 

momento do seu repasto sanguíneo. No entanto, existem outras formas alternativas de 

transmissão como a transfusão de sangue, transmissão congênita, acidentes de laboratório, 

transplantes de órgãos e por via oral (Brener et al., 1992).  

 Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta basicamente três formas evolutivas 

(tripomastigota, amastigota e epimastigota) entre o inseto vetor e o hospedeiro vertebrado. Ao 

alimentar-se de sangue infectado, o inseto adquire a forma tripomastigota do parasito. Os 

parasitos tripomastigotas migram do intestino anterior para o intestino médio do inseto onde se 

diferenciam em epimastigotas e se multiplicam. Os vários parasitos epimastigotas migram para 

o intestino posterior do inseto, onde se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos. Essas 

formas são excretadas nas fezes no momento do próximo repasto sanguíneo do inseto e se 

conseguirem penetrar a mucosa ou a pele do hospedeiro mamífero, atingirão a corrente 

sanguínea. Uma vez no sangue do hospedeiro, os parasitos invadem vários tipos celulares e se 

diferenciam em amastigotas. Após sucessivas multiplicações no citoplasma as formas 
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amastigotas transformam-se em tripomastigotas e a célula se rompe liberando na corrente 

sanguínea os parasitos que irão infectar tecidos adjacentes ou um barbeiro ainda não parasitado 

(Ley et al., 1988) (Figura 1). 

A doença de Chagas é caracterizada pelas fases aguda e crônica. A fase aguda 

compreende os fenômenos clínicos que se estabelecem nos primeiros meses de infecção e, do 

ponto de vista laboratorial, pela demonstração do parasito no sangue por meio de exame direto 

(WHO, 2005). Nesta fase os sintomas podem ser brandos e atípicos e, conseqüentemente a 

infecção não é reconhecida. Em crianças infectadas entretanto, podem ser observadas sérias 

complicações neurológicas (WHO, 2005). Ainda na fase aguda, o coração está quase sempre 

comprometido em maior ou menor extensão e pode exibir dilatação e efusão pericárdica. Edema 

subcutâneo, aumento de linfonodos e hepato-esplenomegalia são também freqüentes e 

encontrados com intensidade variável (Rassi & Luquetti., 1992). Posteriormente, o paciente 

entra na fase crônica, caracterizada por um baixo número de parasitos circulantes e de difícil 

detecção. A maioria dos pacientes na fase crônica não apresenta sintomas, podendo permanecer 

assintomáticos por décadas ou por toda a vida, caracterizando a forma indeterminada da doença. 

Em alguns casos, estes pacientes podem evoluir para uma forma sintomática da doença. As 

manifestações mais comuns são o comprometimento do sistema cardíaco (forma cardíaca), 

digestivo (forma digestiva) ou de ambos (forma cardio-digestiva) (Brener, 1987). A principal 

causa de morbidade e mortalidade da doença de Chagas é a cardiopatia inflamatória crônica.  

A duração destas fases pode ser diferente entre os indivíduos, mas em geral o que se 

observa é um período de até 90 dias para a fase aguda, de até 20 anos para a fase crônica 

indeterminada e um período muito variável para a fase crônica sintomática, dependente da 

forma clínica e gravidade do quadro desenvolvido pelo paciente. 

 Não existindo uma vacina efetiva contra a doença de Chagas, a prevenção primária 

desta doença se faz basicamente pelo controle do vetor e pela prevenção da transmissão 

transfusional. Uma abordagem utilizada com sucesso no controle da transmissão da doença nas 

últimas décadas tem sido a eliminação dos vetores domiciliados através do uso de inseticidas 

(Souza et al., 1984). 
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: WHO, 2005. 
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1.2- A organização genômica do  T. cruzi  
 

Os estudos do genoma do T. cruzi são fundamentais para a compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos no complexo processo de diferenciação celular deste 

parasito.  

Ao longo do processo evolutivo, o T. cruzi, assim como outros membros da família 

Trypanosomatidae divergiram muito cedo na linhagem principal que deu origem aos outros 

eucariotos. Provavelmente por essa razão, estes organismos apresentam muitas características 

bioquímicas e processos moleculares exclusivos que diferem bastante daqueles conhecidos em 

outros eucariotos (Brener et al., 2000). 

 O tamanho do genoma do T. cruzi (100-200 x 106 pb) é relativamente superior ao 

tamanho dos genomas de outros protozoários parasitos, como por exemplo, Leishmania major 

(45-65 x 106 pb) ou Trypanosoma brucei (25 x 106 pb) (El-Sayed et al., 2005). Uma 

característica comum da organização do genoma desses organismos é a presença de 

agrupamentos de genes que se arranjam em repetições in tandem. As regiões intergênicas são, 

em geral, bastante reduzidas e vários genes são transcritos em uma mesma unidade de 

transcrição policistrônica, a qual é posteriormente processada gerando mRNAs maduros 

monocistrônicos (Teixeira, 1998).  Estas unidades policistrônicas podem ser bastante extensas, 

contendo de dezenas a centenas de genes, como indicado pelos dados gerados pelo 

sequenciamento completo do cromossomo 1 de L. major (Myler et al., 1999), de parte do 

cromossomo 3 do T. cruzi (Andersson et al., 1998) e atualmente pelo sequenciamento completo 

do genoma dos tripanosomatídeos (El-Sayed et al., 2005). Em T. cruzi foi observado que pelo 

menos 50% do genoma é composto por seqüências repetitivas, correspondentes em sua maioria 

a famílias de genes de proteínas de membrana, retrotransposons e repetições subteloméricas (El-

Sayed et al., 2005).   

A caracterização do T. cruzi a nível citogenético tem sido difícil principalmente pelo fato 

dos seus cromossomos não se condensarem durante a divisão nuclear (Solari et al., 1980). 

Entretanto, com a utilização da técnica de eletroforese de campo alternado (PFGE), foi possível 

verificar que o genoma do T. cruzi está organizado em pelo menos 20-25 bandas cromossomais, 

variando de 0,3 a 1,6 Mb (Gibson & Miles, 1986; Henriksson et al., 1990 e 1995). Porcile e 

colaboradores (2003) realizaram a construção de um mapa físico e genético dos cromossomos 

do T. cruzi através da técnica de PFGE. Os autores viram que esse organismo é muito 

complexo, e possui vários elementos repetitivos e polimorfismos de genes entre os 

cromossomos homólogos. Outra característica marcante deste parasito é a grande variação no 

conteúdo de DNA entre as diferentes cepas (Dvorak et al., 1982) e até mesmo entre clones de 
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uma mesma cepa, onde diferenças de 30-70% no conteúdo total de DNA foram observadas 

(McDaniel & Dvorak, 1993). Segundo Henriksson et al. (1996), este alto grau de variabilidade 

no conteúdo do DNA do T. cruzi teria implicações na organização genômica do parasito, como 

por exemplo, o número de repetições de determinados genes. 

A escolha de um clone da cepa CL Brener como referência do genoma do T. cruzi 

mostrou-se extremamente útil, uma vez que os dados de seqüência revelaram que este clone é 

um híbrido cujos haplótipos se diferem em aproximadamente 5%. Os dados de montagem 

resultaram em uma estimativa para o genoma diplóide do clone CL Brener entre 106.4 e 110.7 

Mb, valor significativamente maior que o esperado. Entretanto, não foi possível obter a 

montagem dos cromossomos inteiros do parasito devido ao alto conteúdo de seqüências 

repetitivas (> 50%) presentes no seu genoma, tendo sido geradas 8740 sequências contíguas de 

DNA, ou contigs. As seqüências repetitivas são principalmente retrotransposons, 

frequentemente localizados em regiões sub-teloméricas, e fazem parte de genes que codificam 

as famílias multigênicas de moléculas de superfície como as trans-sialidases, mucinas, gp63 e 

uma família (>1300 cópias) de MASP (Mucin Associated Surface Protein). Foi sugerido que 

esta diversidade de moléculas de superfície poderia proporcionar maior variabilidade antigênica 

ao parasito, e consequentemente, maiores chances de sobrevivência frente ao sistema imune do 

hospedeiro (El-Sayed et al., 2005).  

Estudos realizados principalmente com T. cruzi, T. brucei e algumas espécies de 

Leishmania revelaram que estes organismos apresentam algumas características em relação ao 

processo de expressão gênica que são compartilhadas entre organismos procariotos e eucariotos, 

além de apresentarem alguns aspectos peculiares ao seu grupo (Revisado por Teixeira, 1998 e 

Clayton, 2002). Uma vez que a família Trypanosomatidae se divergiu muito cedo da linhagem 

evolutiva que deu origem aos eucariotos superiores, é compreensível que os membros desta 

família apresentem aspectos da sua biologia molecular e celular diferentes se comparados aos 

eucariotos superiores. 

Assim como nos procariotos, a transcrição dos genes nos tripanossomatídeos é 

policistrônica, gerando pré-mRNAs que deverão ser processados no núcleo para formar mRNAs 

maduros, monocistrônicos. Para que os mRNAs maduros sejam produzidos, são necessários 

dois eventos pós-transcricionais: adição da cauda poli-A à extremidade 3’ dos mRNAs e de uma 

seqüência conservada de RNA de 39 nucleotídeos à extremidade 5’, chamada de spliced leader 

(SL) ou mini-éxon. Esta seqüência, encontrada somente em tripanossomatídeos e em 

nematódeos, é idêntica em todos os mRNAs de um mesmo organismo, mas é diferente entre as 

espécies (Donelson and Zeng, 1990). Seus genes estão arranjados em repetições in tandem no 
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genoma destes parasitos. Seqüências SL são ligadas aos fragmentos gerados pela clivagem do 

pré-mRNA numa reação denominada trans-splicing, processo bastante similar ao cis-splicing 

comum em eucariotos 

 

1.3- Heterogeneidade genética em T. cruzi 

 

 As inúmeras cepas do T. cruzi conhecidas são distintas em aspectos morfológicos e 

bioquímicos. Em vista disso, vários marcadores como os perfis de isoenzimas (Miles et al., 

1978; Romanha et al., 1979); kDNA (Carneiro, 1990); sondas multiclonais de minissatélites 

(Macedo et al., 1992); rDNA de 24S  (Souto & Zingales, 1993) e a seqüência do mini-éxon do 

“splice leader” (Souto et al., 1996) têm sido utilizados para analisar essa variabilidade e agrupar 

as cepas do T. cruzi entre si.  

O primeiro método experimental que demonstrou a extensa diversidade genética em T. 

cruzi foi o estudo do perfil eletroforético de enzimas celulares (isoenzimas), fornecendo um 

bom marcador epidemiológico para a doença de Chagas, além de fornecer informações valiosas 

sobre a biologia e genética do parasito.  Através do estudo de isoenzimas, Miles et al. (1977, 

1978, 1980) mostraram a existência de três diferentes grupos de cepas denominados zimodemas 

1 (Z1), 2 (Z2) e 3 (Z3). Estudos epidemiológicos demonstraram que os zimodemas 1 e 3 estão 

associados com marsupiais e triatomíneos silvestres e em casos humanos agudos, caracterizando 

o ciclo silvestre de transmissão. O zimodema 2 observado em mamíferos domésticos e 

humanos, caracteriza o ciclo doméstico (Miles et al., 1977, 1978, 1980 e 1981a; Devera et al., 

2003).  

Romanha (1979 e 1982) e Carneiro (1990), caracterizando amostras do T. cruzi isoladas 

de pacientes chagásicos crônicos de uma área endêmica de Bambuí (MG), observaram a 

presença de quatro zimodemas distintos (ZA, ZB, ZC e ZD). O ZA mostrou-se similar ao Z2 e 

os demais zimodemas foram distintos entre si. Desta forma, admite-se que no Brasil, o T. cruzi 

esteja distribuído em pelo menos 6 grupos isoenzimáticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC 

e ZD. O padrão heterozigoto ZB foi descrito na literatura baseado na descrição de seus perfis 

homozigotos parentais Z2 e ZC circulando em uma mesma região (Bambuí-MG) (Romanha, 

1982). 

Tibayrenc et al. (1986) e Tibayrenc e Ayala (1988), analisando os perfis isoenzimáticos 

de 645 amostras do T. cruzi isoladas de uma variedade de hospedeiros vertebrados e 

invertebrados, de regiões geográficas distintas, observaram uma alta variabilidade genética entre 

as amostras. Os autores identificaram pelo menos 43 variantes isoenzimáticas (zimodemas ou 
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“clonets”). A análise genética destes resultados sugeriu que a reprodução sexual em T. cruzi é 

rara ou ausente (Zhang et al., 1988). Assim, a elevada variabilidade genética observada em T. 

cruzi seria explicada através de uma estrutura populacional multiclonal onde várias destas cepas 

teriam evoluído independentemente ao longo do tempo (Tibayrenc & Ayala 1988; Zhang et al., 

1988).  

Posteriormente, outros marcadores moleculares como mini-exon, D7-24S rDNA, RAPD 

e microssatélites permitiram a divisão das cepas do T. cruzi em duas linhagens filogenéticas 

distintas nomeadas grupo I e grupo II (Souto et al., 1996, Devera et al., 2003). O T. cruzi I 

(zimodema 1) é geralmente observado em mamíferos e triatomíneos silvestres, enquanto que T. 

cruzi II (zimodema 2) é normalmente encontrado em humanos (Fernandes et al., 1998; Zingales 

et al., 1998; Devera et al., 2003). Fernandes et al. (1998), observaram a presença de ambos os 

grupos em diferentes hospedeiros, ilustrando a complexidade do ciclo natural do parasito. Esta 

descoberta pode ajudar no entendimento de como os ciclos silvestre e doméstico estão 

conectados e, no entanto, esta nova classificação do T. cruzi pode ser importante para a 

definição eco-epidemiológica da doença de Chagas (Devera et al., 2003).  

 Pedroso e colaboradores (2003) observaram distâncias filogenéticas entre os grupos T. 

cruzi I e T. cruzi II e híbridos baseados nos dados de variação do tamanho dos cromossomas. Os 

autores observaram também que, como mostrado por Henriksson et al., (2002), os cromossomas 

são caracteres valiosos para a identificação evolutiva dos grupos, em particular, grupos do T. 

cruzi híbridos. Esses dados reforçam a hipótese de que cada grupo pode ter evoluído 

independentemente.  

 

1.4- Aspectos celulares do Trypanosoma cruzi 
 

O protozoário T. cruzi é constituído de uma única célula. Como toda célula eucariótica, 

esse parasito possui um núcleo delimitado por uma membrana nuclear e organelas como retículo 

endoplasmático, complexo de golgi e mitocôndria (Clayton et al., 1995). Entretanto, algumas 

organelas apresentam características específicas que são encontradas somente nos 

Kinetoplastídeos. Esses organismos possuem uma única e grande mitocôndria que se estende 

por todo o comprimento da célula e é bem desenvolvida, apresentando inúmeras cristas 

mitocondriais. Além disso, o compartimento mitocondrial alberga moléculas circulares de DNA 

que codificam os RNAs ribossômicos e as enzimas envolvidas na respiração celular (Benne et 

al., 1986).  

Entretanto, a mitocôndria dos tripanossomas difere dos demais eucariontes pela presença 

de uma rede formada por milhares de moléculas circulares de DNA denominada cinetoplasto. A 
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estrutura do cinetoplasto do T. cruzi varia de acordo com o estágio do ciclo evolutivo. Nas 

formas amastigotas e epimastigotas ele é alogando e possui um comprimento de 1 m e 

espessura de 0,1 m (Simpsom et al., 1987). O DNA do cinetoplasto (kDNA) representa cerca 

de 20-25% do DNA total da célula e é composto por 2 tipos de moléculas circulares conhecidas 

como maxicírculos e minicírculos. Existem nos maxicírculos cerca de 15 genes que codificam 

as proteínas mitocondriais envolvidas na respiração celular (Stuart et al., 1995).  

Além da mitocôndria e do cinetoplasto, o T. cruzi possui algumas organelas que exercem 

importantes funções. O glicossoma possui papel no metabolismo da água oxigenada e na 

oxidação de aminoácidos (Souto et al., 1980). O complexo de golgi está localizado entre o 

núcleo e o cinetoplasto, participando do processo de glicosilação de glicoconjugados (Brener et 

al., 2000). Existe ainda uma estrutura conhecida como acidocalcissoma, envolvida no acúmulo 

de cálcio da célula. As acidocalcissomas estão presentes em maior número nas formas 

amastigotas, fator que se justifica por essa forma viver em um ambiente intracelular, onde a 

concentração de cálcio é baixa (Scott et al., 1997). O núcleo do T. cruzi apresenta uma 

organização estrutural similar à de outras células eucarióticas, e está envolvido principalmente 

no processo de divisão celular (Brener et al., 2000).      

Os tripanossomatídeos são caracterizados ainda pela organização particular do 

citoesqueleto que é responsável pela manutenção e modulação da morfologia dos parasitos nos 

seus diferentes estágios. Para completar o ciclo de vida, estes parasitos precisam migrar entre 

diferentes órgãos no inseto vetor e entre diferentes tecidos no hospedeiro mamífero. Portanto, 

motilidade e contato com a superfície de células hospedeiras são funções adicionais mediadas 

pelo citoesqueleto destes parasitos. Os principais componentes do citoesqueleto dos 

tripanosomatídeos são os microtúbulos subpeliculares, o axonema, o corpo basal, o corpo 

paraflagelar, a zona de ligação do flagelo e os filamentos responsáveis pelo contato do parasito 

com os tecidos do inseto (kohl and Gull, 1998). 

 

1.5- Quimioterapia específica da doença de Chagas 

 

 O tratamento da doença de Chagas é uma questão ainda não completamente resolvida e 

tem sido alvo de pesquisas na busca de novas drogas que sejam eficazes contra o T. cruzi, 

principalmente durante a fase crônica da doença. Essa fase corresponde ao período em que a 

doença de Chagas é diagnosticada na maioria dos pacientes. Os primeiros compostos utilizados 

para o tratamento clínico não foram eficazes. Entre eles podemos citar atoxil, fucsina, 

antimoniais pentavalentes e cloreto de mercúrio (revisto por Lockman et al., 2005). 
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Atualmente, a quimioterapia específica da doença de Chagas está limitada ao 

benzonidazol (BZ) e nifurtimox (NFX). Infelizmente, ela é insatisfatória devido à baixa eficácia 

desses compostos na fase crônica da doença e aos seus efeitos colaterais tóxicos (Urbina et al., 

2003). Além disso, a eficácia é ainda menor em pacientes com imunossupressão medicamentosa 

ou ainda em portadores da AIDS. Um dos fatores que dificulta a obtenção da eficácia 

terapêutica é a grande variabilidade genética das populações do T. cruzi (Brener & Chiari, 

1967). O benzonidazol (BZ), um derivado 2-nitroimidazólico, e o nifurtimox (NFX), um 

derivado 5-nitrofurano, fazem parte de uma mesma família, a dos nitroheterocíclicos, mas 

possuem diferentes grupos químicos e apresentam diferentes mecanismos de ação contra o T. 

cruzi. A ação tripanosomicida do nifurtimox deve-se a redução metabólica do grupo nitro 

gerando radicais nitroânion muito reativos, que causam a produção de compostos de oxigênio 

altamente tóxicos, como por exemplo, o superóxido, o peróxido de hidrogênio e radicais de 

hidroxila. Como o T. cruzi é deficiente nos mecanismos de detoxificação, ele se torna mais 

susceptível à ação tóxica destes compostos (Docampo & Stoppani, 1979; Docampo et al., 1981; 

Morello, 1988). Acredita-se que o mecanismo de ação do benzonidazol está envolvido com a 

ligação de seus intermediários nitroreduzidos a vários componentes celulares como DNA, 

proteínas e lipídeos, provocando a inibição do crescimento dos parasitos (Dias de Toranzo et al., 

1988). Ambos os compostos são efetivos em reduzir a duração e a severidade clínica da doença 

de Chagas aguda e congênita, levando a aproximadamente 50% dos pacientes tratados à cura 

parasitológica (Urbina et al., 2003).  Foi relatado na última década, que o BZ teve uma atividade 

de cura significativa, com até 60% de cura parasitológica observada em crianças na fase crônica 

recente da doença de Chagas tratadas com esse composto na Argentina e no Brasil. Entretanto, 

esses compostos tem limitada eficácia terapêutica na fase crônica da doença, cujos índices de 

cura são muito baixos, entre 6 a 10% (Estani et al., 1998). 

Na literatura vários autores observaram a existência de cepas naturalmente resistentes ao 

benzonidazol e nifurtimox (Filardi & Brener, 1987). Algumas dessas cepas foram isoladas de 

áreas onde a doença de Chagas humana não existe, sugerindo assim que a resistência natural do 

T. cruzi aos derivados nitroheterocíclicos pode ser um importante fator para explicar as baixas 

porcentagens de cura detectadas em pacientes chagásicos tratados (Filardi & Brener, 1987). 

Além disso, também foi demonstrado que diferenças geográficas podem interferir na eficácia 

terapêutica da doença de Chagas (Rassi & Luquetti, 1992). Em nosso laboratório, 45 cepas do T. 

cruzi sensíveis e naturalmente resistentes ao benzonidazol e nifurtimox foram analisadas em 

relação a diferentes marcadores moleculares. O perfil heterozigoto, ZB conteve exclusivamente 

cepas sensíveis e ocorreu predominantemente em áreas geográficas onde o tratamento clínico da 
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doença de chagas tem sido reportado como mais efetivo, sugerindo que este zimodema esteja 

associado com o fenótipo de sensibilidade do T. cruzi a drogas (Murta et al., 1998). No entanto, 

os zimodemas 1 e 2 foram encontrados em populações do T. cruzi sensíveis e naturalmente 

resistentes a drogas.  

Atualmente estudos de bioquímica básica em T. cruzi têm identificado novos alvos para 

a quimioterapia da doença de Chagas que incluem enzimas como a Tripanotiona Redutase (TR), 

a Superóxido Dismutase (SOD), a Cisteína Protease de 51 a 57 kDa ou GP51/57 (Cruzipaína), a 

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

desidrogenase (GAPDH), DNA topoisomerases, a Dihidrofolato Redutase-Timidilato Sintetase 

(DHFR-TS) e a Farnesilpirofosfato Sintase (DoCampo, 2001; Rodriguez, 2001; Coura & 

Castro, 2002). Além do estudo de enzimas alvo para a quimioterapia da doença de Chagas, 

pesquisas por compostos ativos sobre a biossíntese de ergosterol estão sendo realizadas. Esses 

compostos são muito eficazes na depleção do ergosterol endógeno ou no acúmulo de 

intermediários tóxicos (Urbina et al., 1997). O ergosterol é uma substância fundamental para o 

crescimento, desenvolvimento e sobrevivência do T. cruzi, além de ser importante para sua 

proliferação in vitro. Por essa razão, o ergosterol é um alvo potencial para a pesquisa de 

quimioterápicos (Urbina, 1999a).  

 

1.6- Seleção de cepas do T. cruzi resistentes a drogas 

 

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

obtiveram cepas do T. cruzi com resistência in vitro ao BZ ou NFX. Abdo (1991), conseguiu 

selecionar in vitro uma população do T. cruzi 8 vezes mais resistente ao BZ e outra 3 vezes mais 

resistente ao NFX, do que a cepa selvagem. Nirdé et al. (1995) conseguiram obter in vitro um 

clone do T. cruzi 23 vezes mais resistente ao BZ do que o clone da cepa selvagem. Os autores 

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

para amastigotas.  

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

a drogas, uma população (BZR) e clones resistentes ao BZ foram selecionadas in vivo a partir da 

cepa Y do T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y do T. cruzi, por ser uma cepa medianamente resistente 

in vivo ao BZ e NFX e apresentar um alto pico de parasitemia, no 7° dia após a infecção. O 

protocolo foi baseado em 25 tratamentos sucessivos com uma dose única e alta de BZ. Na 

ausência de pressão do BZ, o fenótipo da população resistente BZR foi estável após 6 meses de 



                                                                                                            Introdução          

11 

manutenção em meio de cultura LIT, após 20 passagens em camundongos e uma passagem pelo 

vetor invertebrado, Triatoma infestans (Murta & Romanha, 1998). 

Um fato importante descrito pelos autores Pontes & Andrade (1984), Filardi & Brener 

(1987) e Neal & Van Bueren (1988), foi o comportamento de resistência cruzada entre NFX e 

BZ. Ambos os compostos apesar de pertencerem a uma mesma família, possuem diferentes 

grupos químicos e diferentes mecanismos de ação contra o parasito.  

 

1.7- Resistência a drogas em parasitos 

 

Um dos grandes obstáculos para o tratamento, prevenção e erradicação de doenças 

parasitárias humanas é a resistência a drogas. As alterações bioquímicas e o mecanismo 

molecular pelo qual os parasitos tornam-se resistentes são ainda muito pouco conhecidos. 

Diante disso, o estudo do mecanismo de resistência a drogas é muito importante para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes na cura de várias doenças. Este estudo 

fornece conhecimento sobre os alvos intracelulares da droga e os mecanismos de defesa da 

célula ou do parasito, permitindo o desenvolvimento de análogos da droga que não são afetados 

por estes mecanismos. 

 O estudo da resistência a drogas é muito complexo, uma vez que existem vários 

mecanismos de resistência a drogas e a resistência a uma única droga pode envolver 

mecanismos distintos. Os principais mecanismos de resistência a drogas (revisado por Borst, 

1991; Borst & Ouellette, 1995) são: diminuição da entrada da droga na célula, eliminação da 

droga pela fosfoglicoproteína de membrana (PGP) ou outras proteínas transportadoras 

dependentes de ATP, diminuição da ativação da droga, inativação da droga, alteração da 

formação do complexo alvo-droga e eficiência no sistema de reparo (Figura 2). 

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

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

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

parasitos resistentes. Além disso, os parasitos resistentes ao inibidor da cruzipaína foram 

sensíveis ao NFX e ao BZ, sugerindo que essas drogas são mediadas por mecanismos diferentes. 

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

protozoários como Leishmania, Plasmodium e Entamoeba, está associada com a 

superexpressão da PGP de 170-180 kDa. A PGP funciona como uma bomba de efluxo de 

drogas, dependente de ATP, que reduz o acúmulo de compostos citotóxicos dentro da célula 

(Ullman, 1995).  
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Figura 2: Esquema dos principais mecanismos de resistência a drogas. Borst, 1991;  

Borst & Ouellette, 1995. 
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Em um trabalho realizado em nosso laboratório por Murta et al. (2001), vinte e sete 

cepas e clones do T. cruzi sensíveis e naturalmente resistentes ao BZ e NFX e com a resistência 

induzida in vitro ou selecionada in vivo ao BZ, foram analisadas em relação ao nível de 

expressão da P-glicoproteína (PGP). Além disso, os autores analisaram mudanças na 

amplificação e expressão dos genes Tcpgp1 e Tcpgp2, bem como sua localização 

cromossômica. Os resultados mostraram que a resistência do T. cruzi a drogas não está 

associada com a amplificação ou superexpressão dos genes PGP. Diante disso, nosso grupo 

vem trabalhando com genes que possam estar associados com o fenótipo de resistência ou 

susceptibilidade do T. cruzi ao BZ. Sendo assim, recentemente em nosso laboratório, Nogueira 

e colaboradores (2006) mostraram que um dos mecanismos de resistência do T. cruzi a drogas 

está associado com a amplificação do gene TcSOD que codifica a enzima superóxido 

dismutase. A TcSOD é um componente central da defesa antioxidante de muitos organismos. 

Os autores observaram ainda uma maior expressão desse gene e de sua proteína nas populações 

resistentes ao BZ.  

Em Entamoeba histolytica, um protozoário que causa difteria e abcessos no fígado, 

foram descritos 6 genes pgps, 4 completos e 2 incompletos. Os genes completos Ehpgp1 e 

Ehpgp2 foram clonados e seqüenciados, e codificam P-glicoproteínas semelhantes a PGPs 

humanas. O fenótipo de E. histolytica resistente a emetina está associado com a resistência a 

múltiplas drogas, é revertido por bloqueadores do canal de cálcio e está relacionado com um 

aumento do efluxo e diminuição do acúmulo de droga. Assim, o fenótipo MDR de E. 

histolytica é semelhante ao fenótipo clássico descrito para células tumorais humanas 

(Samuelson et al., 1990).  

Em Candida albicans genes que codificam enzimas alvo para a biossíntese de ergosterol 

estão superexpressos nos parasitos resistentes e são associados com resistência desse parasito ao 

fluconazol (Cowen et al., 2000).  

O metronidazol, um derivado 5-nitroimidazólico, possui mecanismo de ação parecido 

com o do benzonidazol. Ambas as drogas precisam ser reduzidas para serem ativadas. Um dos 

mecanismos de resistência in vitro de Trichomonas vaginalis ao metronidazol envolve a baixa 

expressão de enzimas como piruvato:ferredoxina oxidoredutase (PFOR), hidrogenases e 

ferredoxinas que estão envolvidas na ativação dessa droga (Rasoloson et al., 2002). 

Guimond e colaboradores (2003) estudando espécies de Leishmania resistentes ao 

metotrexato encontraram a superexpressão dos genes -glutamilcisteína sintetase, P-

glicoproteína A, pterina redutase 1 e dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase mediada pela sua 

amplificação e por outros mecanismos. Os autores observaram também a presença de três novos 
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genes (glutationa sintase, S-adenosilhomocisteína hidrolase e S-adenosilmetionina sintase) que 

são superexpressos em parasitos resistentes à droga, no qual o gene não está amplificado no 

genoma do parasito. Além disso os autores observaram que o gene transportador de ácido fólico 

FT5 foi deletado na linhagem de parasitos resistentes ao metotrexato.   

 Em T. cruzi foi bem definida a presença de cepas com resistência natural e o fenômeno de 

resistência cruzada entre o BZ e o NFX. Porém, o mecanismo molecular de resistência do T. 

cruzi a drogas ainda é muito pouco conhecido. Diferente dos protozoários Plasmodium, 

Leishmania e Entamoeba, relativamente poucos trabalhos foram publicados em relação ao 

fenômeno de resistência a drogas em T. cruzi.  

  Recentemente, Villarreal et al., (2005) analisaram a diferença de expressão gênica nas 

cepas de T. cruzi com resistência selecionada e induzida ao BZ. Semelhante aos nossos 

resultados, os autores observaram que os mecanismos envolvidos na resistência natural a drogas 

são diferentes daqueles envolvidos na resistência induzida. É importante ressaltar que o 

mecanismo de resistência a drogas como o BZ é um fenômeno complexo, que envolve não só 

mecanismos bioquímicos, como também outros fatores como o sistema imune do hospedeiro, 

que pode interferir na susceptibilidade do parasito a drogas (Murta et al.,2005).  

 

1.8- Análise da expressão diferencial 

  

A identificação de genes diferencialmente expressos em populações do T. cruzi sensíveis 

e resistentes a drogas pode auxiliar no entendimento das bases moleculares de resistência a 

drogas nesse parasito, levando a descoberta de novos alvos para a quimioterapia. 

Diante da ausência de correlação da expressão da PGP com o fenótipo de resistência a 

drogas em T. cruzi, o objetivo do nosso grupo foi investigar a presença de outros genes que 

pudessem estar associados com o fenótipo de resistência do T. cruzi a drogas. Os autores 

realizaram um estudo da expressão gênica diferencial em populações do T. cruzi sensíveis (S) e 

resistentes (R) a drogas, utilizando várias metodologias, dentre elas a metodologia de 

microarranjo de DNA (Microarray) (Murta e colaboradores, 2003) (Não publicado).  

A metodologia microarray, também chamada biochip, é uma das técnicas mais 

avançadas utilizada na atualidade para detectar a expressão diferencial de genes de um 

organismo. Ela consiste na organização dos fragmentos de DNA (ESTs – expressed sequence 

tags) em uma lâmina de vidro. Os DNAs são aplicados de forma ordenada na lâmina por um 

computador e identificados por um software. Paralelamente o RNA das amostras (referência e 

teste) é extraído e marcado com um fluoróforo. Ao serem hibridizados nas lâminas, eles 
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reconhecem seus DNAs complementares. Um leitor laser detecta então a fluorescência e 

baseado nas cores identificam os genes envolvidos no processo estudado (Figura 3). Esta 

metodologia permite medir simultaneamente o nível de expressão de milhares de genes.  

O microarray é uma técnica que começou a ser explorada por Schena e colaboradores 

em 1995. Esses autores obtiveram 45 genes diferencialmente expressos da planta Arabidopsis. 

A partir de então, a metodologia tem sido amplamente utilizada na pesquisa genômica.  

A metodologia de microarray pode ser aplicada em diversos campos da pesquisa e 

dentre estes podemos citar: comparação da expressão gênica durante o ciclo de vida dos 

parasitos; identificação de genes sexo-específicos envolvidos na reprodução em Schistosoma, 

investigação dos mecanismos de resistência a drogas e busca por novas drogas e vacinas 

(Revisto por Gobert et al., 2005). 

Minning e colaboradores (2003) utilizaram a tecnologia de microarray para analisar a 

expressão de genes estágio-específicos durante o processo de diferenciação das formas 

tripomastigotas para amastigotas de T. cruzi.  Os autores viram que os transcritos mais 

expressos em tripomastigotas são membros da família das trans-sialidases. Um deles, o que 

codifica a proteína de membrana gp85, está relacionado com a invasão dos parasitos 

tripomastigotas nas células dos hospedeiros mamíferos.  

Garg el al., (2003), através da metodologia de microarray, estudaram a resposta do 

hospedeiro mamífero à infecção in vivo pelo T. cruzi. Os autores analisaram o perfil de 

expressão gênica em camundongos com cardiopatia chagásica crônica. Os resultados mostraram 

que a infecção no tecido cardíaco induz principalmente genes que codificam mediadores 

inflamatórios como citocinas e quimiocinas. Além disso, houve uma diminuição na expressão 

de genes que codificam elementos chaves do citoesqueleto, como troponinas cardíacas, o que 

leva ao rompimento dos filamentos sarcoméricos do coração. Os mesmos autores também 

observaram uma baixa regulação de transcritos que codificam componentes da via de 

fosforilação oxidativa mitocondrial, especificamente NADH-ubiquinona oxidoredutase e 

citocromo c oxidase, o que sugere que as funções mitocondriais são seriamente comprometidas 

no coração infectado pelo T. cruzi. Esse estudo foi importante para a compreensão dos 

fenômenos moleculares que ocorrem durante a infecção do T. cruzi ao tecido cardíaco e a 

progressão para a doença cardíaca crônica (Garg et al., 2003).  

A metodologia de microarray tem sido ainda utilizada no estudo de genes 

diferencialmente expressos envolvidos no fenótipo de resistência a drogas em Leishmania 

(Guimond et al.,2003) e Candida albicans (Barker et al., 2004). 
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Figura 3: Esquema da metodologia de microarray. Fonte: Duggan, DJ et al. Nature Genetics 21 

(1999) 
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Diante disso, utilizando um biochip de cDNA de T. cruzi construído por Krieger et al., 

(2003) (dados não publicados), nosso grupo realizou experimentos de hibridização competitiva 

com amostras de RNA total extraídas das populações de T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. 

Neste projeto selecionamos um gene que foi menos expresso nos parasitos resistentes ao BZ, 

para investigarmos o possível papel biológico desempenhado por ele no fenótipo de resistência 

do T. cruzi a drogas. Esse gene apresentou homologia significativa com a seqüência da enzima 

álcool desidrogenase (ADH) do T. cruzi depositada em banco de dados (GenBank, número de 

acesso: XP_819264). 

 

1.8- As álcool desidrogenases 

 

As interconversões de álcoois, aldeídos e cetonas são processos essenciais em 

procariotos e eucariotos. As oxidoredutases são enzimas responsáveis por essas reações, sendo a 

enzima álcool desidrogenase (ADH) pertencente a um grupo de enzimas que catalisam a 

oxidação reversível de etanol a acetaldeído, com conseqüente redução de NAD (Reid et al., 

1994). Essas reações resultam na produção principalmente de álcoois e cofatores oxidados como 

NAD+. Esse processo ocorre durante a fermentação de bactérias anaeróbicas e leveduras, onde a 

regeneração de NAD+ é essencial para o metabolismo e crescimento desses organismos. ADHs 

também possuem importância industrial, por participarem da produção de álcool e solventes 

orgânicos (Clark, 1989).  

Essas enzimas podem ser classificadas em três principais categorias: NAD(P)-

dependente ADH, NAD(P)-independente ADH e FAD- dependente álcool oxidases. As 

NAD(P)-dependentes ADHs são as melhores caracterizadas. Elas podem ainda serem divididas 

em três grupos estruturalmente e cataliticamente diferentes: grupo I, ADH de cadeia longa 

dependente de zinco; grupo II, ADH de cadeia curta independente de zinco e grupo III, ADH 

ativada por ferro (Jörnvall et al., 1987).  

Diferentes ADHs do tipo I  são encontradas em vários organismos e elas existem nas 

formas dimérica e tetramérica, representadas pela ADH de fígado de cavalo (HLADH) e ADH 

de Saccharomyces cerevisiae (SADHI) respectivamente. Entretanto, somente a estrutura 

terciária da HLADH é bem conhecida neste grupo (Eklund et al., 1974, 1976, 1981). Outras 

proteínas como as treonina desidrogenases e sorbitol desidrogenases estão relacionadas a ADH I 

por apresentarem identidade de seqüência e similaridades estruturais e funcionais (Aronson et 

al., 1989; Jörnvall et al., 1981; Eklund et al., 1985; Jeffery and Jörnvall, 1988; Karlsson et al., 

1991).   
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As ADHs I podem oxidar uma variedade de álcoois primários, alguns álcoois 

aromáticos, vitaminas A e etanediol. O mecanismo de ação da HLADH é o melhor estudado. A 

oxidação do etanol resulta na redução de coenzimas e na liberação de prótons na solução. O 

átomo de zinco é essencial para a estabilização e orientação do álcool durante a oxidação 

(Eklund et al., 1976) 

O grupo II das ADH é representado pelas álcool desidrogenases de Drosophila spp. Elas 

foram primeiramente isoladas de procariotos, mas atualmente sabe-se que existem ADHs II no 

fígado e na placenta de mamíferos e em outros tecidos (Marks et al., 1992).  A enzima ADH II 

ativa é encontrada nas formas diméricas ou tetraméricas e não há evidências de que elas 

necessitem de algum metal para a sua atividade (Peltoketo et al., 1988). 

As álcool desidrogenases ferro-dependentes ou ADHs III estão presentes em vários 

organismos como E. coli (AdhE) e Clostridium perfringens, como também em protozoários 

patógenos. A primeira enzima deste grupo a ser sequenciada foi a adhB de Zimomonas mobilis 

(ZMADHII) (Conway et al., 1987). É importante ressaltar ainda que a ausência dessa enzima 

em vertebrados faz com que sejam um alvo atrativo para a quimioterapia antimicrobiana (Chen 

et al., 2004). Echave et al., (2003) observaram que essa enzima ADH de E. coli (AdhE) possui 

um importante papel de proteção contra o estresse oxidativo. Os autores mostraram que quando 

o gene da AdhE foi deletado do genoma dos parasitos, as células não cresceram  e apresentaram 

defeitos na divisão celular. Tamarati et al.,  (1998) observaram um aumento na síntese da AdhE 

quando a bactéria E. coli, em condições anaeróbicas de crescimento, era exposta ao peróxido de 

hidrogênio. 

Em Entamoeba histolytica são conhecidos três ADHs (EhADH1, EhADH2 e EhADH3).  

Todas as três pertencem ao grupo das ADHs ativadas por ferro. E. histolytica não possui 

mitocôndria e sua obtenção de energia se dá através da fermentação da glicose, produzindo CO2, 

acetato e etanol como produtos finais. As ADHs desse protozoário são enzimas que possuem 

importante papel nessa via de obtenção de energia. Kumar e colaboradores (1992) 

demonstraram que as enzimas envolvidas na fermentação da glicose são importantes alvos para 

o desenvolvimento de novas drogas contra a amebíase. Diante disso, os autores caracterizaram o 

gene EhADH1 e mostraram que esse gene é simples cópia e codifica uma proteína de 39 kDa.  

Espinosa et al., (2004) mostraram que os compostos cicloalkanóis ciclopropil (CPC) e ciclobutil 

(CBC) inibem o crescimento dos trofozoítos de Entamoeba. Os autores sugeriram que esses 

compostos bloqueiam o metabolismo fermentativo por inibirem a enzima EhADH2. Diante 

disso, essa enzima é também essencial para o crescimento e sobrevida de E. histolytica, 

podendo ser um novo alvo para drogas contra a amebíase.  
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Niño et al., (2003) mostraram que a AdhE está presente em Giardia lamblia auxiliando 

no metabolismo do piruvato. Os autores demonstraram que essa enzima é importante na 

transformação de cistos em trofozoítos, processo este fundamental na infecção da Giardia no 

hospedeiro humano. Em Trichomonas vaginalis, a enzima AdhE participa de um sistema de 

transporte de elétrons, sendo capaz de mediar a  redução da droga metronidazol, levando a sua 

ativação (Rasoloson et al., 2002). 

Poucas ADHs tem sido descritas em tripanosomatídeos. Molinas et al., (2003) 

purificaram e caracterizaram uma ADH mitocondrial de Phytomonas, um tripanosomatídeo 

isolado da planta Euphorbia characias. Esta foi a primeira ADH caracterizada em 

tripanosomatídeos e pouco se sabe sobre seu papel fisiológico e funcional em Phytomonas. 

Em Leishmania, o gene da ADH ainda não foi caracterizado, apesar de sua seqüência já 

ter sido depositada em banco de dados (L. major (LmjF30.2090), L. infantum (LinJ30.2440) e L. 

braziliensis (LbrM30 v2.2040). Em T. brucei a seqüência do gene da ADH ainda não foi 

depositada no banco de dados. 

Arauzo et al., (1989) descreveram uma NADP-aldeído-redutase de T. cruzi, a qual 

utiliza álcoois n-propil como substratos preferenciais. Entretanto, com o recente sequenciamento 

do genoma desse parasito, a sequência correspondente ao gene da álcool desidrogenase foi 

depositada no banco de dados (El-Sayed et al., 2005). Diante disso, sabe-se que em T. cruzi a 

enzima TcADH apresenta o íon ferro na sua estrutura, pertencendo ao grupo III das ADHs. 

Nosso trabalho descreve pela primeira vez a caracterização do gene TcADH que codifica a 

enzima álcool desidrogenase em T. cruzi.  

Nesse trabalho, inicialmente realizamos uma análise filogenética comparando a ADH do 

T. cruzi com outros organismos e fizemos ensaios da atividade enzimática da TcADH nas 

populações sensíveis e resistentes ao BZ. Posteriormente avaliamos os níveis de expressão da 

proteína TcADH e fizemos ensaios de imunolocalização dessa enzima no parasito.  Finalmente 

investigamos os níveis de mRNA do gene TcADH, número de cópias bem como sua localização 

cromossômica. 
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2- JUSTIFICATIVA 
 
  

A quimioterapia específica da doença de Chagas envolve questões importantes como: a 

baixa eficácia do tratamento de casos humanos com BZ e NFX, a considerável toxicidade desses 

compostos, a existência de cepas com resistência natural e a resistência cruzada entre o BZ e o 

NFX. Tem sido sugerido que a resistência natural do parasito a drogas pode ser um importante 

fator para explicar as baixas taxas de cura detectadas em pacientes chagásicos. As alterações 

bioquímicas e o mecanismo molecular pelo qual os parasitos tornam-se resistentes ou susceptíveis 

a drogas são ainda muito pouco conhecidos. 

Nosso grupo vem trabalhando há alguns anos em projetos de pesquisa relacionados com a 

quimioterapia experimental da Doença de Chagas. Em um estudo prévio realizado em nosso 

laboratório, Murta et al., (2001) investigaram o papel da fosfoglicoproteína de membrana (PGP) na 

resistência do T. cruzi a drogas. Essa proteína está associada com resistência a drogas em muitos 

organismos, por aumentar o efluxo da droga para fora da célula. Entretanto, os autores observaram 

que a resistência do T. cruzi a drogas não está associada com a amplificação ou a superexpressão 

dos genes PGP (Murta et al., 2001). Diante disso, os autores analisaram a expressão gênica 

diferencial nas populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ, com o objetivo de identificar 

genes associados com o fenótipo de susceptibilidade ou resistência do parasito. Utilizando a 

metodologia de microarray de DNA, os autores obtiveram vários genes diferencialmente 

expressos. O gene da álcool desidrogenase de T. cruzi (TcADH) foi selecionado como sendo 

menos expresso nos parasitos resistentes ao BZ. 

A enzima ADH pertence a um grupo de enzimas que catalisam a oxidação reversível de 

etanol a acetaldeído, com conseqüente redução de NAD (Reid et al., 1994). Poucas ADHs tem sido 

descritas em tripanosomatídeos. A primeira caracterização da ADH nesses organismos foi feita por 

Molinas et al., (2003), que isolou e caracterizou uma isopropil ADH (iPDH) mitocondrial de 

Phytomonas, um tripanosomatídeo isolado da planta Euphorbia characias. Outros estudos 

mostraram que em Trichomonas vaginalis a enzima ADH participa de um sistema de transporte de 

elétrons, sendo capaz de mediar a redução da droga metronidazol, levando a sua ativação 

(Rasoloson et al., 2002). Entretanto, o envolvimento da enzima ADH no fenótipo de resistência do 

T. cruzi a drogas ainda não foi descrito. Neste projeto estamos caracterizando pela primeira vez o 

gene que codifica a enzima ADH de T. cruzi.  
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3- OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar o gene TcADH que codifica a enzima álcool desidrogenase (TcADH)  em cepas do 

Trypanosoma cruzi  sensíveis e resistentes ao benzonidazol. 

 

3.1- Objetivos específicos 

 

- Comparar a ADH de T. cruzi com a de outros organismos através de alinhamentos de 

seqüências e análises filogenéticas. 

- Determinar a atividade enzimática da ADH bem como a de outras oxidoredutases nas 

populações de T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. 

- Produzir a proteína TcADH recombinante para geração de anticorpo policlonal. 

- Avaliar o nível de expressão da proteína TcADH em cepas do Trypanosoma cruzi sensíveis e 

resistentes ao BZ. 

- Determinar a localização celular da TcADH nas formas epimastigotas de T. cruzi. 

- Avaliar o nível de mRNA do gene TcADH em populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao 

BZ. 

- Determinar o número de cópias desse gene nas populações do T. cruzi. 
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4- METODOLOGIA 

 

 

4.1- Identificação da ADH de Trypanosoma cruzi e alinhamento de seqüências 

  

 A partir das seqüências nucleotídicas (XM_814171) e peptídicas (XP_819264 e 

XP_821876) da ADH do T. cruzi depositadas no banco de dados GenBank, foram identificados 

genes ortólogos em L. major (LmjF30.2090), L. infantum (LinJ30.2440) e L. braziliensis 

(LbrM30 v2.2040). Além destas, seqüências peptídicas de álcool desidrogenases foram 

selecionadas de Candida albicans (EAK99442), Chromobacterium violaceum (NP 902398), 

Clostridium perfringens (NP_561365), Drosophila melanogaster (NP_477209), Entamoeba 

histolytica (XP_652262), Escherichia coli (NP 756272), Giardia lamblia (XP_770830), 

Shewanella amazonensis (ZP_00585549) e Trichomonas vaginalis (AAO21494). As 

seqüências foram comparadas utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) e WU-BLAST do Instituto 

de Pesquisa Genômica (TIGR). Foram comparadas as seqüências nucleotídicas (BLASTX) e 

peptídicas (BLASTP) da TcADH com seqüências não redundantes de proteínas depositadas no 

GenBank e nos bancos de dados de Leishmania do Genedb (www.genedb.org). As Álcool 

desidrogenases de algumas espécies apresentam baixa similaridade com a TcADH e foram 

selecionadas por pesquisa direta no banco de dados GenBank. As seqüências obtidas foram 

alinhadas utilizando o programa Clustal X (Thompson et al., 1997) e a árvore filogenética foi 

construída utilizando o programa MEGA 3 (Kumar et al., 2004)  

 

4.2- Cepas do Trypanosoma cruzi 

 

As onze cepas do T. cruzi utilizadas nesse estudo estão listadas na tabela 1. Utilizamos 

uma população do T. cruzi com resistência selecionada in vivo ao benzonidazol (BZR) e seu 

par sensível (BZS) (Murta e Romanha, 1998) e um par de cepas (17LER/17WTS) com 

resistência induzida in vitro ao benzonidazol (Nirdé et al.,1995). As outras cepas utilizadas 

nesse estudo foram previamente caracterizadas de acordo com a susceptibilidade in vivo ao BZ 

(Filardi et al., 1987), sendo cinco sensíveis ao BZ (Quaraizinho, Berenice, Ernane, Buriti e CL-

Brener) e duas naturalmente resistentes (Yuyu e VL-10). 
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Tabela 1 

Populações e clones do Trypanosoma cruzi utilizadas neste trabalho. 

 

T. cruzi Origem Hospedeiro Susa Zimb Localização cromossômica  

do TcADH (Kb)  

17 WTS Mex Triatomíneo S 1 1890; 1120 

17 LER Mex Triatomíneo R 1 1890; 1120 

Yuyu BA Triatoma infestans R 1 1270; 1540 

Quaraizinho RGS Triatoma infestans S 1 1110 

BZS população SP Caso agudo humano S 2 1420 

BZR população SP Caso agudo humano R 2 1420 

Berenice MG Caso crônico humano S 2 1420 

Ernane GO Caso crônico humano S 2 1120; 1230 

VL-10 MG Caso crônico humano R 2 1270 

Buriti RGS Triatoma infestans S B 1270;1540 

CL Brener RGS Triatoma infestans S B 1270;1540 

 

1- Origem das cepas: Mex- Mexico; SP- São Paulo; BA- Bahia; SC- Santa Catarina; Arg- 

Argentina; GO- Goiás; RGS- Rio Grande do Sul; Col- Colombia; MG- Minas Gerais; SP, BA, SC, 

GO, RGS and MG are different states of Brazil;  

2- Susceptibilidade, in vivo das cepas de T. cruzi a droga (Filardi & Brener, 1987): S, sensível; R, 

resistente;  

3- Zimodema das cepas de T. cruzi (Murta et al., 1998) 

ND- não determinado; 

F.A- Fase aguda e F.C- Fase crônica. 
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Todas as cepas do T. cruzi foram previamente classificadas como zimodemas Z1, Z2 e 

ZB de acordo com seus perfis isoenzimáticos (Murta et al., 1998).  

Estas cepas foram cultivadas em meio LIT para obtenção de massa dos parasitos. Os 

parasitos em fase exponencial de crescimento foram centrifugados e lavados duas vezes com 

PBS. A massa de parasitos (109) foi congelada a -70º C e submetida à extração de DNA, RNA 

ou proteína. 

 

4.3- Ensaio da atividade das oxidoredutases do T. cruzi.  

  

A atividade da TcADH, bem como de outras oxidoredutases presentes no extrato 

protéico total do T. cruzi, foi determinada principalmente pela capacidade da enzima ADH em 

reduzir o NAD+ em NADH. O ensaio foi realizado conforme descrito por Arauzo et al., 1988 

com algumas modificações. Resumidamente, o ensaio foi realizado em placa de 96 poços, cada 

poço contendo: 50 mM de tampão glicina/NaOH, pH 9,5; 0,2 mM de NAD+; 0,1 M de etanol e 

60 g de extratos protéicos das populações do T. cruzi 17WTS, 17LER, BZS e BZR eluídos 

em água ddw, em um volume final de 200 μl. A leitura foi realizada a intervalos de 5, 10, 20 e 

30 minutos em leitor de ELISA (Molecular Device, Versamax tunable microplate reader) a 340 

nm. Como controle foram utilizados poços contendo PBS 1X substituindo os extratos 

protéicos. Cada amostra foi testada em triplicata e os resultados apresentados correspondem à 

média de pelo menos três ensaios independentes. A atividade enzimática da TcADH (expressa 

em unidades) nas amostras foi calculada utilizando uma curva-padrão construída a partir de 

diluições seriadas da enzima ADH de levedura purificada (Sigma, 6mg/ml). 

4.4- Preparo de bactérias cálcio-competentes 

 As bactérias E. coli da linhagem Top10F’ e BL-21 foram preparadas para a 

transformação por choque térmico. Uma colônia de bactéria foi colocada em 50mL de meio LB 

por 12h a 37ºC sob agitação. Desta cultura saturada, 1 mL de células foi incubado em 100 mL 

de meio LB, a 37ºC sob agitação por 2 ou 3 horas. O crescimento das bactérias foi monitorado 

através de medidas espectrofotométricas, até ser atingida a absorbância OD600 0,4 a 0,7nm. 

Atingindo este crescimento as bactérias foram incubadas no gelo por 10 min e posteriormente 

centrifugadas a 6500 xg a 4ºC por 7 min. O sedimento foi ressuspendido em 50 mL de CaCl2 

100 mM / HEPES 10mM pH 7,0 e centrifugado a 6000 xg por 7 min. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento ressuspendido e lavado novamente com 100 mM CaCl2 / 10 mM 
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HEPES pH 7,0 / Glicerol 10%. Após a lavagem a mistura foi incubada a 4ºC por 2h. As células 

foram aliquotadas (100 μL/tubo) e armazenadas a -70ºC. 

4.5- Clonagem e expressão da proteína recombinante  

 Para a clonagem do gene TcADH do T. cruzi
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4.6- Eletroforese de proteína em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

  

 Para verificar a eficiência da expressão da proteína recombinante, foi feita uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida. Inicialmente foi preparado um gel a partir da mistura de 

0,8% de N,N’-metileno-bis-acrilamida e 30% de acrilamida (p/v). O gel de separação (12%) 

foi feito adicionando-se a esta mistura TRIS-HCl pH 8,8 e SDS (Duodecil Sulfato de Sódio) 

nas concentrações finais de 0,375 M e 0,01% respectivamente. O gel foi polimerizado pela 

adição de Persulfato de amônio a 10% em água destilada (0,5% v/v) e TEMED (N,N,N’,N’ –

tetrametil-etilenodiamina 0,05% v/v. O gel de concentração (4% de acrilamida), foi preparado 

como descrito anteriormente para o gel de separação, utilizando-se porém tampão TRIS-HCl 

pH 6,8 na concentração final de 0,125 M. 

Para a eletroforese, as amostras foram ressuspendidas em tampão de amostra (SDS 2%, 

TRIS-HCl 65 mM pH 6,8 azul de bromo fenol 0,05%, 2-mercaptoetanol 5,0% e glicerol 10%), 

fervidas em banho Maria por 5 minutos e aplicadas às canaletas do gel de concentração. A 

eletroforese foi realizada a 50V para o gel de concentração e a 120 V para o gel de separação, 

sendo a corrida acompanhada pelo azul de bromofenol presente no tampão da amostra. O 

tampão de corrida continha 25mM de TRIS-HCl, 192 mM de glicina e o,1% de SDS em PH 

8,3. Após a eletroforese, o gel foi corado durante 4 horas pelo azul de Coomassie (Azul de 

Coomassie brilhante R-250 0,1%, metanol 40% e ácido acético 10%) à temperatura ambiente e 

em seguida descorado com várias trocas de solução descorante (metanol 40% e ácido acético 

10%) até o fundo do gel se tornar incolor. 

4.7- Teste de solubilidade da proteína recombinante TcADH 

4.7.1 - Solubilização de proteínas sem sarcosil 

 Um volume de 40 mL de cultura de bactérias induzidas com IPTG foi centrifugado a 

4000 xg por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de PBS 1X pH 8,0, acrescido de 

100 g/mL de lizosima e incubado no gelo durante 15 min. Posteriormente, foi adicionado na 

solução 1 mM de PMSF e 5 mM de DTT (dithiothreitol). A amostra foi homogeneizada e 

sonicada (3X por 15 segundos  com pulso 5,0/3,0 em 30% amplitude). Após a sonicação, a 

mistura foi passada 20X pela seringa de 5mL. Em seguida a amostra foi centrifugada a 8000xg 

durante 10min a 4ºC. O sobrenadante e o sedimento foram coletados para análise em gel SDS-

PAGE.  
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4.7.2 - Extração de proteínas recombinantes insolúveis com sarcosil  

 As bactérias induzidas com IPTG totalizando um volume de 50 mL, foram 

centrifugadas à 4000xg por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS 1X pH 

8.0, acrescido de 1 mM de PMSF e 20 g/mL de lizosima e incubado no gelo por 15 min. A 
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 A dosagem da proteína recombinante rTcADH e das proteínas totais do T. cruzi foi 

realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando uma placa de ELISA com 96 

poços. Uma curva-padrão foi feita com a albumina de soro bovino (BSA), em triplicatas nas 

seguintes concentrações: 0.4; 0.8; 1.2 e 1.6 μg de BSA por poço. Para a dosagem da proteína 

rTcADH, foram utilizados os volumes de 1μl, 5μl e 10μl da proteína concentrada. Enquanto 

que para a dosagem das proteínas totais do T. cruzi (extraídas conforme item 3.20), foram 

utilizados os volumes de 0,2μl, 1μl e 2 l da proteína concentrada. Na placa, pipetamos 20μL 

das amostras diluídas em PBS e 180μl do reagente de Bradford (100mg Coomassie Brilhant 

Blue G 250; 50mL etanol 95% e 100mL ácido fosfórico 85%). A placa foi mantida à 

temperatura ambiente durante 5 min e posteriormente submetida à leitura a 595nm em um 

leitor de ELISA (BIO-RAD). A concentração das proteínas foi calculada com base na curva-

padrão da BSA. 

4.11- Obtenção de anticorpo policlonal anti-proteína rTcADH  

 Para produção de soro policlonal, a proteína recombinante TcADH foi inoculada em 

coelhos (New Zeland White rabbits) provenientes da fazenda da UFMG em Igarapé. Os 

coelhos receberam 3 injeções subcutâneas nos dias 0, 7 e 21, contendo 300μg das proteínas e 
1/5 do volume de adjuvante de Freund (SIGMA). No primeiro dia de injeção utilizamos o 

adjuvante completo de Freund e nos dias subseqüentes o adjuvante incompleto de Freund 

(SIGMA). Em nossos experimentos utilizamos três coelhos: um inoculado apenas com o 

adjuvante, outro com a proteína e o adjuvante e um terceiro imunizado apenas com a GST, 

para servir como controle, uma vez que a proteína TcADH está fusionada a GST de S. 

japonicum. O soro foi obtido 15 e 30 dias após a última imunização.  Antes das imunizações, 

5mL de sangue dos coelhos foi coletado para servir como controle pré-imune. No primeiro dia 

de inoculação foi utilizado o adjuvante completo de Freund e nos dias subseqüentes o 

adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). O sangue foi coletado 15 e 30 dias após a última 

inoculação. Após coagulação, o sangue foi centrifugado a 6000xg durante 5min à 4ºC e o soro 

aliquotado armazenado a -20ºC. 

 

 

 

4.12- Extração de proteínas totais 
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As formas epimastigotas das cepas do T. cruzi sensíveis e resistentes ao benzonidazol 

foram cultivadas em meio Liver Infusion Triptose (LIT), lavadas em PBS e congeladas a –

70oC. Ao sedimento obtido, foi adicionado 0,3 ml de tampão de lise contendo (50 mM de 

NaCl, 20 mM TRIS-HCl pH 8,0 e 1% de detergente NONIDET P-40) acrescido de 3 l de 

uma solução estoque de coquetel de inibidores de proteases (PMSF 44,2 mg/ml, Pepstatina 68, 

6 g/ml, TPCK 2,0 mg/ml e TLCK 0,5 mg/ml) e homogeneizados com uma micropipeta 

automática. A lise dos parasitas foi monitorada ao microscópio óptico. Os homogenatos foram 

centrifugados a 45000g por 1 hora a 4°C e o sobrenadante, extrato protéico solúvel, aliquotado 

e armazenado a –70°C.  

 

4.13- Western blot 

   

 A análise da expressão da proteína TcADH no parasito foi feita por Western blot, 

utilizando soro de coelho imunizado com a proteína rTcADH. O perfil das proteínas totais foi 

resolvido por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 10% (Laemmli, 1970). 

Posteriormente, as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Towbin et 

al., 1979) a 100V por 2h no gelo em tampão de transferência (25 mM Tris; 192 mM Glicina; 

Metanol 20%; pH 8,3).  

 Após a transferência, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de 

leite em pó desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 3x de 5 min. Em seguida foram 

incubadas com o soro de coelho imunizado com a proteína recombinante rTcADH diluído a 

1:5000 à temperatura ambiente por 1h. As membranas foram lavadas e incubadas por 1h com o 

conjugado anti-IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina, diluído a 1:5000 (Promega). 

Depois de lavadas, as membranas foram reveladas com 100μl dos substratos 5-bromo-4-

chloro-3-indolyphosphate (BCIP) e nitro blue tetrazolium (NBT), respectivamente, em tampão 

fosfatase alcalina (AP), de acordo com o protocolo do fabricante (Bio-Rad).  

4.14- Análise Densitométrica  

 A análise densitométrica da intensidade das bandas do gene e da proteína TcADH 

visualizadas nos ensaios de Northern blot, Southern blot e Western blot foi realizada através do 

aparelho ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech), utilizando o programa “ImageMaster VDS 

software”. A imagem foi capturada pelo aparelho VDS e as análises realizadas pelo programa, 

sendo que foi considerado como significativo os valores de densidade ótica das bandas 

superiores a 1,5. 
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4.15- Ensaios de imunolocalização por microscopia confocal 

  

 Formas epimastigotas do T. cruzi foram transferidas para tubos estéreis. A obtenção dos 

pellets de parasitos se deu por centrifugação a 500g. O sobrenadante foi removido e os 

parasitos ressuspendidos e fixados em paraformaldeido a 4% diluído em PBS. Os parasitos 

foram lavados e fixados em lâminas de imunofluorescência. As lâminas foram incubadas com 

solução de PGSN (PBS contendo 0,2% de gelatina (Sigma), 0,1% de saponina (Sigma) e 0,1% 

de azido de sódio) por 1h. Em seguida, as amostras foram incubadas com o soro de coelho 

imunizado com a proteína recombinante  rTcADH diluído a 1:50, à temperatura ambiente por 

1h. Depois de lavadas três vezes com PBS, as lâminas foram incubadas com o conjugado CY3 

(Sigma) diluído a 1:40 e 10 μM  de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) 

para visualizar o núcleo. Após 1h de incubação, as amostras foram novamente lavadas três 

vezes com PBS, e as lâminas foram montadas com 0,1 M Tris–HCl (pH 8.8)- glicerol contendo 

0,1% p-fenilenediamina para evitar a perda da fluorescência. As lâminas foram então 

visualizadas no microscópio confocal (Bio-Rad 1024UV) utilizando uma objetiva de imersão 

de 1,2 NA 40· As imagens foram processadas nos programas Image-J 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) e Adobe Photoshop. 

 

4.16- Extração de RNA total 

 

O RNA total das diferentes cepas do T. cruzi foi extraído com TRIZOL de acordo com 

o protocolo do fabricante (INVITROGEN). O sedimento de parasitos (cerca de 1x109 

epimastigotas) foi ressuspendido no TRIZOL (vol/vol). Após adição de 200μl de clorofórmio, 

a suspensão foi homogeneizada e incubada por 15 min no gelo e posteriormente centrifugada a 

12.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para outro tubo 

contendo o mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -20oC por 12-18h. O RNA assim 

precipitado foi então lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em água autoclavada, estéril e 

livre de RNAse. A concentração do RNA total foi determinada por espectrofotômetro 

considerando 1 unidade de absorbância 260nm = 40 μg/ml. 

 

 

4.17- Extração de DNA 
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 O sedimento de epimastigotas das populações sensíveis e resistentes foi ressuspendido 

em tampão de extração contendo 50mM de Tris-HCl, 50mM EDTA, 100 mM de NaCl e 0,5% 

de SDS, pH 8,0 e incubado com 100 g/mL de proteínase K por 12h a 37°C. Posteriormente, o 

DNA foi extraído com fenol, fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 1:1:24 e clorofórmio/álcool 

isoamílico 1:24 e precipitado pela adição de 3 volumes de etanol 100% e acetato de sódio 0,3M 

a 20°C por 12h. O DNA foi então lavado 2X com etanol 70% e ressuspendido em 100 l de 

tampão TE (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0). A concentração do DNA obtido foi 

determinada por espectofotômetro considerando 1 unidade de absorbância 260 nm = 50 

g/mL.  

 

4.18- Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

  

A reação de PCR foi utilizada para amplificação do fragmento do gene TcADH 

utilizado para vários ensaios. Para o preparo das sondas e PCR de colônia utilizamos os 

seguintes iniciadores: TcADH foward:  5' CGCGGATCCCCATGTTTCGCTTCTCACGCCC 

3'; e TcADH reverse: 5' CCGGAATTCTACATTGACTCACGGTAGAT 3'. Ambos 

iniciadores foram desenhados a partir da seqüência completa de nucleotídeos depositada no 

GeneBank (número de acesso XP_819264). O tamanho esperado do fragmento era de 1220 pb. 

 Para cada reação de PCR em um volume final de 10 l, utilizamos os seguintes 

reagentes: tampão de reação 1X (50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2 e 10 mM de Tris-HCl pH 8,5), 

200 mM de cada um dos desoxiribonucleotídeos (dNTPs), 10 moles de cada iniciador 

específico, 1 ng de DNA do T. cruzi, 0,5 unidades de Taq DNA polimerase (INVITROGEN) e 

água deionizada e bidestilada qsp (10 l) 

A reação foi submetida à amplificação no termociclador (Perkin Elmer ) com o 

seguinte programa: desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguidos de 30 ciclos de três etapas 

(desnaturação a 95°C por 1 min, anelamento 65 °C por 1 min e extensão a 72°C por 1 min). 

Após os 30 ciclos foi feita uma extensão final por 5 min a 72°C. 

 

4.19-  Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida  
  

Após a PCR, para a visualização dos produtos amplificados, 3μl da amostra foram 

ressuspendidos em volume igual de tampão de amostra 2x (0,08% de azul de bromofenol, 

0,08% de xileno cianol e 10% de ficol) e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 

4% em sistema de minigel a 100V por 40 minutos. Em seguida, os géis foram fixados em uma 

solução de etanol 10% e ácido acético 0,5% durante 10 minutos sob agitação branda, corados 
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com 0,2% de nitrato de prata durante 10 minutos, lavados por 2 minutos em água deionizada e 

revelados com 0,75 M de NaOH e 0,1 M de formaldeído por 10 minutos sob agitação branda. 

Como padrão de peso molecular foi utilizado o DNA do bacteriófago X174 digerido com a 

enzima de restrição HaeIII.  

 

4.20- Purificação de produto de PCR 
  

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados em colunas QIAquick spin 

(QIAGEN) utilizando microcentrífuga, de acordo com o protocolo da fabricante (Kit 

purificação QIAquick -QIAGEN). O DNA de interesse permaneceu ligado na coluna 

QIAquick spin e os outros componentes da reação de PCR (magnésio, tampão de reação e 

outros) foram lavados com tampão. Posteriormente, o DNA foi eluido da coluna com 50μl de 

água deionizada aquecida a 95°C por 2 minutos. 

    

4.21- RT-PCR quantitativo em tempo real 

  
O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar o nível de mRNA e 

número de cópias do gene TcADH em cepas do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ.  

 Para quantificação do mRNA, foi feita primeiramente uma RT-PCR. Para a síntese da 

primeira fita de cDNA foi preparado um mix nas seguintes condições: 2 μg de RNA total, 0,5 

mM de oligo d(T), 1X tampão RT, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTP, 40 U RNase e 200 U de 

transcriptase reversa Superscript II, em um volume final de 20 μl. Todos os reagentes usados 

foram obtidos da Invitrogen (Carlsbald, CA). A reação do cDNA foi incubada a 42ºC por 60 

min. Após a síntese da primeira fita, a reação foi inativada a 70ºC por 20 min, e o cDNA foi 

diluído 15X em água deionizada. 

 A amplificação foi realizada pelo sistema de detecção da Seqüência Gene-Amp 5700 

(PE Applied Biosystems). Os iniciadores foram desenhados a partir da seqüência completa de 

nucleotídeos do gene TcADH depositada no banco de dados (número de acesso no GenBank 

XP_819264): RT TcADH senso 5’ GCAAGAATCTTGTGGCACGAG 3’ e RT TcADH 

antisenso 5’ AAGCTGATGAGCCATTGCG 3’. Esse par de iniciadores gerou um fragmento 

de 107 pb. O gene constitutivo unicópia hipoxantina guanina fosforribosil transferase do T. 

cruzi (TcHGPRT) foi usado para normalizar a quantidade de amostra analisada. O iniciador 

TcHGPRT1 senso: 5’ CTACAAGGGAAAGGGTCTGC 3’, e o iniciador TcHGPRT2 

antisenso: 5’ ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3’, foram desenhados a partir da seqüência 
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completa de nucleotídeos do gene (número de acesso no GenBank, L07486). As reações foram 

preparadas contendo 10 pmoles de cada iniciador, tampão 1X SYBR GREEN (Applied 

Biosystems), 25 mM MgCl2, 200 μM dNTP, 1 U AmpliTaq Gold DNA polymerase, 5 μl de 

DNA diluído 15X e água deionizada para completar o volume final da reação de 25 μl.  

 O programa de amplificação foi realizado nas seguintes etapas: 95ºC por 10 min e 40 

ciclos de desnaturação a 95ºC por 15 seg, e o anelamento/extensão a 60ºC por 1 min. Curvas 

padrão foram utilizadas para cada experimento utilizando quantidades conhecidas dos 

plasmídeos (TOPO PCR 2.1-Invitrogen) contendo os genes de interesse clonados TcADH e 

TcHGPRT. Utilizamos diluições ao décimo desses plasmídeos (TcADH  108-105  moléculas e 

TcHGPRT 109-106 moléculas).  

 O número de cópias do mRNA e DNA foram obtidas através do programa “Sequence 

Detection System” (Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociação, a 

intensidade de fluorescência da amostra a cada ciclo e quantificar o número de cópias 

conforme a curva padrão. 

 

4.22- Análises de Northern blot 
  

O RNA das diferentes cepas do T. cruzi foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose-formaldeído e transferido para uma membrana de náilon. Inicialmente, foi preparado 

um gel de agarose 1% (Sigma, St Louis, MO, E.U.A) em tampão MOPS 1X (0,04M MOPS, 1 

mM EDTA, 5 mM acetato de sódio pH 7,0) contendo 7,7% de formaldeído. As amostras 

contendo de 10 a 20 μg de RNA foram aplicadas nas canaletas do gel e submetidas à 

eletroforese 20V por 4h em tampão MOPS 1X acrescido de formaldeído 18,7% (vol/vol). O 

gel contendo as amostras foi transferido para membrana de náilon por capilaridade, durante 

12h, usando tampão SSC 10X concentrado. Posteriormente, as membranas foram hibridizadas 

com a sonda do gene TcADH marcada com fósforo radioativo (32P), segundo protocolo 

descrito por Dos Santos & Buck (1999).  

 

4.23- Eleltroforese de Pulso alternado- PFGE 

 

A metodologia PFGE foi utilizada para localizar o gene TcADH nos cromossomas do T. 

cruzi. Inicialmente, para a preparação dos blocos, os parasitas (~2x108) foram lavados em 

solução salina 0,9% e ressuspendidos em solução de PSG (NaCl 130mM, Na2HPO4 142mM, 

NaH2PO4 8mM e glicose 2%). Posteriormente foi adicionado 1% de agarose de baixo ponto de 
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fusão e a solução foi transferida para o molde de acrílico. Após a solidificação, os blocos foram 

incubados com a solução de lise (sarcosil 3%, Proteinase K 1mg/ml e EDTA 500mM pH 8,0) 

por 48h a 50oC. Em seguida os blocos foram estocados em solução de EDTA 500mM a 4oC até 

o uso. A eletroforese de pulso alternado foi realizada utilizando o aparelho “gene navigatorTM 

system” (Pharmacia). Os blocos contendo as amostras foram colocados nos poços do gel de 

agarose à 1% em tampão TBE 1X. A corrida eletroforética foi realizada com uma voltagem 

constante (180V) a 9oC. Conforme as condições padronizadas no laboratório foram aplicados 

pulsos homogêneos (N/S, L/O) de 70 seg por 15h, 90 seg por 24h, 200 seg por 15h e 400 seg 

por 15h, sem interpolação. O gel foi corado com brometo de etídio (1μg/ml) e submetido a 

desnaturação ácida, básica e neutralização. Posteriormente o DNA foi transferido para 

membrana de náilon (Maniatis, 1989) e submetido aos ensaios de hibridização.  

 

4.24- Sondas e ensaios de hibridização 

 

As sondas utilizadas nos ensaios de northern e southern blot foram preparadas a partir 

da amplificação por PCR do DNA da cepa 17WTS do T. cruzi com os iniciadores específicos 

para o gene da TcADH (TcADH foward:  5' 

CGCGGATCCCCATGTTTCGCTTCTCACGCCC 3'; e TcADH reverse: 5' 

CCGGAATTCTACATTGACTCACGGTAGAT 3'). Após a amplificação, os produtos da 

PCR foram precipitados e purificados com fenol: clorofórmio e marcados com [32P] dCTP 

conforme protocolo descrito por Feingberg & Vogelstein (1983). Pré-hibridização e 

hibridização das membranas foram feitas em 15 ml da solução constituída por 1% BSA, 500 

mM NaH2PO4, 1 mM EDTA e 7% SDS (Church & Gilbert, 1984). A pré- hibridização foi 

realizada à 600 C durante 2 horas. Após a adição da sonda nesta solução, a membrana foi 

hibridizada durante 14h a 650C. Após a hibridização, as membranas foram lavadas 4 vezes 

com 2 X SSC (SSC 150mM NaCl, 15mM citrato de sódio) e 0,1% SDS a temperatura 

ambiente. Após a lavagem a membrana foi exposta ao filme de raio X e incubada a –70oC. 

 
     



Resultados 
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5- RESULTADOS  

 

5.1- Identificação da ADH de Trypanosoma cruzi e alinhamento de seqüências. 

 

Inicialmente, em uma pesquisa nos bancos de dados foram encontradas 2 sequências 

peptídicas de T. cruzi que codificam a ADH (Numero de acesso do GenBank XP_819264 and 

XP_821876). O alinhamento destas seqüências mostrou que elas são 99% idênticas, apresentando 

apenas duas substituições nos aminoácidos 299 (asparagina/serina- N/S) e 347 (prolina/serina- 

P/S). Por conveniência, a seqüência com número de acesso XP_819264 foi preferencialmente 

utilizada neste trabalho. A enzima TcADH possui um único domínio “Iron-containing alcohol 

dehydrogenase”, conservado nas seqüências analisadas e que constitui quase toda a proteína (aa 17 

a 384). Na estrutura primária da TcADH não foram identificados peptídeo sinal, domínios 

transmembrana ou âncoras GPI, indicando que ela não é uma proteína de membrana. O gene da 

ADH em T. cruzi codifica uma proteína de 392 aminoácidos, com uma massa predita de 41,7 kDa. 

A Figura 4 mostra o alinhamento das seqüências peptídicas da TcADH com seqüências de álcool 

desidrogenases identificadas em 12 diferentes espécies de procariotos e eucariotos (ver 

metodologia). Dos 392 aminoácidos da TcADH, 188 (aproximadamente 48%) são conservados 

em pelo menos metade das seqüências analisadas; 69 aminoácidos (aproximadamente 18%) são 

conservados em pelo menos 75% e apenas 4 aminoácidos (aproximadamente 1%) são conservados 

em todas as espécies analisadas. A TcADH é 52% a 57% idêntica às seqüências de álcool 

desidrogenases identificadas em procariotos, porém é apenas 35% idêntica aos genes ortólogos 

identificados nas três espécies de Leishmania e 11% a 31% idêntica às ADHs identificadas nas 

demais espécies de eucariotos (tabela 2). Utilizando o programa BLAST, a TcADH foi comparada 

com seqüências de bancos de dados de outros organismos do gênero Trypanosoma, como T. 

brucei, T. congolense, T. rangeli e T. vivax, porém não foi encontrado nenhuma proteína similar 

nesses organismos. 

Uma árvore filogenética Neighbor-Joining foi construída com base nas 13 seqüências de 

álcool desidrogenases selecionadas (ver metodologia). Como pode ser visto na Figura 5, as ADHs 

de organismos procariotos e eucariotos estão agrupadas em ramos filogeneticamente distintos. 

Interessantemente, dentro do grupo dos eucariotos, é a ADH do T. cruzi a álcool desidrogenase 

filogeneticamente mais próxima das ADHs de procariotos, estando inclusive mais próxima das 

ADHs de bactérias do que das três espécies de Leishmania, seus parentes mais próximos.  
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Figura 4- Alinhamento das seqüências de aminoácidos da álcool desidrogenase. A figura 

mostra a ADH do T. cruzi alinhada com vários organismos.  O alinhamento está destacado de 

acordo com a identidade: letras brancas em fundo preto representa identidade total, letras 

brancas em fundo cinza-escuro representa 75% de identidade e letras pretas em fundo cinza-

claro representa 50% de identidade. 
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Figura 5- Árvore filogenética Neighbor-Joining das seqüências de ADH do T. cruzi e 

outros organismos com alta similaridade. Os números representam o valor de Bootstrap 

encontrados. 
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Tabela 2 

Percentual de identidade da ADH do T. cruzi (Accession Number XP_819264) com álcool 

desidrogenases identificadas em outros organismos 
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5.2- Ensaio da atividade das oxidoredutases nas populações de T. cruzi sensíveis e 

resistentes ao BZ. 

  

A atividade enzimática da TcADH, bem como de outras oxidoredutases presentes no 

extrato protéico do T. cruzi foi determinada utilizando como referência uma curva-padrão 

construída a partir de concentrações conhecidas da enzima ADH purificada. Foi observada nesta 

curva-padrão uma correlação linear entre a absorbância das amostras e a concentração da enzima 

ADH extraída de levedura (coeficiente de correlação = 0,998), dentro dos limites de concentração 

da enzima utilizados (28 a 225 unidades) (dados não mostrados). Para comparar a atividade 

enzimática em populações sensíveis e resistentes do T. cruzi, utilizamos amostras de proteínas de 

4 cepas do T. cruzi: duas populações com resistência induzida in vitro (17LER) e in vivo (BZR), 

com seus respectivos pares sensíveis (17WTS e BZS). A Figura 6 mostra a absorbância das 

amostras ao longo do ensaio. Conforme pode ser observado, a absorbância das amostras de 

proteínas do T. cruzi se encontra no intervalo de valores de absorbância da enzima ADH de 

levedura (entre 112,5 e 225 unidades). A atividade enzimática, em unidades (U), foi então 

calculada a partir da variação na absorbância das amostras no intervalo de 0 a 30 minutos. Os 

resultados obtidos foram os seguintes: 17WTS = 226 U; 17 LER = 131 U; BZS = 188 U e BZR = 

192 U. A razão entre as populações sensíveis e seus respectivos pares resistentes foi de 1,7 X para 

o par 17WTS / 17LER, e de 1,0 X para o par BZS / BZR. Por se tratar de extrato protéico total, a 

atividade enzimática acima descrita não é exclusiva da TcADH, podendo haver outras 

oxidoredutases envolvidas na reação.  

 

5.3- Clonagem e expressão da proteína recombinante TcADH 

 
Com o objetivo de investigar os níveis de expressão da proteína TcADH nas cepas do T. 

cruzi sensíveis e resistentes a drogas, inicialmente clonamos o gene TcADH e expressamos a 

proteína recombinante em bactérias. O plasmídeo utilizado para a clonagem foi o pGEX 

(Amersham), que permite a expressão da proteína recombinante em fusão com a Glutationa-S-

Transferase (GST) de Schistosoma japonicum. Essa fusão contribui para a expressão eficiente da 

proteína recombinante, pois são formados corpúsculos de inclusão que impedirão que a proteína 

associe-se à membrana das células bacterianas ou interaja com o sistema bacteriano, reduzindo 

possíveis efeitos tóxicos. Além disso, os corpúsculos de inclusão dificultam o acesso de proteases 

à proteína, aumentando os níveis de expressão (Montigny et al., 2004).  
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Figura 6- Atividade de oxidoredução da TcADH e de outras oxidoredutases do T. cruzi. 

Absorbância das amostras ao longo do ensaio de 30 minutos. 
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É importante ressaltar que a GST de S. japonicum codificada pelo vetor pGEX 

(Amersham) possui aproximadamente 29 KDa, mas pode quebrar-se liberando um fragmento de 

26 kDa (Pharmacia GST Gene Fusion System).  

 O plasmídeo pGEX e o produto de PCR do gene TcADH foram digeridos com as enzimas 

de restrição BamHI e EcoRI. Após a purificação, eles foram submetidos a reação de ligação com a 

enzima T4 DNA ligase. Posteriormente, o plasmídeo recombinante foi transferido para E. coli.  A 

clonagem foi confirmada através do PCR de colônia conforme descrito nos Materiais e Métodos. 

O PCR de colônia mostrou uma ótima eficiência da clonagem, uma vez que observamos a 

presença do fragmento de 1220 pb, correspondente a região codificante do gene TcADH, em todas 

as colônias de bactérias analisadas (dado não mostrado).  

A expressão da proteína recombinante foi realizada em E. coli, cepa BL-21 por indução a 

37°C com 5mM de IPTG, durante 6 horas. A figura 7 mostra o perfil eletroforético das proteínas 

totais de duas diferentes colônias da bactéria na presença (canaletas 2 e 3) e ausência de IPTG 

(canaleta 1). Os resultados mostram que as bactérias incubadas com IPTG expressaram a proteína 

recombinante de maneira eficiente. O polipeptídeo de aproximadamente 70 KDa mais forte 

corresponde à rTcADH (41,7 kDa) fusionada com a glutationa S transferase (29 kDa). 

 

5.4- Caracterização da proteína recombinante TcADH. 

 

5.4.1- Teste de solubilidade da proteína rTcADH. 

  

 Após expressar a proteína de forma eficiente, realizamos ensaios para verificar a 

solubilidade dessa proteína. Os procedimentos para a extração da proteína recombinante foram 

realizados como descrito em Materiais e Métodos. A parte solúvel (sobrenadante) e insolúvel 

(sedimento) obtidas da amostra foram submetidas a uma eletroforese SDS-PAGE. Observamos a 

presença da proteína recombinante rTcADH fusionada à GST (70 KDa) no sedimento (canaletas 2 

a 4, Figura 8), mostrando que ela está insolúvel nas condições utilizadas na expressão. Na fração 

solúvel (canaleta 1, 5, 6 e 7, Figura 8), visualizamos apenas a proteínas específicas das bactérias.  
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Figura 7- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) corado com azul de coomassie. Expressão da 

proteína recombinante TcADH em bactérias BL21. Canaleta 1, bactérias não induzidas; 

canaletas 2 e 3, duas diferentes colônias de bactérias induzidas com IPTG. 
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Figura 8- Gel de poliacrilamida SDS corado com azul de coomassie. Teste de 

solubilidade da proteína rTcADH. Canaleta 1, sobrenadante; canaleta 2, sedimento; 

canaleta 3, sedimento sonicado 1x; canaleta 4, sedimento não sonicado; canaleta 5, 

sobrenadante; canaleta 6, sobrenadante sonicado; canaleta 7, sobrenadante não sonicado. 
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5.4.2- Purificação da proteína recombinante rTcADH. 

  

 Diante da insolubilidade da proteína rTcADH, optamos pela purificação da proteína 

insolúvel por eletroeluição. É importante ressaltar que antes da eletroeluição tentamos purificar a 

proteína utilizando colunas glutationa sefarose 4B, que possuem afinidade pela GST presente no 

vetor pGEX (dado não mostrado). Entretanto a eficiência da purificação não foi boa, pois 

observamos que a proteína rTcADH foi purificada junto com outras proteínas da bactéria. Diante 

disso, realizamos uma re-purificação da proteína recombinante rTcADH por eletroeluição 

(BIORAD) conforme instruções do fabricante. Realizamos quatro experimentos de purificação 

que no final foram agrupados e submetidos a dosagem pelo método de Bradford. A figura 9 ilustra 

o resultado da eletroeluição mostrando uma banda forte principal de aproximadamente 70 kDa, 

correspondente a proteína recombinante purificada das demais proteínas da bactéria. A proteína 

rTcADH purificada apresentou uma concentração de 0,3 μg/ l.  

 

5.5- Nível de expressão da proteína rTcADH em populações do T. cruzi sensíveis e 

resistentes. 

 

5.5.1- Imunização de coelhos para produção de anticorpo policlonal anti-rTcADH. 

  

 A proteína rTcADH foi utilizada para a imunização de coelhos para produção do anticorpo 

policlonal anti-rTcADH. Foram feitas 3 inoculações em coelhos em doses de 300 μg como 

descrito em Material e Métodos. Após a primeira dose, considerada como tempo zero, as demais 

foram ministradas nos dias 7 e 21. Foram utilizados três coelhos, sendo um inoculado somente 

com a proteína, outro inoculado com a proteína e o adjuvante e o terceiro inoculado com a 

proteína GST. Quinze dias após a última inoculação, o sangue dos coelhos foi coletado e o soro 

foi utilizado nos ensaios de western blot.  

 

5.5.2- Western blot 

 

Baseado nas diferenças observadas no nível de mRNA do gene TcADH decidimos 

determinar o nível de expressão da proteína TcADH em cepas do T. cruzi  S e R a drogas.  
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Figura 9- Gel de poliacrilamida-SDS corado com azul de coomassie. Proteína rTcADH 

purificada por eletroeluição. 
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Diante disso, realizamos ensaios de western blot, utilizando o soro de coelho imunizado 

com a proteína rTcADH. O perfil eletroforético das proteínas totais de T. cruzi em gel SDS-

PAGE mostrou proteínas com massa molecular de 10 a 100 kDa. Esse gel foi transferido para a 

membrana de nitrocelulose que foi incubada com anticorpo policlonal anti-ADH. Observamos 

que esse anticorpo reconheceu uma banda de 41,7 kDa para todas as amostras do T. cruzi 

analisadas (Fig 10A). Para quantificar os níveis de expressão da proteína recombinante TcADH, 

a mesma membrana foi incubada com anticorpo policlonal anti-TcHSP70 (diluição de 1:10.000). 

O nível de expressão da proteína TcHSP70 foi previamente observado, sendo o mesmo para as 

amostras de T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ analisadas (FMF Campos, comunicação 

pessoal).  

Análise de densitometria utilizando a proteína TcHSP70 como referência mostrou que 

houve uma diminuição de aproximadamente 2 X na expressão da proteína TcADH na população 

17LER quando comparado com seu par sensível 17WTS (Fig 10A). As outras populações de T. 

cruzi apresentaram o mesmo nível de expressão da proteína TcADH, independente do fenótipo 

de resistência a drogas (BZS/BZR, Quaraizinho/Yuyu, Berenice/VL-10). A figura 10B mostra o 

perfil de western blot das proteínas de T. cruzi incubado com soro policlonal anti-GST. 

Observamos que o soro anti-GST reconheceu fracamente a proteína recombinante purificada 

TcADH de 70 kDa. Entretanto, observamos que esse anticorpo não reconheceu nenhuma 

proteína do T. cruzi. Esse resultado mostra que anticorpos anti-GST não interferiram na análise 

dos resultados dos anticorpos anti-TcADH.  

 

5.6- Imunolocalização da proteína TcADH no T. cruzi 

  

 Com o objetivo de determinar a localização da proteína TcADH, como também investigar 

suas possíveis funções biológicas no parasito T. cruzi, realizamos ensaios de imunolocalização de 

acordo com o item 4.2 da metodologia. Na Figura 11, nos painéis B e D, podemos perceber que a 

proteína TcADH está localizada no cinetoplasto das formas epimastigotas de T. cruzi, em 

comparação com o controle negativo, feito com o soro pré-imune do mesmo coelho (Figura 6, 

painéis E e F). No painel C podemos perceber a marcação feita pelo DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride), permintindo a visualização do núcleo.  
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Figura 10- Membrana de western blot incubada com anticorpo policlonal anti-TcADH e anti-

TcHSP70 (A) e anti-TcGST (B).  
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Figura 11- Imunolocalização da proteína TcADH nas formas epimastigotas de T. cruzi. Imagens 

de fluorescência por microscopia confocal (B, C, F e G) e contraste diferencial de interferência 

(DIC) (A, D, E e H). Parasitos foram fixados e marcados com o soro anti-TcADH (diluído a 1:50) 

e com o anticorpo secundário conjugado a CY3 (Sigma) para detectar a proteína TcADH (painéis 
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5.7- Nível de mRNA do gene TcADH  em populações do Trypanosoma cruzi sensíveis e 

resistentes ao benzonidazol 

 

Com o objetivo de determinar os níveis de expressão do mRNA do gene TcADH nas cepas 

de T. cruzi  sensíveis e resistentes ao benzonidazol, realizamos ensaios de northern blot.  

O perfil de hibridização do RNA total das cepas de T. cruzi com a sonda do gene TcADH 

mostrou um transcrito de 1,9 Kb (Figura 12A). Podemos observar uma diferença na intensidade 

desse transcrito das populações 17WTS e 17LER. Como controle quantitativo, a mesma 

membrana foi hibridizada com a sonda correspondente ao gene do RNA ribossomal do T. cruzi 

(Figura 12B). A Figura 12C representa um gráfico com valores da análise densitométrica da 

intensidade das bandas, mostrando que o nível de mRNA do gene TcADH  foi duas vezes menor 

na população de T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ - 17LER comparado com seu par 

sensível 17WTS. Os pares BZS e BZR, Cl-Brener (S) e VL-10 (R) apresentaram o mesmo nível 

de mRNA.  
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Figura 12- Nível de mRNA do gene TcADH em cepas de T. cruzi sensíveis e resistentes a 

drogas. A- Perfil de northern blot das cepas de T. cruzi hibridizadas com a sonda específica do 

gene TcADH marcada com 32P. B- controle quantitativo da mesma membrana hibridizada com 

a sonda para o gene do RNA ribossomal de T. cruzi. C- Análise densitométrica da intensidade 

do mRNA do gene TcADH. 
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A quantidade de moléculas de cDNA do gene TcADH para as diferentes cepas de T. cruzi 

foi determinada por análises de regressão linear utilizando os valores de CT obtidos pela curva 

padrão gerada com as quantidades conhecidas dos plasmídeos do TcADH, normalizado com os 

valores de TcHGPRT. O nível de mRNA na população 17LER foi 2,5 menor quando comparada 

com seu par 17WTS. Não observamos diferença significativa nos níveis de mRNA nas outras 

amostras de T. cruzi analisadas (BZS/BZR e Cl-Brener (S) /VL-10 (R) (Fig. 13). 

5.8- Número de cópias do gene TcADH 

A metodologia de PCR em tempo real também foi utilizada para quantificar o número de 

cópias do gene TcADH no genoma das populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. 

Utilizando o gene TcHGPRT como normalizador, calculamos o número de cópias do gene TcADH 

utilizando 200, 100 e 50 ng de DNA genômico (Tabela 3). Observamos que a razão do número de 

cópias do gene TcADH foi a mesma para os pares de amostras analisados. Esse resultado mostra 

que esse gene não está deletado no genoma dos parasitas resistentes ao benzonidazol.  

5.9- Localização do gene TcADH nos cromossomas do T. cruzi. 

Os cromossomas das cepas de T. cruzi foram separados por eletroforese de pulso alternado 

(PFGE), utilizando o equipamento “Gene Navigator TM system” (Amersham Biosciences). As 

condições da eletroforese utilizadas para o gene TcADH foram: 70 seg. por 15h, 90 seg. por 24h, 

200 seg. por 15h e 400 seg. por 15h. Como descrito na literatura, podemos observar um 

polimorfismo cromossômico entre as diferentes cepas de T. cruzi. Os cromossomas foram 

transferidos do gel de agarose (Fig. 14A) para a membrana de náilon, conforme descrito em 

Materiais e Métodos. A hibridização dos cromossomas com a sonda TcADH, mostrou 

heterogeneidade de tamanho e número dos cromossomas entre as diferentes populações do T. 

cruzi que contém este gene (Fig. 14B). A mesma quantidade de parasitos por bloco foi aplicada 

em cada canaleta do gel. Observamos vários perfis de hibridização, que não estão associados com 

o fenótipo de resistência do T. cruzi a drogas e nem com o zimodema da cepa. Através de análise 

comparativa de densitometria, observamos que não houve diferença de intensidade das bandas 

entre as cepas do T. cruzi sensíveis e resistentes a drogas (Figura 14B). A tabela 1 (ver Materiais e 

Métodos) resume os resultados da localização cromossômica.  
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Figura 13- Amplificação do gene TcADH por RT-PCR quantitativo em tempo real. O 

gráfico mostra o número de moléculas do gene TcADH em populações do T. cruzi 

normalizadas com o TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real foram 

obtidos em triplicata de três experimentos independentes. A barra de erro é o desvio 

padrão da média (±  dpm). 

 



Resultados 

 

53 

 
 
 
 
 

Tabela 3 

Determinação do número de cópias do gene TcADH nas populações do T. cruzi sensíveis e 

resistentes ao benzonidazol. 

 

 
 
 

 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

DNA (ng)           Razão do número de cópias do gene TcADH 
normalizado com o gene TcHGPRT  (106) 

 17 WTS/17 LER BZS/BZR 

200 1,3x 1,2x 

100 1,4x 1,2x 

50 1x 1x 
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Figura 14- Localização cromossômica do gene TcADH em cepas de T. cruzi de 

diferentes zimodemas e fenótipos de resistência a drogas. A- bandas cromossomais de T. 

cruzi separadas por PFGE coradas com brometo de etídeo. B- perfil de southern blot dos 

cromossomas de T. cruzi  hibridizados  com a sonda específica para o gene TcADH 

marcada com 32P. O marcador de peso molecular foi obtido dos cromossomas de 

Saccharomyces cerevisae.  
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6- DISCUSSÃO 
 
 
 A quimioterapia específica da doença de Chagas está limitada ao BZ e NFX. Ambos 

compostos apresentam baixa eficácia de cura principalmente na fase crônica da doença, além de 

considerável toxicidade (Urbina & Docampo, 2003). Além disso, tem sido descrito em T. cruzi a 

existência de cepas naturalmente resistentes ao BZ e NFX e o fenômeno de resistência cruzada a 

ambas as drogas (Filardi et al., 1987). Entretanto os mecanismos bioquímicos envolvidos na 

resistência do T. cruzi a drogas são ainda muito pouco conhecidos. 

 A metodologia de microarray tem sido aplicada em diversos campos da pesquisa, dentre 

eles: entendimento do ciclo de vida e desenvolvimento dos parasitos, relações parasito-

hospedeiro, comparação genômica da virulência de organismos, desenvolvimento de vacinas e 

estudo da resposta à infecção por parasitos e microorganismos (Jaros et al., 2006). A técnica de 

microarray foi utilizada para analisar a expressão de genes das células do hospedeiro durante a 

infecção por T. cruzi (Imai et al., 2005). Os autores observaram que alguns genes foram 

superexpressos nessas células, como genes que codificam proteínas da via de sinalização das 

caderinas e proteínas envolvidas no metabolismo de colesterol. Essas proteínas são importantes 

para a replicação e persistência da forma intracelular amastigota no interior das células do 

hospedeiro (Imai et al., 2005). Saxena e colaboradores (2003) utilizaram a técnica de microarray 

para avaliar a expressão gênica diferencial durante a transformação das formas promastigotas 

procíclicas em promastigotas metacíclicas em Leishmania major. Os autores mostraram que os 

genes superexpressos nas formas metacíclicas estão envolvidos no crescimento e divisão das 

células, metabolismo, síntese de proteínas, transdução de sinal e processamento de RNA.  

 Murta e colaboradores em 2003 (comunicação pessoal) utilizaram a metodologia de 

microarray para identificar genes diferencialmente expressos em cepas do T. cruzi sensíveis e 

resistentes a drogas. Os autores demonstraram que 20 genes foram diferencialmente expressos 

quando as duas populações foram comparadas. Um dos genes obtidos foi o TcADH, que codifica  

a enzima álcool desidrogenase (ADH). Os autores observaram que esse gene foi 4 vezes menos 

expresso na população do T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ (17LER) em relação 

ao seu par sensível (17WTS). Neste trabalho, caracterizamos pela primeira vez o gene TcADH 

em T. cruzi. Inicialmente, fizemos uma análise comparativa da TcADH com sequências da ADH 

de diversos organismos depositadas no banco de dados e fizemos a atividade enzimática da 

TcADH nas populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. Em seguida analisamos a 
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expressão da enzima e realizamos a localização celular da mesma no T. cruzi. Posteriormente 

analisamos o nível de mRNA, número de cópias do gene e localização cromossômica. 

Álcool desidrogenases são enzimas que pertencem ao grupo das oxidoredutases, 

participando de reações que resultam na produção principalmente de álcoois e cofatores oxidados 

como NAD+ (Reid et al., 1994). Esse processo ocorre durante a fermentação de bactérias 

anaeróbicas e leveduras, onde a regeneração de NAD+ é essencial para o metabolismo e 

crescimento desses organismos. ADHs também possuem importância industrial, por participarem 

da produção de álcool e solventes orgânicos (Clark et al., 1989).  As álcool desidrogenases 

ferro-dependentes estão presentes em vários organismos como E. coli (AdhE) e Clostridium 

perfringens, como também em protozoários patógenos como Cândida albicans e Entamoeba 

histolytica. É importante ressaltar ainda que a ausência dessa enzima em vertebrados faz com 

que ela seja um alvo atrativo para a quimioterapia antimicrobiana (Chen  et al., 2004).  

Molinas et al., (2003) descreveram uma Isopropil álcool desidrogenase (iPDH) do 

tripanosomatídeo Phytomonas sp. Esse parasito é encontrado na planta da espécie Euphorbia 

characias. Essa proteína é uma álcool desidrogenase mitocondrial que utiliza álcoois primários e 

secundários como substratos preferenciais. Os autores observaram que a iPDH auxilia no 

metabolismo de aminoácidos como leucina, lisina e fenilalanina, que auxiliam no crescimento do 

Phytomonas. A iPDH elimina a acetona tóxica resultante desse metabolismo.  Arauzo et al., 

(1989) caracterizaram pela primeira vez uma NADP-aldeido redutase de T. cruzi. Essa enzima é 

ativa com álcoois/aldeídos e está envolvida nos processos de detoxificação do parasito. Em 

Leishmania, o gene da ADH ainda não foi caracterizado, apesar de sua seqüência já ter sido 

depositada em banco de dados (L. major (LmjF30.2090), L. infantum (LinJ30.2440) e L. 

braziliensis (LbrM30 v2.2040). Entretanto, Nare e colaboradores (1997) caracterizaram uma 

pteridina redutase (PTR1) de Leishmania major, cuja seqüência assemelha-se a sequência de 

uma álcool desidrogenase de cadeia curta e sua principal função é reduzir pteridinas como 

biopterinas e folatos. Os autores demonstraram que essa enzima pode estar envolvida na 

resistência a drogas nesse organismo. 

Em nosso trabalho a TcADH foi caracterizada pela primeira vez em T. cruzi. Com o 

sequenciamento completo do genoma do T. cruzi, a seqüência nucleotídica da TcADH foi 

disponibilizada nos banco de dados, mas nenhum trabalho de caracterização deste gene tinha 

sido feito ainda (El-Sayed et al., 2005). Diante disso, sabe-se que em T. cruzi a enzima TcADH 

apresenta o íon ferro na sua estrutura, pertencendo ao grupo III das ADHs.  

Os estudos de filogenia e a análise da estrutura primária da ADH de 13 organismos 

distintos (9 eucariotas e 4 procariotas) mostram que a TcADH do T. cruzi está mais próxima das 
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ADH de procariotas do que eucariotas. Dos 392 aminoácidos da TcADH, 188 (aproximadamente 

48%) são conservados em pelo menos metade das seqüências analisadas; 69 aminoácidos 

(aproximadamente 18%) são conservados em pelo menos 75% e apenas 4 aminoácidos 

(aproximadamente 1%) são conservados em todas as espécies analisadas. A TcADH é 52% a 

57% idêntica às seqüências de álcool desidrogenases identificadas em procariotos, porém é 

apenas 35% idêntica aos genes ortólogos identificados nas três espécies de Leishmania e 11% a 

31% idêntica às ADHs identificadas nas demais espécies de eucariotos. Além disso, estas 

análises motraram que o gene ADH sofreu diferentes modificações ao longo do processo 

evolutivo. Na família tripanosomatidae, estas modificações resultaram na ausência do gene em T. 

brucei, T. rangeli e outros tripanosomas, e na baixa similaridade observada entre as três espécies 

de Leishmania analisadas e o T. cruzi. Diante disso, acreditamos que a atividade destas enzimas 

pode desempenhar um importante papel no desenvolvimento específico de cada parasito. 

Estes resultados não são surpreendentes uma vez que El-Sayed et al., (2005), através do 

estudo comparativo do genoma dos tripanosomatídeos (T. cruzi, Leishmania major e T. brucei), 

demonstrou que inserções, substituições e deleções gênicas são processos comuns que ocorrem 

nesses organismos, e esses eventos podem resultar em diferenças fisiológicas e bioquímicas entre 

esses parasitos. Molinas et al., (2003) purificaram e caracterizaram uma isopropil álcool 

desidrogenase mitocondrial de Phytomonas sp, um tripanosomatídeo isolado da planta 

Euphorbia characias. Os autores mostraram através de estudos filogenéticos que essa enzima foi 

mais similar às ADHs de procariotos do que as de eucariotos. Os autores sugerem que esse 

fenômeno pode ser resultado da transferência horizontal de genes entre bactérias aeróbicas e 

tripanosomatídeos.  É importante enfatizar que a associação entre resistência a drogas e a 

expressão da ADH, demonstrada inicialmente em procariotos e agora em nosso trabalho com 

uma população do T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ, a ausência desse gene no 

homem e as modificações observadas entre os tripanosomatídeos, torna a caracterização deste 

gene particularmente interessante para futuros estudos de quimioterapia e resistência a drogas. 

O nível de expressão da proteína TcADH está aproximadamente 2 vezes diminuído nos 

parasitos resistentes ao BZ. Nossos ensaios de atividade enzimática também mostraram uma 

diminuição da atividade da enzima TcADH nos parasitos com resistência induzida in vitro ao 

BZ. Em E. histolytica e Trichomonas foetus, a álcool desidrogenase participa da via de 

desidrogenação, possuindo função de oxidoredução levando a ativação da droga metronidazol 

(Kulda et al., 1999). Denton et al., (2004) identificaram e caracterizaram uma enzima 

denominada tiol redutase (TDR1) que catalisa a redução de antimoniais pentavalentes. O 

mecanismo de ação dessas drogas é dependente da conversão da forma pentavalente na forma 
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trivalente, que é tóxica para o parasito. Os autores viram que a atividade dessa enzima foi 10 

vezes maior na forma amastigota, explicando assim porque esse estágio é mais sensível à droga 

do que o estágio promastigota.  

Em um recente trabalho realizado em nosso laboratório, Murta e colaboradores (2005) 

mostraram que um dos mecanismos de resistência do T. cruzi a drogas está associado com a 

deleção de cópias do gene TcOYE que codifica a “old yellow enzyme”, uma NAD(P) flavina 

oxidoredutase. A TcOYE cataliza a síntese de prostaglandina PGF2  e reduz uma variedade de 

drogas tripanosomicidas (Murta et al., 2005). Sendo assim, acreditamos que a enzima álcool 

desidrogenase de T. cruzi, assim como outras oxidoredutases, estejam envolvidas no 

metabolismo do BZ gerando radicais nitro anions da droga tóxicos, que fazem com que parasitas 

sensíveis morram. Este mesmo mecanismo de escape tem sido observado em E. histolytica 

resistente ao metronidazol. Neste caso, a flavina redutase está envolvida na ativação do 

metronidazol e nos parasitos resistentes essa enzima apresenta baixos níveis de expressão 

(Samarawickrema et al., 1997). 

Para determinarmos a localização celular da proteína TcADH, realizamos ensaios de 

imunolocalização. Os resultados mostraram que a proteína TcADH está localizada no 

cinetoplasto das formas epimastigotas do T. cruzi. O T. cruzi, bem como todos os membros da 

família Trypanosomatidae, apresentam uma única mitocôndria que se ramifica por todo o corpo 

do protozoário. Como em todas as células eucarióticas, a mitocôndria dos tripanosomatídeos 

também apresenta um DNA mitocondrial. No entanto, além de um DNA que corresponde áquele 

encontrado em outras mitocôndrias, há uma grande quantidade de um DNA que se organiza na 

forma de minicírculos e se concentra em uma determinada região da mitocôndria, localizada 

abaixo do corpúsculo basal, dando origem a uma estrutura intramitocondrial chamada 

cinetoplasto (Brener et al., 2000). A concentração de DNA encontrada em um cinetoplasto pode 

representar cerca de 30% do DNA total da célula (Schnaufer et al., 2002). O fato da enzima 

TcADH se concentrar (localizar-se preferencialmente) no cinetoplasto não significa que ela não 

esteja presente no restante das ramificações da mitocôndria. Entretanto, pela técnica utilizada, 

não estamos conseguindo vê-la nestes locais. 

Alguns estudos mostraram que não existem variações significativas da mitocôndria ao 

longo do ciclo de vida do T. cruzi. Estudos realizados em T. brucei apontam para algumas 

alterações na mitocôndria, que é bem desenvolvida nas formas multiplicativas encontradas no 

inseto e praticamente inexistente nas formas multiplicativas encontradas no sangue do 

hospedeiro vertebrado (revisto por Van Hellemond et al., 2005). Essas variações, que podem 

acontecer em outros membros da família Trypanosomatidae, indicam a capacidade que esses 
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protozoários apresentam de alternar entre um metabolismo mais oxidativo para um metabolismo 

fermentativo (revisto por Lukes et al., 2005). 

Estudos citoquímicos e bioquímicos têm mostrado a presença de algumas enzimas 

mitocondriais no cinetoplasto como citocromo oxidase, succinato desidrogenase, isocitrato 

desidrogenase, NADPH diaforase, alfa glicerolfosfato desidrogenase e beta hidroxibutirato 

desidrogenase. Essas enzimas exercem funções metabólicas e respiratórias, oferecendo ao 

parasito alternativas para a adaptação aos diferentes ambientes que encontra ao longo do seu 

ciclo de vida (Lukes et al., 2005, Motyka et al., 2006). Em Trichomonas vaginalis a ADH, 

juntamente com outras enzimas envolvidas no metabolismo da droga, está localizada em uma 

organela chamada hidrogenossomo. Essa organela se assemelha à mitocôndria, sendo um local 

onde ocorre o metabolismo de carboidratos e a ativação do metronidazol (Rasoloson,  et al., 

2002). 

Parasitos como Leishmania spp., T. cruzi, T. brucei, Plasmodium falciparum, Cândida 

albicans e Giardia lamblia, têm desenvolvido a capacidade de adquirir resistência às drogas 

utilizadas para o seu tratamento, selecionando mecanismos apropriados para sobreviver aos 

compostos anti-parasitários (Buckner et al., 1998). Diferenças na susceptibilidade a drogas por 

cepas de T. cruzi foram demonstradas por diversos autores (Brener et al., 1976, Andrade et al., 

1985 e Filardi & Brener, 1987). Filardi & Brener (1987) mostraram que a resistência ao NFX e 

ao BZ pode ocorrer em cepas que nunca tiveram contato prévio com os dois compostos, isto é, 

cepas que apresentaram resistência natural. Algumas destas cepas foram isoladas de vetores 

silvestres do estado de Santa Catarina, onde não existe doença de Chagas humana autóctone 

sugerindo que a resistência natural do T. cruzi aos derivados nitroheterocíclicos pode ser um 

fator importante para explicar as baixas percentagens de cura detectadas em pacientes chagásicos 

(Filardi & Brener, 1987).  

Os principais mecanismos de resistência a drogas são: diminuição da entrada da droga na 

célula, eliminação da droga pela fosfoglicoproteína de membrana (PGP) ou outras proteínas 

transportadoras dependentes de ATP, diminuição da ativação da droga, inativação da droga, 

alteração da formação do complexo alvo-droga e eficiência no sistema de reparo (revisado por 

Borst, 1991; Borst & Ouellette, 1995). A resistência a múltiplas drogas (MDR) em linhagens de 

células tumorais está associada com a superexpressão da PGP, uma fosfoglicoproteína de 

membrana de 170-180 kDa, que funciona como uma bomba de efluxo de drogas, dependente de 

ATP, que reduz o acúmulo de compostos citotóxicos dentro da célula (Englund et al., 2006). A 

resistência do Plasmodium falciparum à cloroquina está relacionada ao rápido efluxo e baixo 

acúmulo de droga em parasitos resistentes. Nesse organismo foram descritos dois genes pfmdr1 e 
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pfmdr2, que codificam uma P-glicoproteína denominada PGH1 (Elandaloussi et al., 2006). A 

associação da superexpressão da PGP na resistência a drogas foi também descrita em Leishmania 

resistente ao arsenato e a antimoniais (Cortes-Selva et al., 2005). Entretanto, Murta e 

colaboradores (2001) observaram que o fenótipo de resistência do T. cruzi ao BZ não está 

associado com a amplificação ou superexpressão dos genes PGP. 

Em nosso estudo observamos que o gene TcADH tem uma ORF de 1200 bp, um 

transcrito de 1,9 Kb que codifica uma proteina de 41,7 kDa. Além disso, observamos que o gene 

TcADH está localizado em cromosomas de diferentes tamanhos dependendo da cepa de T. cruzi 

analisada e apresenta-se como simples cópia no genoma dos parasitos sensíveis e resistentes a 

drogas. Em Giardia lamblia, um protista que utiliza a enzima álcool desidrogenase para a 

formação de etanol e acetato, o gene da ADH está também presente como simples cópia no 

genoma (Sánchez et al., 1998). 

Malherbe et al., (2004) mostraram que a enzima ADH é essencial para a tolerância ao 

etanol em Drosophila melanogaster. Nossos resultados mostraram que houve uma diminuição na 

atividade da enzima ADH nas cepas com resistência induzida in vitro (17LER). Em Trichomonas 

vaginalis a enzima ADH está bem caracterizada. Nesses parasitos a presença de um sistema de 

transporte de elétrons é capaz de mediar a redução da droga metronidazol. O metronidazol, assim 

como o BZ, é um derivado nitroimidazólico que precisa ser metabolizado para ser ativo. Essa 

droga é potente contra as infecções por protozoários e bactérias. Rasoloson e colaboradores 

(2002) mostraram que os elétrons requeridos para a ativação do metronidazol são gerados por 

enzimas encontradas no hidrogenossomo, uma organela do parasito com funções mitocondriais. 

Essas enzimas participam da via metabólica que converte piruvato a acetil CoA e CO2. A perda 

da atividade de enzimas como a ADH, piruvato ferredoxina oxidoredutase, piruvato 

descarboxilase e malato desidrogenase está associada com o desenvolvimento da resistência in 

vitro ao metronidazol (Kulda et al.,1999). Em Entamoeba histolytica, a resistência ao 

metronidazol está associada com o decréscimo da expressão das enzimas ferredoxina e Flavina 

redutase (Wassmann et al., 1999). 

Nossos resultados mostraram que apesar de não ter diferença no número de cópias do 

gene TcADH em cepas do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ, houve uma diminuição do nível 

de mRNA. Interessantemente, Guimond e colaboradores (2003) utilizando a metodologia de 

microarranjo de DNA selecionaram três genes envolvidos na resistência de Leishmania ao 

Metotrexato. Os autores observaram que apesar desses genes estarem superexpressos nos 

parasitas R a drogas, eles não estão amplificados no genoma desses parasitos. Os autores 

sugerem que mutações nas regiões 5’ ou 3’ UTR (regiões não traduzidas) podem explicar as 
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diferenças entre os níveis de mRNA e DNA, ou seja, o aumento ou diminuição dos níveis de 

mRNA podem não acompanhar a amplificação ou deleção de genes no genoma. 

Nozaki et al., (1996) conseguiram obter uma população do T. cruzi com resistência 

induzida in vitro ao NFX. Os autores analisaram o cariótipo molecular dessas populações e 

observaram que a resistência ao NFX era acompanhada por mudanças no DNA como rearranjos 

nos cromossomas e aneuploidias. Nossos resultados mostraram que o gene TcADH está 

localizado em várias bandas cromossomais  dependendo da cepa de T. cruzi. Estudos da estrutura 

do genoma do T. cruzi mostram que esse parasito tem uma grande plasticidade e organização 

diferente dos seus genes. Muitos genes incluindo housekeeping são presentes em múltiplas 

cópias e distribuídos em vários cromossomas. Entretanto, alguns genes envolvidos no 

metabolismo do parasito estão presentes em apenas um cromossoma (Porcile et al., 2003). Neste 

trabalho vimos que a localização do gene TcADH não esta associada com o fenótipo de 

resistência do T. cruzi a drogas.  

Nossos dados mostraram que o gene da TcADH possui uma baixa regulação na população 

do T. cruzi com resistência induzida in vitro ao BZ,  o que não ocorre na população com 

resistência selecionada. Recentemente, Villarreal et al., (2005) publicaram um estudo analisando 

a diferença de expressão gênica nas cepas de T. cruzi com resistência selecionada e induzida ao 

BZ. Interessantemente, os autores observaram que cada cepa atua independente da sua herança 

genética quando submetidas ao estresse da droga. Rasoloson et al., (2002) observaram que em 

Trichomonas vaginalis a perda da atividade das enzimas envolvidas na ativação do metronidazol 

só acontece em parasitos com resistência induzida in vitro. É importante ressaltar que o 

mecanismo de resistência a drogas em T. cruzi e em outros organismos é um fenômeno 

complexo, que envolve não só mecanismos bioquímicos, como também outros fatores como o 

sistema imune do hospedeiro, que pode interferir na susceptibilidade do parasito a drogas (Murta 

et al., 2005). Diante dos nossos resultados, sugerimos que a enzima TcADH, juntamente com a 

TcOYE e outras desidrogenases, podem estar envolvidas na redução do BZ ou dos seus 

metabólitos, levando a sua ativação e como conseqüência a morte do parasito sensível, que tem 

níveis normais da enzima. 
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7- CONCLUSÕES 
 
 
- A TcADH é 52% a 57% idêntica às seqüências de álcool desidrogenases identificadas em 

procariotos, porém é apenas 35% idêntica aos genes ortólogos identificados nas três espécies de 

Leishmania e 11% a 31% idêntica às ADHs identificadas nas demais espécies de eucariotos; 

- A atividade enzimática da TcADH bem como de outras oxidoredutases é 1,7 vezes menor na 

população 17LER do que na sensível 17WTS; 

- O gene TcADH codifica uma proteina de 41,7 kDa para todas as cepas do T. cruzi analisadas, 

entretanto ela está aproximadamente duas vezes menos expressa na população resistente 17LER 

do que na sensível 17WTS; 

- A proteína TcADH está localizada no cinetoplasto das formas epimastigotas de T. cruzi; 

- O perfil de hibridização do RNA total das cepas de T. cruzi com a sonda do gene TcADH 

mostrou um transcrito de 1,9 Kb; 

- O nível de mRNA do gene TcADH na população 17LER foi aproximadamente 2 vezes menor 

quando comparado com seu par 17WTS; 

- A razão do número de cópias do gene TcADH foi a mesma para os pares de amostras sensíveis 

e resistentes analisados; 

- Observamos um perfil heterogêneo de bandas cromossômicas entre as diferentes cepas do 

parasito, variando de 800 a 2,000 Kb. Observamos vários perfis de hibridização, que não estão 

associados com o fenótipo de resistência do T. cruzi a drogas e nem com o zimodema da cepa; 

- O nível de mRNA do gene TcADH, o número de cópias e a expressão da proteína é 

semelhante para todas as cepas de T. cruzi sensíveis, naturalmente resistentes e com resistência 

selecionada in vivo ao BZ analisadas neste estudo. 

 

Conclusão final 

- A proteína TcADH está menos expressa na população do T. cruzi com resistência induzida in 

vitro ao BZ. 
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