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RESUMO 

 

A doença de Chagas é uma zoonose negligenciada causada pelo protozoário parasito 

Trypanosoma cruzi. Dados epidemiológicos mostram que a doença afeta mais de seis milhões 

de pessoas no mundo. Os únicos fármacos disponíveis para o tratamento clínico são o 

benzonidazol e o nifurtimox. No entanto, ambos são muito tóxicos e a eficácia de cura 

principalmente na fase crônica da doença é baixa, sendo dependente de fatores como a 

susceptibilidade das cepas de T. cruzi aos fármacos e fisiologia do hospedeiro. O sistema de 

defesa antioxidante do parasito é um potencial alvo para a busca de novos compostos para 

tratamento da doença de Chagas. Esse mecanismo é responsável por manter o ambiente 

intracelular reduzido, protegendo o parasito contra o estresse oxidativo. As enzimas ferro-

superóxido dismutases (FeSODs) atuam neste sistema promovendo a metabolização do ânion 

superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio. As FeSODs apresentaram resultados 

promissores como alvos de novos compostos anti-T. cruzi previamente testados. O ferro é 

ausente nas SODs humanas, o que reforça o potencial dessas enzimas como alvos de novas 

abordagens quimioterápicas. Além disso, os genes das FeSODs do tipo A, foram descritos como 

genes essenciais para parasitos do gênero Leishmania.  O objetivo geral do presente estudo foi 

predizer a biodiversidade molecular e relações evolutivas dos genes codificadores das FeSOD-

A e FeSOD-B em diferentes cepas de T. cruzi. Foram obtidas sequências dos genes da FeSOD-

A e FeSOD-B de 35 cepas de T. cruzi (Discrete Typing Units - DTUs: Tcl a TcVI), de diferentes 

hospedeiros e regiões geográficas. Outras sequências de FeSODs foram recuperadas de bancos 

de dados públicos. Nossos resultados sugerem que as FeSODs do parasito são membros de 

famílias proteicas. A busca por sequências codificadoras dos diferentes tipos de FeSODs no 

genoma do parasito sugere que existam duas cópias do gene da FeSOD-A, quatro de FeSOD-

B e outras quatro de FeSOD-C no clone híbrido CL Brener. A inferência filogenética revelou a 

presença de duas potenciais variantes funcionais de cada tipo de FeSOD estudada no parasito. 

Nossos resultados apoiam a hipótese de evolução dessas variantes por duplicação gênica 

seguida de divergência. As árvores apresentaram um grupo monofilético composto por todos 

os genes das cepas da DTU TcIV nas topologias de FeSOD-A e FeSOD-B. Hipotetizamos que 

a evolução dessas enzimas é concernente com parte da evolução de T. cruzi. Além disso, 

realizamos testes in vitro de dois compostos (mangafodipir e polaprezinc) que interagem com 

as FeSODs de T. cruzi, contra formas amastigotas e tripomastigotas do parasito. O mangafodipir 

teve um baixo efeito tripanocida e o polaprezinc foi inativo.  Nosso estudo contribuiu para um 

melhor entendimento sobre a biodiversidade molecular das FeSODs de T. cruzi sob uma 

perspectiva evolutiva.  Propomos uma abordagem eficaz para a pesquisa de potenciais famílias 

gênicas alvo de novos compostos tripanocidas.   

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, ferro superóxido dismutase, defesa antioxidante, 

inferência filogenética, evolução molecular, alvos de fármacos. 



 
 

ABSTRACT 

 

Chagas disease is a neglected zoonosis caused by protozoan parasite Trypanosoma cruzi. 

Epidemiologic data demonstrate that the disease affects over six million people worldwide. The 

only drugs available for the clinical treatment are the benzonidazol and nifurtimox. However, 

these drugs are highly toxic and the cure efficacy remains low in the disease chronic phase and 

dependent on factors such as the susceptibility of T. cruzi strains to the drugs and physiological 

conditions of the host. The antioxidant defense system of the parasite is a potential target for 

developing new drugs for the treatment of Chagas disease. This mechanism is responsible for 

keeping the intracellular environment reduced and protecting the parasite against oxidative 

stress. Superoxide dismutases (FeSODs) act in this system by promoting the metabolization of 

the superoxide anion into peroxide hydrogen and oxygen. Fe-SOD could be a promising target 

in the design of new anti-T. cruzi drugs that were previously tested. Iron (Fe) is absent in the 

human SODS, which reinforces that these enzymes are a promising molecular target for new 

hemotherapeutic approaches. In addition, FeSOD-A genes have been described as essential 

genes for Leishmania parasites. The general objective of the present study was to predict the 

molecular biodiversity and evolutionary relationship of the isoforms FeSOD-A and FeSOD-B 

coding genes in different T. cruzi strains. We obtained sequences of FeSOD-A and FeSOD-B 

genes from 35 T. cruzi strains (Discrete Typing Units - DTUs: Tcl to TcVI) isolated from 

different hosts and from different geographic areas. Other FeSOD sequences were retrieved 

from public databases. Our results suggest that the FeSODs of the parasite are members of 

protein families. The search for coding sequences of the different isoforms of the FeSODs in 

the parasite’s genome suggest that there are two copies of FeSOD-A, four of the FeSOD-B and 

other four copies of the FeSOD-C in the hybrid clone CL Brener. The phylogenetic inference 

revealed the presence of two potential functional variants of each isoform studied. We also 

propose that the two possible functional variants were originated by duplication events followed 

by divergence. The trees show a monophyletic group composed by all gene strains of DTU 

TcIV in the topologies of the FeSOD-A and FeSOD-B. We believe that the evolution of these 

enzymes is correlated with part of the evolution of T. cruzi. Furthermore, we performed in vitro 

tests of two drugs (mangafodipir and polaprezinc) that interact with FeSODs of T. cruzi, which 

act against amastigote and trypomastigote parasite stages. Mangafodipir had a low trypanocidal 

effect and polaprezinc was inactive. Our study contributed to a better understanding of the 

molecular biodiversity of the FeSODs of the T. cruzi from an evolutionary perspective. We 

provided an effective approach to the research of potential gene families which may be targets 

for new trypanocidal drugs.  

 

Keywords: Trypanosoma cruzi, iron superoxide dismutase, antioxidant defense, phylogenetic 

inference, molecular evolution, drug target. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Chagas e Trypanosoma cruzi 

1.1.1 Dimensões epidemiológicas  

Carlos Chagas médico sanitarista brasileiro identificou pela primeira vez o protozoário 

parasito Trypanosoma cruzi. Esse é um parasito hemoflagelado da família Trypanosomatidae e 

ordem Kinetoplastida (WHO, 2020). Carlos Chagas descobriu todo o ciclo da doença: o agente 

etiológico T. cruzi e seu ciclo de vida, relevando seus hospedeiros intermediários, os insetos 

triatomíneos; os reservatórios domésticos; e a patologia (CHAGAS, 1909). Em homenagem ao 

brilhante pesquisador, a doença recebeu o nome de doença de Chagas. É uma parasitose também 

chamada de tripanossomíase americana, ocorrendo principalmente nas Américas desde os 

Estados Unidos até Argentina e Chile. A doença também afeta países de outros continentes, 

estando mais associada à migração de pessoas para regiões não endêmicas (SCHMUNIS, 2007) 

(Figura 1). Os dados epidemiológicos expandiram com relatos de casos em países da Europa, 

Ásia e Japão, sendo a maioria originados de transmissão via transfusão sanguínea. Estima-se 

que existam mais de seis milhões de infectados no mundo (WHO, 2020). Entretanto, a 

subnotificação de casos e de mortes é uma realidade sem presunções estatísticas.  

 
Figura 1: Distribuição mundial da doença de Chagas e estimativa do número de infectados. 

 
Fonte: WHO, 2018.  
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1.1.2 Trypanosoma cruzi 

O Trypanosoma cruzi é capaz de infectar centenas de espécies de vetores (Reduviidae: 

Triatominae) e hospedeiros mamíferos, o que o caracteriza como um parasito com ciclo de 

transmissão extremamente diverso (FREITAS et al., 2006). As cepas de T. cruzi apresentam 

grande variedade morfológica, bioquímica e genotípica, o que interfere diretamente no quadro 

clínico dos indivíduos chagásicos. Para que fosse possível identificar as cepas por perfil 

genético e fenotípico, foi preconizado um sistema de classificação que diferencia os parasitos 

em unidades discretas de tipagem (do inglês discrete typing units ou DTUs) de I à VI (TcI – 

TcVI) (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012). Existe uma sétima DTU, chamada 

de TcBat, respectiva de um genótipo de parasitos infectivos de morcegos (HAMILTON et al., 

2011).  

A DTU pode determinar manifestações clínicas cuja gravidade pode variar de acordo 

com a região geográfica. A infecção humana por TcI é mais prevalente no norte da América do 

Sul, América Central e México e está relacionada principalmente ao ciclo silvestre (FALLA et 

al., 2009; CURA et al., 2010). O isolamento de parasitos TcII está relacionado principalmente 

a ciclos de infecção doméstica nas regiões sul e central da América do Sul (CARRANZA et al., 

2009). As TcIII estão mais associadas com o ciclo silvestre no nordeste da Venezuela até a 

Argentina (MONTEIRO et al., 2010; HERNÁNDEZ et al., 2016). Assim como as DTUs TcIII, 

as TcIV também estão predominantemente associadas ao ciclo silvestre, porém nas regiões na 

América do norte e América do sul. Já as TcV e TcVI, estão fortemente associadas com a 

infecção humana em países da região sul da América do Sul (GARZON et al., 2002; 

ZINGALES et al., 2017).  

A infecção experimental por TcI e TcII em camundongos, mostrou que as TcI foram 

altamente infecciosas e patogênicas, enquanto que os animais que foram infectados com T. cruzi 

TcII, apresentaram baixa infectividade (CAMANDAROBA et al., 2002). No entanto, esses 

resultados foram controversos com alguns estudos de infecção humana. Por exemplo, a 

presença de infectados por TcII com a forma crônica sintomática foi encontrada amplamente 

em diversos estados brasileiros na década de 80 (BARRETT et al., 1980; LUQUETTI et al., 

1986). Na Argentina e na Bolívia, a cronicidade com manifestações cardíacas e/ou digestivas, 

foi associada a infecções tanto por TcII, quanto por TcV e TcVI (PUERTO et al., 2010; CURA 

et al., 2012; ZINGALES et al., 2017). 
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1.1.3 Genoma de T. cruzi 

Em 2005, foram publicados 32.746 contigs do genoma do clone CL Brener de T. cruzi, 

parcialmente montados em 638 scaffolds que não correspondem aos cromossomos completos 

do parasito. Neste estudo, a estimativa do número de sequências gênicas por haplótipo foi de 

12.570 genes. Foi observado que cerca de 50% do genoma constitui-se de retrotransposons, 

repetições subteloméricas e sequências repetitivas codificadoras de proteínas de superfície (EL-

SAYED et al., 2005).  

O clone CL Brener é um mosaico originado da fusão de cepas das DTUs de T. cruzi dos 

tipos TcII (nomeada CL Brener Esmeraldo-Like) e TcIII (nomeada CL Brener Não-Esmeraldo-

Like) (BRISSE et al., 2011). Levando em consideração esse caráter híbrido do clone CL Brener, 

em 2009 foi feita a ampliação da organização dos dados genômicos e aprimoramento da 

anotação dos haplótipos preditos dos genes dos cromossomos homólogos Esmeraldo-like e 

Esmeraldo-não-like representativos de cada alelo. Foram montados 41 cromossomos, em que 

mais de 23% dos genes anotados foram associados à trans-sialidases, mucinas de superfície 

proteica (do inglês mucin associated surface protein ou MASP), retrotransposons de proteínas 

hot-spot (do inglês retrotransposon hot-spot protein ou RHS), moléculas GP63 e famílias 

dispersas de genes (do inglês dispersed gene family ou DGF-1) (WEATHERLY et al., 2009). 

Foi considerada a possibilidade da existência de mais de 20.000 genes adicionais ocultos devido 

ao colapso das leituras durante a montagem (ARNER et al., 2007). 

Por outro lado, após 10 anos considerando os avanços das tecnologias de 

sequenciamento, o genoma da cepa Sylvio foi obtido, sendo composto por 47 cromossomos. 

Um percentual de 79,9% desse genoma corresponde às sequências codificadoras de proteínas. 

Com base nestes achados, foram identificados 239 conjuntos de genes funcionalmente 

relacionados, totalizando 1.632 genes que correspondem a 52% do transcritoma (CALLEJAS-

HERNÁNDEZ et al., 2019).    

O processo de transcrição em T. cruzi ocorre com a síntese de longos RNAs contendo 

até centenas de genes. Esses RNAs são chamados de unidades policistrônicas (do inglês 

polycistronic transcription units ou PTUs) (GAUDENZI et al., 2011). A maturação desses 

transcritos é feita através do processamento por spliced leader trans-splicing (SLTS) e adição 

de uma calda de poliadenilação na extremidade 3’ para formação de unidades monocistrônicas 

maduras. Logo, o compilado de dados obtidos até o momento nos níveis do genoma e 

transcritoma, oferece uma grande melhora na anotação desses genes ao longo do tempo 

(CALLEJAS-HERNÁNDEZ et al., 2019).   
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1.1.4 Aspectos da doença de Chagas 

 A transmissão de T. cruzi pode ocorrer pelas seguintes formas: transmissão vetorial pelo 

contato da pele com fezes e urina de insetos triatomíneos infectados, transfusão sanguínea, 

transmissão congênita, transmissão oral por alimentos contaminados ou por acidentes 

laboratoriais.  

Durante o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado, os triatomíneos infectados 

liberam fezes ou urina contendo as formas tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi. Essa forma 

do parasito penetra na pele e mucosas no local da picada, devido ao fato do indivíduo sentir um 

leve incômodo e coçar a região como forma de reação à ação da saliva do triatomíneo que é 

injetada durante todo o seu processo de alimentação de sangue. Os parasitos alcançam a 

corrente sanguínea e iniciam seu ciclo intracelular, onde se diferenciam em amastigotas. No 

ambiente intracelular, as formas amastigotas se proliferam por divisão binária e se transformam 

em tripomastigotas sanguíneas, que rompem as células. Uma vez livres na corrente sanguínea, 

os parasitos são ingeridos pelos hospedeiros invertebrados ou infectam novas células de 

diversos tecidos, se transformando em amastigotas intracelulares nos novos locais de infecção 

(Figura 2). A infecção dos tecidos pelos parasitos pode provocar graves lesões musculares 

(MILLÁS, 2016) (Figura 2). 

 

 

  



17 
 

 
  

Figura 2: Ciclo de vida de T. cruzi.  

As setas azuis (2, 3 e 4) apresentam as etapas do ciclo que ocorrem no hospedeiro vertebrado, enquanto 

que as setas em vermelho (1, 5, 6, 7 e 8) mostram o que acocore no hospedeiro invertebrado. A figura 

apresenta alguns dos reservatórios de T. cruzi e uma sinalização para especificação dos estágios do 

parasito que são infecciosos e estágios de desenvolvimento detectáveis através de técnicas de 

diagnóstico da doença. 

Fonte: CDC. 

 

A via clássica de transmissão dos parasitos pelas fezes e urina dos barbeiros infectados, 

durante o repasto sanguíneo, foi a responsável pela grande maioria dos casos brasileiros. No 

entanto, após a inserção de estratégias de controle do Triatoma infestans (espécie alóctone), 

dados epidemiológicos mostram que a transmissão oral por alimentos contaminados é a 

responsável pela maioria dos casos de doença de Chagas aguda no Brasil (MS, 2021). 

Atualmente, a principal espécie de triatomíneo transmissora de T. cruzi no Brasil é o 

Panstrongylus megistus (COURA & DIAS, 2009; GURGEL-GONÇALVES et al., 2012), com 

exceção à região nordeste, onde o Triatoma brasiliensis é a espécie mais importante 

(BEZERRA et al., 2020). 

A gravidade da doença está associada à cepa infectante, carga parasitária, via de 

transmissão do parasito e presença de comorbidades. Na fase aguda, os parasitos residem 

principalmente na corrente sanguínea podendo ocasionar febre constante, porém, esse estágio 

da doença nem sempre apresenta sintomatologia. A maioria dos indivíduos que entram na fase 
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crônica, apresentam a forma indeterminada assintomática. No entanto, após alguns anos, cerca 

de 30% desenvolvem lesões musculares causando as diferentes formas clínicas da doença 

(RASSI JR. et al., 2012). Nesta fase, os parasitos residem preferencialmente nos músculos 

cardíaco e digestivo, podendo causar as formas cardíaca, digestiva ou cardiodigestiva da 

doença. A forma cardíaca apresenta risco de insuficiência cardíaca e a forma digestiva pode ser 

marcada pela ocorrência de megaesôfago e megacólon (WHO, 2020). Os danos podem ser 

irreversíveis e deixar sequelas que prejudicam a vida do indivíduo infectado (BRENER, 1987).  

O controle da doença de Chagas é realizado principalmente através da aplicação de 

inseticidas nos locais onde o barbeiro foi encontrado. Outra forma de controle é feita através da 

triagem em banco de sangue e em cirurgias de doação de órgãos (CDC, 2019).  

1.1.5 Limitações do tratamento  

Os únicos fármacos específicos para o tratamento de pacientes chagásicos são o 

benzonidazol (BZ) e o nifurtimox (NFX) (SALES JR., et al 2017). Esses fármacos 

nitroheterocíclicos atuam como pró-fármacos e são ativados por nitroredutases que reduzem 

seu grupo nitro (NO2) para grupo amino (NH2), resultando em radicais livres que são auto-

oxidados para formação de espécies reativas de oxigênio (MAYA et al., 1997; CASTRO et al., 

2006). No caso do BZ, os produtos altamente reativos gerados pelas nitroredutases se ligam ao 

DNA, RNA, lipídios, proteínas e tióis de baixo peso molecular, inibindo assim o sistema 

antioxidante dos parasitos (WILKINSON & KELLY, 2009; TROCHINE et al., 2014). Quando 

processado na mitocôndria, o BZ é convertido no radical nitro (NO2) e no glioxal, altamente 

tóxicos para os parasitos (HALL & WILKINSON, 2012). 

 Já no caso do nifurtimox o mecanismo de ação está relacionado com a formação do 

ânion superóxido (O2
-), que é convertido pelas superóxido dismutases em peróxido de 

hidrogênio (H2O2). O H2O2 pode dar origem ao radical hidroxila (OH-) que se liga às moléculas 

do parasito, como DNA, RNA, lipídios, proteínas, danificando-as (TAPPEL, 1973; 

DOCAMPO et al., 1981).   

No entanto, o tratamento possui uma série de limitações como alta toxicidade, baixa 

capacidade de cura na fase crônica da doença e eficiência dependente da suscetibilidade da cepa 

de T. cruzi e fisiologia do hospedeiro (MOLINA et al., 2015). A baixa eficácia quimioterápica 

ocorre principalmente na fase crônica da doença. Dados da literatura mostram que o BZ curou 

76% dos pacientes chagásicos tratados na fase aguda e apenas 8% na fase crônica (CANÇADO, 
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1999). Outro estudo mostrou que a efetividade de cura na fase aguda foi de 76%, enquanto que, 

na fase crônica recente foi de 40% (SGUASSERO et al., 2015). 

Embora existam essas dificuldades, tanto o BZ quanto o NFX podem aumentar a 

qualidade e expectativa de vida dos infectados. Os dois fármacos são efetivos na redução da 

duração e gravidade clínica da doença de Chagas, sendo o BZ mais utilizado no contexto 

brasileiro (DIAS et al., 2016). 

Uma possível explicação para as baixas percentagens de cura em pacientes chagásicos 

crônicos é a existência de cepas de T. cruzi naturalmente resistentes ao mecanismo de ação dos 

fármacos. A quimioterapia também tem se mostrado problemática devido à resistência cruzada 

entre o BZ e o NFX. Essas dificuldades evidenciam a importância da busca de novos alvos 

terapêuticos e candidatos a fármacos contra o parasito (SOEIRO et al., 2009). 

1.2 Defesa antioxidante de T. cruzi e FeSODs 

Os tripanosomatídeos estão expostos a intenso estresse oxidativo causado por 

subprodutos tóxicos resultantes do processo de metabolismo celular e agentes externos, como 

metabólitos de fármacos e mediadores imunes do hospedeiro. As principais espécies tóxicas 

reativas de oxigênio e nitrogênio pelas quais os parasitos são expostos, são o peroxinitrito 

(ONOO-/ONOOH), ânion superóxido (O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), hidroperóxidos 

(ROOH) e óxido nítrico (•NO) (FERRER-SUETA & RADI 2009). Para se protegerem, os 

tripanosomatídeos contam um poderoso e único mecanismo de desintoxicação de peróxidos 

dependente de tripanotiona, que difere daquele encontrado em vertebrados, sendo indicado 

como alvo racional para quimioterapia (SANTI & MURTA, 2022). Nos tripanosomatídeos, 

muitas enzimas de defesa antioxidante estão distribuídas em diversos compartimentos celulares 

e são ativadas contra vários oxidantes. Esse sistema de defesa contra o estresse oxidativo é 

constituído por um aparato enzimático capaz de lidar com espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio. 

As enzimas do tipo superóxido dismutases (SODs) são componentes centrais do 

mecanismo de defesa antioxidante (MCCORD & FRIDOVICH, 1969). Estas metaloproteases 

(EC 1.15.1.1) removem o excesso de O2•- convertendo-os em O2 e H2O2 (PIACENZA et al., 

2013).  

Elas foram isoladas e caracterizadas em diversos organismos, incluindo bactérias e 

eucariotos (KIRBY et al., 1981). São classificadas de acordo com seu grupo prostético presente 

no sítio ativo (cobre e zinco, ferro, manganês ou níquel) e encontradas em diferentes 

localizações celulares (BANNISTER et al., 1987). Eucariotos geralmente possuem enzimas 
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cobre-zinco (Cu/ZnSODs) e manganês (MnSODs). As FeSODs são encontradas em 

procariontes, protozoários, plantas e algas. Uma vez que FeSOD está ausente no hospedeiro 

humano, essas enzimas podem ser consideradas como alvos potenciais para quimioterapia 

contra os tripanosomatídeos (TURRENS, 2004; WILKINSON et al., 2006). 

Em humanos, as SODs descritas possuem como grupo prostético o manganês (MnSOD) 

(ZHANG, 1996) ou o cobre e zinco (Cu-ZnSODs) (KIM & KANG, 1997). Durante a infecção 

pelo T. cruzi, ocorre um aumento da expressão dos genes das MnSODs, como forma de defesa 

do organismo contra o estresse oxidativo induzido pelo parasito (ESTRADA et al., 2018). O 

organismo do hospedeiro pode utilizar diversos outros mecanismos de ação contra o T. cruzi, 

que envolvem o recrutamento de diferentes elementos químicos. O peroxinitrito (ONOO-) é 

uma molécula potencialmente tóxica que pode agir como fator determinante da sobrevivência 

ou morte dos parasitos no momento da infecção. Seu papel biológico diverso, envolve atividade 

protetiva contra patógenos, incluindo o T. cruzi, tendo como alvo, proteínas de sistemas de 

desintoxicação (FERRER-SUETA & RADI, 2009; MARTÍNEZ et al., 2014). Dentre os 

oxidantes que atuam contra as SODs de T. cruzi, podemos citar o peróxido de hidrogênio (ação 

inibitória) (ISMAIL et al., 1997; VILLAGRÁN et al., 2005; MATEO et al., 2008) e o paraquat, 

sendo este um composto orgânico que atua mediante mecanismos de indução de estresse 

oxidativo (ISMAIL et al., 1997). Até o momento, a única classe de SOD detectada em T. cruzi 

é a ligada ao ferro (FeSODs) (TEMPERTON et al., 1996; ISMAIL et al., 1997; VILLAGRÁN 

et al., 2005; MATEO et al., 2008).  

Na fase aguda da doença de Chagas, os macrófagos são as primeiras células invadidas 

pelo T. cruzi (MUÑOZ FERNÁNDEZ et al., 1992). Antes de ir para o citoplasma, o parasito 

passa pelo ambiente altamente oxidativo do fagossomo. Durante a fagocitose, a enzima 

NADPH oxidase do parasito é ativada produzindo o ânion superóxido (O2
-), que em seguida 

sofre dismutação em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio pelas FeSODs. Na mitocôndria, 

o peróxido de hidrogênio é convertido em água pela ascorbato peroxidase (APX). No retículo 

endoplasmático, quem realiza essa conversão é a triparedoxina peroxidase (TXNPx). Esse 

sistema é baseado no tiol específico desses parasitos tripanotiona ou T(SH)2, que é sintetizado 

pela tripanotiona sintetase (TryS) e metabolizado pela tripanotiona redutase (TR) a fim de 

manter o ambiente intracelular reduzido (Turrens, 2004) (Figura 3). 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kim+SM&cauthor_id=9085276
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Figura 3: Sistema de defesa antioxidante de T. cruzi.   

As FeSODs metabolizam o ânion superóxido (O2
-), produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

oxigênio (O2). Na mitocôndria, o peróxido de hidrogênio é convertido em água (H2O) pela ascorbato 

peroxidase (APX). No retículo endoplasmático, essa conversão é feita pela triparedoxina peroxidase 

(TXNPx). O sistema é baseado no tiol específico de tripanosomatídeos (tripanotiona), que é sintetizado 

pela tripanotiona sintetase (TryS). A tripanotiona redutase (TR) metaboliza a tripanotiona para manter 

o ambiente intracelular reduzido. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Hickson et al., 2022 

 

Os genes codificadores das SODs de T. cruzi foram clonados e caracterizados pela 

primeira vez em 1996 por Temperton e colaboradores. Os genes foram identificados a partir do 

rastreamento por sonda em clones de uma biblioteca de DNA genômico da cepa X10.6 

construída em cosmídeos. Foram purificados dois conjuntos de cosmídeos cada um contendo 

genes distintos de SODs (TEMPERTON et al., 1996). 

Em 1997, as FeSODs de T. cruzi foram detectadas a partir da observação de quatro 

pontos isoelétricos (pIs) diferentes em frações de formas epimastigotas da cepa Maracay em 

gel eletroforético de poliacrilamida. Após testes com inibidores dos cofatores Cu/Zn, Mn e Fe, 

as quatro SODs apresentaram inibição por peróxido de hidrogênio. Isso indica o ferro como 

grupo prostético dessas enzimas, uma vez que ele apresenta sensibilidade ao peróxido de 

hidrogênio enquanto os demais cofatores são resistentes ao mesmo (ISMAIL et al., 1997). O 

parasito apresenta tipos variados de FeSODs que podem estar atuando em diferentes estágios 

do desenvolvimento e em regiões distintas (VILLAGRÁN et al., 2005). 

A localização das diferentes FeSODs varia entre as espécies de tripanosomatídeos 

(MATEO et al., 2008). Em Trypanosoma brucei, a FeSOD-B1 é citosólica (sendo 
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minimamente encontradas no glicossoma), a FeSOD-B2 é encontrada no glicossoma (com 

detecção de pequena atividade no citosol) e as FeSOD-A e FeSOD-C são mitocondriais. 

Abordagens genômicas sugerem que o T. cruzi possua esses mesmos tipos de FeSODs descritas 

em Trypanosoma brucei (DUFERNEZ et al., 2006).  Em Leishmania chagasi, as FeSOD-B1 e 

FeSODB2 são glicossomais (PLEWES et al., 2003).  

Em bancos de dados públicos, as informações disponíveis de FeSODs de T. cruzi são 

de sequências de genes e proteínas anotadas como FeSOD-A e FeSOD-B ou sequências sem 

referência ao tipo de FeSOD. Os genes possuem comprimentos de cerca de 637 (FeSDO-A) e 

588 (FeSDO-B) pares de bases (pb), podendo haver diferenças nesses valores entre as cepas do 

parasito (ISMAIL et al., 1997; NOGUEIRA et al., 2006). Existem três estruturas 

cristalográficas de FeSODs de T. cruzi. Elas estão disponíveis no Protein Data Bank (PDB) 

(GOODSELL et al., 2020) com os identificadores: 2GPC (FeSOD-B) (BACHEGA et al., 

2009), 4DVH (FeSOD-A) (MARTÍNEZ et al., 2014) e 4H3E (FeSOD-A) (PHAN et al., 2015).  

Esses dados de FeSODs em nível de sequência (nucleotídica e aminoacídica) e de 

estrutura, foram utilizados em diversos estudos de caracterização molecular (ISMAIL et al., 

1997; VILLAGRÁN et al., 2005; BACHEGA et al., 2009), determinação de expressão gênica, 

associação com drogas (NOGUEIRA et al., 2006; SANZ et al., 2008), funcionalidade (MATEO 

et al., 2008), filogenética (DUFERNEZ et al., 2006; LAUTHIER et al., 2012) e importância 

das enzimas no desenvolvimento e sobrevivência do parasito (MARTÍNEZ et al., 2014). 

Informações de mesma temática foram elucidadas em T. brucei (DUFERNEZ et al., 2006) e 

espécies de Leishmania (PARAMCHUK et al., 1997; GHOSH et al., 2003; PLEWES, et al., 

2003). 

Em 2006, nosso grupo de pesquisa mostrou que populações do T. cruzi resistentes ao 

BZ possuem aumento da expressão da enzima FeSOD-A e maior atividade enzimática 

(NOGUEIRA et al., 2006). Interessante também ressaltar que linhagens das espécies 

Leishmania infantum e Leishmania braziliensis resistentes ao antimônio trivalente apresentam 

maior expressão da enzima FeSOD-A e atividade enzimática (TESSAROLLO et al. 2014). 

Outro estudo mostrou que parasitos mutantes de L. infantum que possuem baixa expressão de 

FeSOD-A, apresentam maior resistência aos fármacos antimônio trivalente e miltefosina 

(SANTI et al., 2021). Além disso, análises de infecção com esses parasitos mostraram que as 

FeSOD-A reduzem a infecção de macrófagos e multiplicação intracelular dos parasitos. Nesse 

mesmo estudo, foram aplicadas três metodologias diferentes na tentativa de deletar os genes de 
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FeSODs. No entanto, todas as estratégias falharam, mostrando que os genes de FeSOD-A, são 

classificados como essenciais para Leishmania (SANTI et al., 2021). 

Esses trabalhos destacam a presença de diferentes tipos de FeSODs, em variadas 

localizações celulares e com características distintas, o que retrata um perfil enzimático diverso 

que garante aos parasitos um sistema de defesa antioxidante altamente eficaz, favorecendo seu 

crescimento, sobrevivência, infectividade e consequentemente sua virulência. 

Esse cenário evidencia a importância de estudos sobre o potencial das FeSODs como 

alvos de novos compostos e estratégias de reposicionamento de fármacos para a doença de 

Chagas (TURRENS et al., 2004; WILKINSON et al., 2006). Até o momento foram 

identificados diversos compostos promissores atuantes contra alvos do sistema de defesa 

antioxidante dos tripanosomatídeos (LEROUX & KRAUTH-SIEGEL 2016).  

No entanto é necessário um entendimento mais abrangente sobre a diversidade 

molecular desses componentes da defesa antioxidante, bem como o impacto dessas 

características no desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o tratamento da doença de 

Chagas e demais doenças negligenciadas causadas por tripanosomatídeos. Apesar da doença de 

Chagas ser negligenciada, ela teve sua visibilidade aumentada com a oficialização do dia 

mundial do combate à doença (14 de abril). Além disso, a forma crônica da doença foi inserida 

como doença de notificação compulsória nacionalmente pela Portaria nº 264, de 17 de fevereiro 

de 2020, visto que, anteriormente somente a forma aguda estava incluída na lista de doenças de 

notificação compulsória e imediata. 

1.3 Filogenética 

1.3.1 Definição e eventos associados à homologia 

A filogenética foi definida por Ridley e colaboradores como uma área da biologia 

evolutiva que visa a reconstrução das relações evolutivas entre organismos, macromoléculas, 

ecossistemas ou quaisquer entidades com mesma origem evolutiva (homólogas). No caso das 

macromoléculas, os táxons ou unidades taxonômicas operacionais (do inglês operational 

taxonomic units - OTUs) são sequências de DNA, RNA ou proteínas (RIDLEY, 2003).   

Com base em dados moleculares, o evolucionista Walter Fitch estabeleceu que a 

homologia entre genes pode estabelecer relações de paralogia e ortologia. Genes parálogos são 

aqueles que divergiram entre si após uma duplicação, enquanto os ortólogos divergiram entre 

duas espécies após especiação (FITCH, 1970). Esses eventos são responsáveis pela variação do 

número de homólogos presentes em uma família gênica em diferentes espécies, podendo 
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ocorrer perda e ganho de genes (GABALDÓN, 2007).  Além disso, as macromoléculas podem 

apresentar biodiversidade em nível de sequência e/ou estrutura por ocorrência de transferência 

lateral de genes, processamentos de trans-splicing, mutação, amplificação gênica, 

recombinação, conversão gênica, embaralhamento de domínios ou de éxons, fusão de genes, 

dentre outros (PAGE & HOLMES, 1998). O principal mecanismo de evolução de genes é a 

duplicação gênica seguida de divergência (OHNO, 1970).  

1.3.2 Árvores filogenéticas 

As árvores filogenéticas são representações de hipóteses de relações de ancestralidade 

entre as OTUs. A obtenção das árvores advém de algoritmos que podem ter a incorporação do 

princípio do método para reconstrução de uma única árvore ou podem utilizar critérios pré-

estabelecidos para realizar a busca de uma árvore que em meio a um conjunto de árvores. Um 

exemplo de método frequentemente embutido no algoritmo é o método de distâncias, que 

funciona reduzindo a variação entre as sequências par a par à uma medida de distância entre 

elas para estimar a árvore resultante. Já os algoritmos de escolha de árvore, baseiam-se em 

métodos de otimização de caracteres, sendo corriqueiramente aplicados aos métodos de 

máxima parcimônia, máxima verossimilhança e inferência Bayesiana. Independentemente do 

método utilizado, o objetivo final é estabelecer uma presunção da história evolutiva (topologia) 

das OTUs (MATIOLI & FERNANDES, 2012). 

A reconstrução da árvore requer primeiramente a construção de uma matriz de distâncias 

par-a-par através de modelos matemáticos (MATIOLI & FERNANDES, 2012). Os modelos 

evolutivos funcionam descrevendo a probabilidade de mudança de um nucleotídeo ou 

aminoácido por outro. Existem diferentes programas para predição do modelo que melhor 

descreve a base de dados observada (BARTON et al. 2007).  

No caso dos algoritmos de seleção de árvores, o modelo adotado não influencia no 

algoritmo escolhido, porém, reflete na estimativa do tempo de divergência entre as sequências 

(tamanho dos ramos) e na topologia (história evolutiva hipotetizada). A escolha do programa 

também pode ter implicações no resultado. O PhyML (GUINDON et al., 2010) é um exemplo 

de software de heurística rápida e precisa para estimar filogenias de sequências moleculares 

pelo método de máxima verossimilhança. Já a filogenética pelo método de Inferência 

Bayesiana, pode ser realizada no programa MrBayes (RONQUIST et al., 2012), em que a 

árvore final não é um consenso de todas as outras árvores, o que mantém a topologia em todas 

as predições realizadas (MATIOLI & FERNANDES, 2012).  
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1.3.3 Método de máxima verossimilhança 

O método de máxima verossimilhança calcula as probabilidades de evolução de 

caracteres de acordo com o modelo utilizado para explicação dos dados. O cálculo é feito 

considerando a taxa de substituição entre pares de bases e sua heterogeneidade (sendo as 

substituições mais recorrentes na terceira base do códon), a frequência dessas bases e a 

proporção de sítios invariáveis do alinhamento. A probabilidade L é determinada de acordo 

com o modelo evolutivo aplicado E, dada a topologia T e o comprimento dos ramos B para 

inferir a evolução dos dados D, função:  

 
L(T, B, E|D) = ƒ(D|T, B, E) 

 
O método infere todas as topologias possíveis e as variações de comprimento dos ramos 

de cada uma delas. Para isso, a verossimilhança é maximizada a partir do cálculo das 

probabilidades de ocorrência de todos os estados de caracteres ancestrais possíveis, 

considerando que a base foi a mesma ou as outras três (A, G, T e C). A árvore que melhor 

representa as relações filogenéticas de acordo com o modelo evolutivo adotado é a mais 

verossímil.  

A inferência filogenética por máxima verossimilhança pode ser atribuída ao teste 

estatístico de bootstrap. Este recurso visa estimar a variância associada às distâncias através de 

reamostragens dos dados, com reposição, avaliando a distribuição das bases em cada sítio do 

alinhamento. O objetivo é avaliar o grau de confiança dos conjuntos de dados indicados pela 

topologia das árvores.  

Cada reamostragem gera uma árvore (pseudoréplica) e a proporção de bootstrap é a 

porcentagem de vezes que o mesmo subconjunto de dados foi recuperado nas árvores. Assim, 

é possível avaliar o quanto a topologia é modificada de acordo com a reamostragem e 

consequentemente revelar a consistência interna dos dados (quanto mais modificações, menor 

é o valor de bootstrap). A quantidade de pseudoréplicas que se deseja reamostrar é escolhida 

pelo próprio usuário, sendo considerada bem representativa a reconstrução de 500 a 1000 

pseudoréplicas. 

Uma grande vantagem do método de máxima verossimilhança é que ele é robusto e 

menos sensível a erros de amostragem quando comparado aos métodos geométricos e de 

parcimônia (MATIOLI & FERNANDES, 2012). 
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1.3.4 Método de inferência Bayesiana 

A inferência Bayesiana está relacionada com a máxima verossimilhança “invertendo” o 

problema a partir da probabilidade posterior [L(H | D)] de que a hipótese H seja verdadeira 

assumindo probabilidades L (H) à priori que atribuem H antes que D tenha sido verificado. A 

função L (D | H) maximiza a verossimilhança e L (D) é uma constante de normalização que 

restringe [L(H | D)] de zero a um: 

 

 

𝐿 (𝐷) =  
𝐿(𝐻) 𝑥 𝐿(𝐻)

𝐿 (𝐷)
 

 

Ao contrário da máxima verossimilhança, o método Bayesiano considera que os dados 

e os parâmetros são variáveis aleatórias, o que garante que a filogenia não seja acometida por 

uma característica específica. Desta forma, a probabilidade posterior tem a função de estimar a 

incerteza sobre os parâmetros adotados. Isso é feito através de um comparativo da distribuição 

das estimativas de máxima verossimilhança para diversos conjuntos de dados independentes 

(topologia, comprimento de ramos, parâmetros de substituição de nucleotídeos e probabilidade 

a priori da base de dados) (MATIOLI & FERNANDES, 2012).  

As filogenias inferidas pelo método Bayesiano são realizadas a partir de cadeias de 

Markov, que correspondem a uma sequência de variáveis aleatórias X=(X0, X1, X2...Xn) cuja 

probabilidade de estar em um determinado Xi no tempo t, depende dos estados anteriores. O 

algoritmo utilizado é o de Monte Carlo baseado em cadeias de Markov (do inglês Markov chain 

Monte Carlo-MCMC) (Huelsenbeck et al., 2004). Trata-se de uma classe de algoritmos para 

modelagem da probabilidade de eventos associados aos dados amostrados. No caso da 

inferência filogenética, o MCMC propõe valores de apoio estatístico atribuídos ao cálculo da 

probabilidade posterior com base na frequência com que os ramos aparecem nas diferentes 

árvores amostradas e consequentemente estima a incerteza das relações de ancestralidade 

(DURBIN et al., 1999).  

 Quando comparado ao método de máxima verossimilhança, apresenta menos robustez 

e consistência, porém demanda menor custo computacional e é menos sensível a ambiguidades 

do alinhamento (DURBIN et al., 1999).  
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1.3.5 Aplicações e importância dos estudos de filogenia  

A filogenética pode ser aplicada para estudo da história evolutiva das unidades 

taxonômicas operacionais das OTUs e conhecimento dos membros de famílias multigênicas e 

sua diversidade molecular (NAHUM & PEREIRA, 2008; ASLETT et al., 2010; CUESTA-

ASTROZ et al., 2014; VALDIVIA et al., 2015; MITCHELL, 2017; SCHOLTE et al., 2017). 

Além disso, permite a predição funcional de genes e proteínas (DUFERNEZ et al., 2006), 

entendimento da diversidade metabólica dos organismos (NAHUM et al., 2009), estudos de 

filogeografia (MILES et al., 2009), construção de códigos de barras de DNA (do inglês, DNA 

barcoding) (MUNCH et al., 2008), entendimento da dispersão de epidemias e pandemias 

(SHEREEN et al., 2020), acompanhamento da evolução de tumores (filooncologia) 

(SOMARELLI  et al., 2017), dentre várias outras funcionalidades.   

A determinação dos membros de uma família multigênica pode ainda revelar subtipos 

de uma mesma enzima de interesse. Esse é um aspecto essencial quando se deseja inferir a 

história evolutiva de potenciais alvos de fármacos para o tratamento de doenças que necessitam 

de novas abordagens quimioterápicas. O ideal é que os candidatos à fármacos, tenham ação sob 

todos os componentes da família gênica/proteica, garantindo o efeito contra o agente etiológico 

da doença.  

Informações sobre a filogenia das FeSODs dos tripanosomatídeos são raras na literatura. 

Nossa proposta de estudo foi reunir dados de sequências dos genes das FeSODs de T. cruzi e 

utilizá-las para reconstrução da história evolutiva dessas enzimas. Seguindo a premissa de que 

a atividade de um novo fármaco contra o T. cruzi deva idealmente exercer efeito sobre os genes 

homólogos do alvo proposto, nós realizamos a investigação da ação tripanocida de compostos 

que potencialmente interagem com todos os elementos da família dessas proteínas. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

A quimioterapia da doença de Chagas apresenta desafios como a baixa eficácia de cura 

dos pacientes na fase crônica da doença, efeitos adversos provocados pelo BZ e NFX, a 

existência de cepas de T. cruzi naturalmente resistentes aos fármacos e a resistência cruzada 

entre o BZ e o NFX. Diante desse cenário, é essencial a pesquisa de novos alvos para o 

desenvolvimento de fármacos mais seguros e eficientes.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Somarelli+JA&cauthor_id=27810337
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O sistema de defesa antioxidante nos tripanosomatídeos é um potencial alvo para 

quimioterapia. Ele é composto por um aparato enzimático capaz de lidar contra as espécies 

reativas de oxigênio resultantes da ação dos fármacos e do sistema imunológico dos 

hospedeiros. As FeSODs fazem parte desse sistema e já apresentam resultados promissores 

quando previamente testadas como alvos de novos compostos com potencial tripanocida. As 

SODs humanas não apresentam o ferro como grupo prostético, o que reforça a relevância das 

FeSODs como potenciais alvos durante a elaboração de novas estratégias quimioterápicas 

contra o T. cruzi. As FeSODs já foram descritas como genes essenciais em parasitos do gênero 

Leishmania.  Em T. cruzi, elas estão mais expressas em populações resistentes ao BZ em 

comparação com populações suscetíveis, mostrando sua importância na defesa contra o BZ. O 

desbalanço dos níveis dos produtos reduzidos pelas enzimas leva ao estresse oxidativo, 

evidenciando a importância de ampliar seu conhecimento enquanto potenciais alvos de 

compostos contra o T. cruzi. 

A filogenética pode auxiliar na identificação de membros de famílias gênicas e protéicas 

de potenciais alvos moleculares para candidatos a fármacos. Essas proteínas podem ter funções 

semelhantes e/ou relacionadas, podendo haver necessidade de atuação do composto em mais 

de um ou todos os membros da família.  
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3. OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo geral 

Compreender a diversidade molecular das enzimas ferro-superóxido dismutase de cepas de T. 

cruzi sob uma perspectiva evolutiva. 

 3.2 Objetivos específicos 

- Obter os genes codificadores das FeSODs.  

- Reconstruir as relações filogenéticas das FeSODs.  

- Pesquisar candidatos a fármacos/compostos que interagem com as FeSODs. 

- Testar a atividade in vitro dos candidatos a fármacos contra o T. cruzi. 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1 Avaliação da FeSOD como membro de família multigênica 

Sequências aminoacídicas das FeSODs de T. cruzi, foram obtidas através de uma busca 

avançada por proteínas no UniProt, versão 2017. Foram utilizados os campos Protein Name e 

Organism com as palavras “superoxide dismutase” e “Trypanosoma cruzi” respectivamente. A 

especificação do grupo prostético “iron” no campo “Protein Name” não foi utilizada, pois 

muitas SODs não estão depositadas com a descrição de seu grupo prostético. A escolha do 

UniProt para a seleção dos dados foi por ele ser um banco curado e com a maioria das 

informações necessárias para desenvolvimento dessa e de outras etapas do trabalho. 

As sequências recuperadas foram utilizadas para busca de correspondências entre elas e 

códigos de famílias de domínios proteicos depositados no Pfam (Finn et al., 2008). A 

arquitetura proteica das enzimas encontradas foi pesquisada a partir da submissão das 

sequências no campo “Sequence search” disponível na página inicial do Pfam. 

No TriTrypDB (ASLETT et al., 2010), os códigos Pfam foram usados para a busca da 

quantidade de genes codificadores de proteínas que contém os domínios em cada cepa de T. 

cruzi. Caso as cepas apresentem mais de um gene, o indicativo é de que a FeSOD pertence a 

uma família multigênica.  
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4.2 Predição das proteínas homólogas das FeSODs de T. cruzi 

Os códigos dos domínios proteicos no Pfam encontrados no item anterior, foram usados 

para realização de uma busca avançada no UniProt para predição das proteínas homólogas das 

FeSODs de T. cruzi em proteomas preditos do parasito armazenados no banco. Essa verificação 

oferece uma noção da quantidade mínima de FeSODs homólogas no proteoma analisado. No 

entanto, é importante ressaltar que proteínas multidomínios podem compartilhar unidades 

estruturais idênticas ou semelhantes mesmo não possuindo qualquer relação de homologia. Esse 

fenômeno deve-se aos eventos de recombinação homóloga em processos de divisão celular, em 

que ocorre embaralhamento de regiões codificantes de domínios entre diferentes genes 

(shuffling). 

4.3 Amplificação dos genes das FeSODs de T. cruzi 

4.3.1 Desenho de iniciadores  

O acesso à cada sequência aminoacídica específica de FeSODs de T. cruzi depositadas 

no UniProt, foi utilizado para a recuperação das sequências nucleotídicas correspondentes pelo 

hiperlink de intercâmbio do UniProt ao European Nucleotide Archive (ENA) (AMID et al., 

2020) ou do NCBI Reference Sequence Database (RefSeq) (O'LEARY et al., 2016) nos casos 

em que o ENA não possuía a sequência em sua plataforma.  

A partir daí, foram selecionadas apenas as sequências que possuem evidências 

experimentais associadas e publicadas. Esses foram os genes escolhidos para o desenho dos 

iniciadores das FeSODs, uma vez que eles foram caracterizados experimentalmente como 

FeSODs de T. cruzi. 

No total, foram selecionadas 14 sequências gênicas, sendo 12 genes da FeSOD-A e dois 

da FeSOD-B. Não foram encontradas sequências de T. cruzi descritas como genes de FeSOD-

C caracterizadas experimentalmente. As sequências foram alinhadas com o MUSCLE 

(EDGAR, 2004) do pacote MEGA X 10.1.8 (KUMAR et al., 2018). O objetivo foi selecionar 

as regiões conservadas para confecção dos iniciadores.  

A partir das sequências com identificação do tipo, foi possível desenhar iniciadores 

forward desde o códon de início (ATG) e iniciadores reversos que anelam desde o códon de 

parada para ambos os tipos de FeSOD. Adicionalmente, foram confeccionados pares de 

iniciadores que anelam em regiões internas dos genes em direção às extremidades 5’ e 3’ dos 

amplicons com o intuito de garantir melhor qualidade dessas regiões e permitir que o gene seja 

obtido em sua extensão mais completa possível. A tabela 1 mostra a sequência dos iniciadores 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Amid+C&cauthor_id=31722421
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O%27Leary+NA&cauthor_id=26553804
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desenhados e características dos mesmos preditas com a ferramenta de estatísticas de 

iniciadores de PCR Sequence Manipulation Suite (disponível em: 

https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html).
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Tabela 1: Características dos iniciadores para amplificação dos genes de FeSOD-A e FeSOD-B de T. cruzi. 

Gene Sentido 

da fita 

 Sequência do iniciador (5’-3’) Conteúdo 

GC (%) 

Temperatura 

de anelamento 

predita 

Tamanho 

do 

iniciador 

FeSOD-A Forward ATGTTGAGACGTGCGGTGAATATATC 42,3 56,4 26 

Reverso TCAAGTAATCCGGCCGGCGGTTTTC 56,0 61,0 25 

FeSOD-B Forward ATGGTCTTCAGCATTCCTCCGC 54,5 56,7 22 

Reverso GTTCCACGTTCTTCCAGTTGAC 50,0 54,8 22 

FeSOD-A 

(interno) 

Forward CCCTTGAGTCTGCTGTTACGGCC 60,8 61,0 23 

Reverso TCCAACCCGAGCCAAAGTTATT 45,4 53,0 22 

FeSOD-B 

(interno) 

Forward TTAACCACACGTTCTACTGGG 47,6 52,0 21 

Reverso CAAGCCACGCCCAACCCGAG 70,0 60,0 20 
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4.3.2 Extração do DNA  

A extração do DNA do sedimento dos parasitos selecionados para o estudo foi feita 

utilizando o protocolo de extração com fenol-clorofórmio desenvolvido por Sambrook e Russel 

em 2006. Primeiramente os parasitos foram lavados em solução PBS 1 %. Em seguida foram 

ressuspendidos em tampão de extração contendo 100 mM de Tris-HCl, 5 mM EDTA, 20 mM 

de NaCl e 10 % de SDS, pH 8,0 e incubado com 5 μL de proteinase K (10 mg/mL) e 1 μL de 

RNAse (20 mg/mL) por 2 horas a 37 °C. O DNA foi extraído com fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico e precipitado pela adição de etanol 100 % (v/v). Esse material genético precipitado 

foi lavado duas vezes utilizando etanol 70 % (v/v) e foi ressuspendido em água DNAse Free 

aquecida a 37 ºC. Por fim, o equipamento Nanodrop foi utilizado para determinação da 

concentração obtida de DNA por espectrofotometria (SAMBROOK & RUSSEL, 2006). 

4.3.3 Reação de PCR  

Foram amplificados os genes das FeSODs de 35 cepas de T. cruzi, disponíveis no acervo 

do laboratório (Tabela 2). 
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Tabela 2: Informações das cepas e clones de T. cruzi utilizados no estudo. 
 

Sus a, susceptibilidade in vivo ao BZ e NFX; S: susceptível; R: resistente; MR: resistência média ND- não determinada. 

*: local de origem apenas com especificação do país, sem informação de região com maior especificação. 

 

DTU Cepa  Origem Hospedeiro Família do 

Hospedeiro 

Susa Referência - Sus 

TcI 2137  Rio Grande do Norte Homo sapiens Hominidae ND ND 

TcI 2549  Rio Grande do Norte Homo sapiens  Hominidae ND ND 

TcI Colombiana  Colômbia* Homo sapiens Hominidae R FILARDI & BRENER, 1987 

TcI Quaraizinho  Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcI RS-21 Rio Grande do Sul Panstrongylus megistus Reduviidae S MURTA et al., 1998 

TcI SC28 Santa Catarina Didelphis marsupialis Didelphidae R FILARDI & BRENER, 1987 

TcII Berenice Minas Gerais Homo sapiens  Hominidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcII Ernane Goiás Homo sapiens Hominidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcII Gilmar Minas Gerais Homo sapiens Hominidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcII MR Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcII São Felipe Bahia Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcII VL-10 Minas Gerais Homo sapiens Hominidae R FILARDI & BRENER, 1987 

TcII Y São Paulo Homo sapiens Hominidae MR FILARDI & BRENER, 1987 

TcIII C00113 Goiás Monodelphis domestica Didelphidae ND ND 

TcIII C00370 Pará Rhodnius pictipes Reduviidae ND ND 

TcIII C00566 Mato Grosso do Sul Dasypus novemcinctus Dasypodidae ND ND 

TcIII PEBA18 Rio Grande do Norte Euphractus sexcinctus Chlamyphoridae ND ND 

TcIII PL0213 Rio Grande do Norte Panstrongylus lutzi Reduviidae ND ND 

TcIII RN19 Rio Grande do Norte Panstrongylus lutzi Reduviidae ND ND 

TcIII SM76 Rio Grande do Norte Homo sapiens Hominidae ND ND 

TcIV AM64 Amazonas Homo sapiens  Hominidae MR TESTON et al., 2013 

TcIV C00041 Mato Grosso do Sul Thrichomys pachyurus Echimyidae ND ND 

TcIV C00471 Mato Grosso do Sul Oecomys mamorae Cricetidae ND ND 
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Tabela 2: Informações das cepas e clones de T. cruzi utilizados no estudo. Continuação 
 

Sus a, susceptibilidade in vivo ao BZ e NFX; S: susceptível; R: resistente; MR: resistência média ND- não determinada. 

*: local de origem apenas com especificação do país, sem informação de região com maior especificação. 

 

DTU Cepa  Origem Hospedeiro Família do 

Hospedeiro 

Susa Referência - Sus 

TcIV C00524 Mato Grosso do Sul Triatoma spp. Reduviidae ND ND 

TcIV C00526 Mato Grosso do Sul Triatoma spp. Reduviidae ND ND 

TcIV C00601 Espírito Santo Triatoma vitticeps Reduviidae ND ND 

TcV 3253 Rio Grande do Sul Homo sapiens  Hominidae ND ND 

TcV Bug2149cl10 Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae R TOLEDO et al., 2003 

TcV JM Minas Gerais Homo sapiens Hominidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcVI Buriti Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcVI CL Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcVI CL Brener clone Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

ZINGALES et al., 1997 

TcVI FL Rio Grande do Sul Triatoma infestans Reduviidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcVI Luna Argentina* Homo sapiens Hominidae S FILARDI & BRENER, 1987 

TcVI RS-12 Rio Grande do Sul Homo sapiens Hominidae ND ND 
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A reação de PCR para as enzimas foi feita com 20 μl do Platinum® PCR SuperMix 

(Invitrogen), 2 μl de cada iniciador (10 ng/μl) e 2 μl de amostra de DNA (10 ng/μl), com volume 

final de 26 μl. A amplificação foi realizada com desnaturação a 94º durante 5 minutos seguida 

de 30 ciclos de: desnaturação à 94º (30 segundos); anelamento à 55º (30 segundos); extensão à 

72º (um minuto). Por fim, os produtos passaram por uma extensão final condicionada à 72º 

durante 5 minutos. O processo foi programado no termociclador Veriti® Thermal Cycler 

(Applied Byosistems).  

Foram geradas três replicatas biológicas (de cada gene nas 35 cepas) a partir de PCRs 

realizadas em dias diferentes com os iniciadores forward e reverso. Os produtos amplificados 

foram sequenciados de acordo com o mesmo par de iniciadores da etapa de PCR. Uma quarta 

PCR foi realizada com os mesmos iniciadores forward e reverso para sequenciamento dos 

produtos utilizando os iniciadores que anelam em regiões internas (Tabela 1).  

Os produtos de PCR foram purificados com o QIAquick® PCR purification Kit 

(Qiagen) e submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™ (Biotium). 

As imagens dos géis foram geradas no equipamento ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare). 

4.4 Sequenciamento dos genes 

Os genes foram sequenciados pelo método de Sanger (SANGER et al., 1977) na 

Plataforma de Sequenciamento do Instituto René Rachou. As placas de sequenciamento foram 

preparadas com meio microlitro dos iniciadores forward e reverso separadamente, um 

microlitro de DNA e seis microlitros de água livre de DNAse e RNAse para melhorar a 

eficiência da reação. 

Primeiramente foi feito o sequenciamento (com os iniciadores forward e reverso) a 

partir dos produtos de PCR das três réplicas biológicas. Duas dessas três réplicas biológicas 

foram sequenciadas novamente da mesma forma (replicatas técnicas). Esse segundo 

sequenciamento foi feito para aumentar a quantidade de fitas utilizadas para a montagem das 

sequências consenso, a fim de aumentar a confiabilidade das bases indicadas em cada posição 

e auxiliar na identificação de erros de sequenciamento. O quarto produto de PCR foi 

sequenciado duas vezes a partir dos iniciadores internos, gerando então uma réplica biológica 

e uma técnica. Essa foi uma estratégia de melhorar a qualidade do sequenciamento das 

extremidades dos genes e enriquecer o processo de montagem das sequências consenso. 
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4.5 Montagem dos genes 

A montagem para cada gene foi feita separadamente com as 14 fitas (forward e reverse) 

geradas no sequenciamento das quatro réplicas biológicas e três técnicas de cada cepa. O pacote 

utilizado foi o Phred-Phrap-Consed (MACHADO et al., 2011), com pipeline desenvolvido com 

scripts implementados em Perl.  

O software Phred atribui um valor de qualidade para cada base sequenciada que retrata 

a probabilidade de erro em escala logarítmica, sendo Q o valor de qualidade e Pe a probabilidade 

de erro de uma base específica: 

 

Q = -10 log10( Pe ) 

 

Tem sido demonstrado que a qualidade Phred apresenta boa acurácia e consequentemente alto 

poder de discernir bases como verdadeiras ou errôneas. 

O Phrap é o programa de montagem das sequências. Ele utiliza uma combinação de 

qualidade entre as leituras (no caso as fitas de cada gene em cada cepa separadamente) para 

formar um ou mais contigs, podendo ou não utilizar toda a base de dados fornecida para a 

montagem de cada gene.  

O Consed é um visualizador e editor da montagem. As bases do(s) contig(s) gerado(s) 

das fitas utilizadas para a montagem são apresentadas em diferentes tons de cor (do branco ao 

preto) que especificam a qualidade Phred (EWING et al., 1998) (Tabela 3), o que permite a 

edição do contig para corte de regiões com baixa qualidade ou que intuitivamente podem não 

fazer parte da sequência de interesse. 

 

Tabela 3: Probabilidade de erro e acurácia de bases por escala de qualidade Phred. 

Qualidade Phred Probabilidade de erro Acurácia da base 

10 1 em 10 90% 

20  1 em 100  99%  

30  1 em 1.000 99.9% 

40  1 em 10.000 99.99% 

50  1 em 100.000 99.999% 

 

Quando mais de um contig foi construído para um determinado gene, optou-se pela 

escolha do que foi gerado a partir de uma quantidade maior de fitas (que frequentemente 
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apresentam maior qualidade). Por fim, os contigs escolhidos e editados foram salvos em um 

único arquivo multi FASTA para FeSOD-A e outro para FeSOD-B. 

4.6 Determinação do número de cópias dos genes das FeSODs de T. cruzi 

Com o objetivo de determinar o número de cópias dos genes de FeSOD-A, FeSOD-B e 

FeSOD-C no genoma de T. cruzi, foi feita uma colaboração com a Dra. Daniella Bartholomeu 

e o Prof. Anderson Coqueiro dos Santos, ambos do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais/UFMG.  

As análises foram realizadas com todas as sequências nucleotídicas utilizadas para as 

reconstruções filogenéticas deste estudo. Para a predição do número de cópias do gene da 

FeSOD-C, foram utilizadas 18 sequências do TriTrypDB que potencialmente codificam esse 

tipo de FeSOD.  

Primeiramente, foi verificada a fase de leitura (do inglês open reading frame ou ORF), 

que quando necessário, foi corrigida para a primeira fase de leitura senso (5’-3’). Todas as 

sequências foram utilizadas como arquivo de entrada de um programa (não publicado) para a 

pesquisa de similaridade entre as sequências e regiões do genoma do clone CL Brener (não 

publicado). O genoma foi obtido pela tecnologia de sequenciamento PacBio Technology (WEI 

& ZHANG, 2018) combinada com a tecnologia de Illumina HiSeq 2000 (LIU et al, 2011). O 

programa estende a sequência nucleotídica até o próximo stop codon de acordo com 

correspondências entre regiões do genoma e entre a sequência de aminoácidos correspondente 

para a checagem de stop codons internos. Dessa forma, o número de cópias de cada proteína 

foi obtido de acordo com o match entre as sequências e o genoma. 

4.7 Bases de dados para reconstrução das árvores filogenéticas das FeSODs  

A reconstrução das árvores foi realizada para duas bases de dados diferentes, 

selecionadas de acordo com o objetivo e hipótese a ser testada. Os conjuntos de dados 

utilizados, incluíram as 35 sequências de genes sequenciados no presente estudo (um de genes 

de FeSOD-A e outro de genes de FeSOD-B). A fim de aumentar a base de dados e quantidade 

de informações relevantes para anotação das árvores, foram incluídas sequências obtidas 

através do UniProt (pelo link de intercâmbio do UniProt ao ENA e RefSeq) que possuem 

evidências experimentais associadas publicadas (Tabela 4). A ideia de incluir essas sequências 

foi permitir que fossem realizadas inferências tanto filogenéticas quanto de propriedades 

compartilhadas ou semelhantes entre os genes sequenciados e recuperados dos bancos de dados. 
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O objetivo foi determinar as relações filogenéticas entre os genes do parasito e com isso 

verificar a presença de subtipos diferentes de cada tipo de FeSOD e padrões cladísticos por 

DTU, localização geográfica e hospedeiro em que o parasito foi isolado.  

A primeira hipótese testada nesses casos foi a obtenção de árvores que indicam a 

existência de diferentes variantes funcionais de ambas as enzimas. Essa hipótese foi elaborada 

com base em dados da literatura que mostram a enorme biodiversidade molecular que esses 

genes apresentam em diferentes espécies e dentro de uma mesma espécie. A segunda hipótese 

é a inexistência de clados compostos apenas por genes de cepas de mesma DTU, origem 

geográfica e hospedeiro. Em outras palavras, não é esperado que existam congruências por 

alguma dessas características, entre sequências que compartilham o mesmo ancestral comum 

mais recente. Essa hipótese foi pensada devido à inexistência de evidências de que as FeSODs 

possuem ancestralidade comum entre cepas de mesma DTU, entre parasitos de uma 

determinada localidade e parasitos residentes de hospedeiros específicos.  
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Tabela 4: Informações sobre as sequências selecionadas para as reconstruções filogenéticas do estudo. 

 

Cepa/Clone Tipo UniProt ID ENA ID RefSeq ID PDB ID Referência Tamanho 

(nt) 

aSus 

CL Brener FeSOD-A Q4DCQ3 EAN90306.1 XM_807064 4DVG  4H3E MARTÍNEZ et al., 2014 702 S 

Tulahuen C2 FeSOD-A O02615 AAC47548.2 NA NA PHAN et al., 2015 636 S 

Y (clone 4) 

Y (clone 16) 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

Q2TJ60 

Q2TJ60 

AAX84933.1  

AAX84936.1 

NA 

NA 

NA 

NA 

ISMAIL et al., 1997 637 

637 

S 

R 

17LER 

17WTS 

Barra Seca 

YUYU 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

Q2TJ65 

Q2TJ65 

Q2TJ65 

Q2TJ65 

AAX84930.1 

AAX84931.1 

AAX84932.1 

AAX84938.1 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NOGUEIRA et al., 2006 637 

637 

637 

637 

R 

S 

S 

R 

CL Brener 

JA 

São Felipe 

VL-10 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

FeSOD-A 

Q2TJ61 

Q2TJ61 

Q2TJ61 

Q2TJ61 

AAX84934.1 

AAX84935.1 

AAX84937.1 

AAX84939.1 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NOGUEIRA et al., 2006 637 

637 

637 

637 

S 

S 

S 

R 

CL Brener FeSOD-B Q4DI29 EAN92179.1 XM_808937 2GPC BACHEGA et al., 2009 

MARTÍNEZ et al., 2014 

588 S 

Tulahuen C2 FeSOD-B O02616 AAC47549.1 NA NA ISMAIL et al., 1997 588 S 
NA - not applicable; aSus, susceptibilidade in vivo ao BZ e NFX; S: susceptível; R: resistente. 

https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AAX84936
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4.8 Alinhamento das sequências 

O pacote MEGA X 10.1.8. foi utilizado para realizar o alinhamento de cada conjunto de 

sequências para cada árvore através do MUSCLE. Cada alinhamento foi salvo no formato 

FASTA e editado manualmente para eliminação das colunas das extremidades contendo gaps. 

4.9 Escolha do modelo evolutivo 

O programa jModelTest (DARRIBA et al., 2012) foi utilizado para elucidar o modelo 

que melhor explica os dados de cada alinhamento. A escolha foi baseada na comparação da 

probabilidade dos modelos testados de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC) 

(AKAIKE, 1974). 

É importante mencionar que a intenção é inserir em árvores obtidas por inferência 

Bayesiana, valores de apoio estatístico tanto de máxima verossimilhança quanto de inferência 

Bayesiana para a mesma base de dados. Para isso, as árvores obtidas pelos diferentes métodos 

devem ser reconstruídas utilizando-se o mesmo modelo evolutivo e abordagens de variação de 

taxas de substituições nucleotídicas quando indicado. Isso permite que as árvores de mesma 

base de dados sejam comparáveis. 

Assim sendo, o modelo indicado para a inferência filogenética das FeSODs do tipo A 

foi o Kimura 2-parâmetros e para FeSOD-B o HKY85. Para os dois alinhamentos de entrada, 

utilizamos a opção de estimativa da proporção de sítios invariáveis. 

O Kimura 2-parâmetros é um dos modelos matemáticos que utiliza distâncias. Ele leva 

em consideração eventos de substituição por transição e transversão. A troca de uma purina 

(adenina ou guanina) por outra purina ou pirimidina (timina ou citosina) por outra pirimidina 

caracteriza uma transição. A transversão é a troca de uma purina por uma pirimidina ou vice-

versa. Sequências homólogas costumam apresentar a razão entre transição e transversão 

(transição/transversão ou P/Q) maior do que 0,5. Significa que a quantidade de transições 

costuma ser maior que a quantidade de transversões. Isso acontece porque as purinas possuem 

dois anéis de carbono e as pirimidinas apenas um. Logo, as substituições de bases com mesma 

classificação não abalam a estrutura do DNA tanto quanto as trocas entre bases de diferentes 

classificações e passam mais facilmente pelo sistema de reparo. Adicionalmente, a 

probabilidade das transversões propiciarem a troca do aminoácido é maior, o que oportuniza 

sua eliminação durante o processo evolutivo. A troca do aminoácido acontece mais 

frequentemente entre aminoácidos com propriedades bioquímicas semelhantes 

(hidrofobicidade, comprimento, acidez/basicidade e etc). O modelo Kimura 2-parâmetros 
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considera esses aspectos para inferir, partindo diretamente dos dados, a troca de um nucleotídeo 

“original” pelos demais (MATIOLI & FERNANDES, 2012). 

 O modelo HKY85 visa estimar a divergência de dados de sequenciamento de DNA 

utilizando uma abordagem de relógio molecular. O modelo estatístico considera que cada sítio 

do alinhamento de sequências pode ser modificado de forma homogênea e independente dos 

demais sítios. Assim como o Kimura 2-parâmetros, esse modelo também considera a razão 

entre as taxas de transição e transversão, além de considerar a frequência de cada nucleotídeo 

na base de dados (HASEGAWA et al., 1985). 

4.10 Reconstrução das árvores filogenéticas das FeSODs pelo método de máxima 

verossimilhança 

 

O software PhyML foi utilizado para a obtenção das árvores de máxima 

verossimilhança. Nesses casos, os valores de apoio estatístico dos nós das árvores foram 

estimados através da reconstrução de 1000 pseudoréplicas de bootstrap e computados pelo 

approximate Likelihood-Ratio Test (aLRT) (GUINDON & GASCUEL, 2003; ANISIMOVA & 

GASCUEL, 2006).  

4.11 Reconstrução das árvores filogenéticas das FeSODs pelo método de 

inferência Bayesiana 

A inferência Bayesiana foi realizada no MrBayes 3.2.7 em quatro etapas principais, são 

elas: leitura do arquivo de entrada, especificação do modelo evolutivo, execução da inferência 

e sumarização dos resultados. Os arquivos de alinhamento (mesmos utilizados para as árvores 

de máxima verossimilhança), foram convertidos do formato FASTA para o formato NEXUS 

através da ferramenta ALTER (GLEZ-PEÑA et al., 2010).  

  O MrBayes executa duas sessões independentes que iniciam gerando árvores aleatórias, 

que portanto, terão um certo grau de divergência entre si. As gerações passam a ficar parecidas 

após convergirem e o esperado é que o desvio padrão médio das frequências divididas (do 

inglês, average standard deviation of split frequencies ou ASDSF) fique abaixo de 0.01. A 

partir desse ponto, o programa oferece as opções de continuar ou não com a inferência. Caso a 

diferença entre as probabilidades das duas sessões seja pequena, não é necessário continuar a 

inferência.  

Os resultados são expressos com um cladograma (com os valores de apoio estatístico; 

um filograma consensual (com os comprimentos dos ramos) e uma lista de árvores geradas com 

os respectivos valores de probabilidade acumulada (P) e valor de probabilidade posterior (p). 
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Foram descartadas 25% das árvores amostradas inicialmente e que, portanto, estão mais 

distantes do espaço amostral da resposta ótima de topologia. 

Após a inferência, foi verificado se o ASDSF ficou menor que 0,01 (reflete que as 

árvores das duas sessões independentes se tornam cada vez mais semelhantes umas das outras), 

se o tamanho estimado das amostras (do inglês estimated sample size ou ESS) foi maior que 

100 (indicativo de que os parâmetros não foram subamostrados) e se o fator de redução de 

escala potencial (do inglês potential scale reduction factor ou PSRF) ficou próximo de 1 

(indicativo de que as gerações convergiram). Para otimizar o PSRF, foram realizadas análises 

de MCMC (uma cadeia fria e três quentes) com 10.000.000 de gerações amostradas a cada 100 

gerações. Os parâmetros utilizados para cada base de dados estão apresentados na figura 4. 

As árvores reconstruídas foram visualizadas e editadas no software Figtree 

(tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). A árvore foi enraizada com o midpoint do Figtree. Esse é 

um método de inferência da posição de enraizamento que assume que a raíz está no ponto médio 

da maior distância entre as sequências, apresentada na árvore. No entanto, o midpoint realiza 

uma inferência limitada, uma vez que considera que a taxa de evolução entre os é idêntica entre 

os elementos da árvore. 
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Figura 4: Base block para reconstrução das árvores por inferência Bayesiana 

As opções em cinza são específicas para definir o modelo de cada base de dados. As árvores de FeSOD-

A foram reconstruídas com a primeira opção apresentada em duas linhas (configuração para o modelo 

Kimura 2-parâmetros) e as árvores de FeSOD-B foram reconstruídas com a segunda opção em uma só 

linha (configuração para o modelo HKY85). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Hickson et al., 2022. 

 

4.12 Pesquisa de compostos que interagem com as FeSODs  

Para agregar conhecimento sobre o potencial dos diferentes genes das FeSODs como 

alvo de fármacos contra o T. cruzi, realizamos abordagens computacionais e experimentais em 

bancada. A ideia foi utilizar a diversidade de genes das FeSODs elucidados nas filogenias como 

objeto de busca por substâncias químicas que de alguma maneira interagem potencialmente 

com esses alvos. O ideal é que todos os genes apresentem essa interação com as substâncias 

para propormos o potencial quimioterápico das drogas encontradas. A pesquisa foi realizada 

com a ferramenta de busca de candidatos às drogas do DrugBank. O DrugBank é um banco de 

dados exclusivo de bioinformática e quimioinformática que combina propriedades químicas e 

farmacológicas de agentes com informações estruturais e de sequência associadas a potenciais 

vias-alvo (WISHART et al., 2018). 

4.13 Ensaios in vitro de compostos contra o T. cruzi 

Compostos encontrados no item anterior foram submetidos à testagem in vitro contra 

formas amastigotas e tripomastigotas do parasito (formas relevantes para a infecção humana) e 
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a determinação da toxicidade sobre células L929 (fibroblastos de camundongos) de acordo com 

o protocolo desenvolvido por Romanha e colaboradores (Romanha et al., 2010). Os ensaios 

foram realizados utilizando-se o meio Roswell Park Memorial (RPMI) suplementado com 

glutamina (2 mM) e soro fetal bovino (10%). 

O ensaio tripanocida foi realizado com a utilização da cepa Tulahuen mutante de T. cruzi 

que expressa a enzima beta-galactosidase de Escherichia coli (BUCKNER et al., 1996). 

Tripomastigotas dessa cepa foram utilizadas para infectar células L929 (fibroblastos de 

camundongos) em uma proporção de 10 parasitos para cada célula. O processo de infecção foi 

interrompido após duas horas através da substituição do meio de cultura e as células infectadas 

foram incubadas durante 48 horas à 37ºC e 5% de CO2 (ROMANHA et al., 2010). 

Após esse período, o meio de cultura foi substituído por meio novo, além compostos em 

concentrações decrescentes, a partir de 1.000 µM, até chegar ao IC50 (concentração do composto 

capaz de inibir o crescimento parasitário em 50 %). Após 96 horas de incubação, foi adicionado 

o substrato chlorophenol red-beta-D-galactopyranoside (CPRG) e a placa foi incubada à 37ºC 

para leitura (realizada após 16-20 horas) no espectrofotômetro Devices com um filtro de 570nm. 

O benzonidazol no seu IC50 (1 µg/mL = 3,81 µM) foi utilizado como controle positivo. Os 

resultados foram expressos como a porcentagem de inibição do crescimento parasitário. 

Os compostos com atividade tripanocida foram testados contra as células L929 para 

determinação da citotoxicidade (CC- concentração citotóxica) sobre células de vertebrados 

(ROMANHA et al., 2010). A viabilidade das células tratadas foi determinada com o indicador 

de viabilidade celular alamarBlueTM. As amostras foram testadas em concentrações crescentes 

a partir do IC50 sobre o parasito. Essa etapa foi feita com a mesma quantidade de células, tempo 

de desenvolvimento celular e tempo de exposição aos compostos usados no ensaio da beta-

galactosidase. Após a adição do alamarBlueTM, a placa foi incubada durante seis horas para 

leitura à 570 e 600 nm. Os resultados foram expressos através da diferença no percentual de 

redução entre células tratadas e células não tratadas. O Índice de seletividade (do inglês, 

selectivity index - SI) foi calculado pela razão do CC50 dos compostos sobre as células L929 

pelo IC50 encontrado sobre o T. cruzi. Apenas compostos que apresentarem IS ≥ 50 são 

recomendados para testes in vivo. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da FeSOD como membro de família multigênica 

Foram encontradas 106 sequências aminoacídicas de FeSOD de T. cruzi no UniProt.  As 

correspondências entre elas e dados do Pfam, mostraram arquiteturas proteicas compostas pelos 

domínios PF00081 (N-terminal) e/ou PF02777 (C-terminal) nesta ordem.  

As proteínas que apresentaram apenas um dos domínios encontrados, podem realmente 

apresentarem essa estrutura diferenciada ou estarem com o depósito da sequência parcial de 

aminoácidos. Outra possibilidade é a ocorrência de mutações nonsense, resultando em códons 

de paradas no meio do gene, gerando proteínas truncadas com baixa ou nenhuma atividade. 

Inserções ou deleções de nucleotídeos podem alterar a ORF, podendo causar efeitos deletérios 

nos genes. As bases nitrogenadas possuem isomeria dinâmica, sendo alguns tipos de tautomeria 

um causador do emparelhamento incorreto de bases ou não emparelhamento. Lesões nas bases 

nitrogenadas causadas por espécies reativas de oxigênio também podem levar a um 

emparelhamento incorreto entre os pares de bases. Essas podem ser algumas explicações para 

FeSODS que sofreram perda total ou parcial da atividade contra o estresse oxidativo. 

A estrutura do domínio relativo ao código PF00081 é composta por duas hélices em um 

alpha-hairpin longo antiparalelo. Já a estrutura do domínio de código PF02777 é uma mistura 

de alfa hélices e folhas beta. O Pfam não possui uma descrição específica de funções associadas 

aos domínios.  

Os códigos encontrados foram utilizados separadamente como padrão de busca do 

TriTrypDB. O propósito dessa busca foi obter a quantidade de sequências gênicas da FeSOD 

que codificam proteínas com os domínios em questão em diferentes cepas de T. cruzi (Tabela 

5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

 
 

Tabela 5: Número de genes que codificam os domínios PF00081 e PF02777 das FeSODs de T. cruzi.  

Domínios do Pfam: PF00081 (alfa-hairpin) e/ou PF02777 (C-terminal) identificados no TriTrypDB.       

Cepa/Clone PF00081 PF02777 PF00081 e 

PF02777 

Sequências 

analisadas 

Brazil A4 0 2 5 7 

Clone CL Brener Esmeraldo-

like/ Non-Esmeraldo-like 

0 4 9 13 

Dm28c 2014 0 1 2 3 

Dm28c 2017 0 2 7 9 

Dm28c 2018 0 2 7 9 

Marinkellei strain B7 0 2 2 4 

Sylvio X10/1-2012 0 1 4 5 

TCC 0 2 12 14 

Y C6 0 1 8 9 

 

O fato das cepas apresentarem mais de um gene que codifica proteínas com os domínios 

em questão, é um indicativo de que a FeSOD pertence a uma família multigênica. A diferença 

de quantidade de genes em cada cepa pode ser devido a informações incompletas apresentadas 

pelo banco ou podem ser erros nos dados. Mas também existe a possibilidade dessas diferenças 

serem características de biodiversidade molecular entre as cepas ou consequência da 

intervenção de eventos evolutivos associados aos genes. 

5.2 Predição das proteínas homólogas das FeSODs de T. cruzi 

A utilização dos códigos dos domínios das FeSODs (PF02777 e PF00081) para predição 

das proteínas homólogas foi realizada em três proteomas preditos de T. cruzi disponíveis no 

UniProt. A busca com ambos os domínios retornou nove proteínas no clone CL Brener 

UP000002296 (EL-SAYED et al., 2005), 11 na cepa TCC UP000246078 e sete em Dm28c 

UP000246121 (BERNÁ et al., 2018). Todas as proteínas encontradas estão descritas como 

superóxido dismutases. Os resultados reforçam a existência de diversos homólogos em um 

mesmo proteoma predito. 

Assim como na busca com as sequências gênicas (Tabela 5), a pesquisa apenas com o 

domínio PF00081 mostra que não existem proteínas apenas com esses domínios nos proteomas 

analisados. Porém, a busca apenas com PF02777 retorna quatro, dois e uma proteína a mais nos 

três proteomas, respectivamente. Esses resultados e a quantificação dos genes codificadores de 

FeSODs nas diferentes cepas apresentados na tabela 5, reforçam a existência de proteínas que 

possuem apenas o domínio C-terminal, o que pode estar associado com algum processo 

evolutivo envolvido.  

about:blank
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5.3 Determinação do número de cópias dos genes das FeSODs em T. cruzi 

A correspondência entre as sequências do gene FeSOD e o genoma do clone de T. cruzi 

CL Brener (Anderson Coqueiro dos Santos, comunicação pessoal) revelou a presença de duas 

cópias do gene de FeSOD-A e quatro cópias dos genes de FeSOD-B. As sequências desses dois 

tipos de FeSODs diferiram principalmente pela presença de uma extensão na extremidade 5' no 

gene FeSOD-A, que está ausente no gene FeSOD-B. As cópias do gene de FeSOD-A estão 

localizadas em dois scaffolds diferentes: TcBrS006 (posições: 610002-610703) e TcBrS020 

(649023-649724) com alta similaridade entre si. Por outro lado, as cópias do gene FeSOD-B 

foram encontradas em quatro scaffolds diferentes: TcBrS024 (375771-376394), TcBrS074 

(371524-372111), TcBrS110 (279843-280466) e TcBrS188 (30050-30637). Em TcBrS024 e 

TcBrS110, observamos genes com alta similaridade e maior comprimento na extremidade 3’ 

em comparação com as sequências TcBrS074 e TcBrS188, que por sua vez, também são 

altamente semelhantes entre si. Com relação à FeSOD-C, foram encontradas duas cópias do 

gene no scaffold TcBrS091 (215034-216071 e 219697-220734) e duas outras cópias no scaffold 

TcBrS112 (47508-48542 e 52180-53214). 

5.4 Obtenção dos genes das FeSODs de T. cruzi 

Os produtos da PCR dos genes das FeSODs foram visualizados por eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com GelRed™ (Biotium). De acordo com o padrão de peso molecular 1 

Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), a posição das bandas um pouco acima da banda padrão de 

650 pares de bases (pb) confirmaram o tamanho esperado de 637 pb para FeSOD-A e 588 pb 

para FeSOD-B. A figura 5 mostra as bandas de FeSOD-A e FeSOD-B de oito cepas do estudo. 
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Figura 5: Gel de agarose corado com GelRed mostrando as bandas de FeSODs de oito cepas do 

estudo.  
Eletroforese em gel de agarose 1% dos fragmentos obtidos por amplificação da sequência codificante 

da FeSOD-A e da FeSOD-B em diferentes cepas de T. cruzi. Padrão de massa molecular 1 Kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen).                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: 

Hickson et al., 2022. 

 

Após o sequenciamento desses produtos de PCR, foram geradas as sequências consenso 

das réplicas de cada tipo da enzima em cada cepa estudada. Os contigs gerados foram editados 

para melhorar a qualidade do gene.  Bases com baixa qualidade presentes nas extremidades 

foram deletadas e fitas em sentido anti-senso foram corrigidas. As características das 

sequências consenso estão apresentadas na tabela 6.  
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Tabela 6: Características da montagem dos genes de FeSOD-A e e FeSOD-B em cada cepa do 

estudo. 

Cepa Leituras (fitas) 

utilizadas 

FeSOD-A  

Tamanho do 

consenso  

FeSOD-A 

Leituras (fitas) 

utilizadas 

FeSOD-B  

Tamanho do 

consenso  

FeSOD-B 

2137 14 625 14 563  

2549 14 625 14 574  

3253 14 615 13 524  

AM64 12 612 14 561  

Berenice 14 610 14 528 

Bug2149cl10 14 608 14 530  

Buriti 14 612 14 539  

C00041 14 610 14 560  

C00113 12 608 14 534  

C00370 14 636 14 538  

C00471 14 610 14 563  

C00524 13 634 14 518  

C00526 14 636 14 558  

C00566 14 636 12 562  

C00601 14 609 14 563  

CL 14 636 14 558  

CL_Brener 14 611 14 534  

Colombiana 14 609 14 537  

Ernane 14 613 14 529  

FL 14 630 14 573  

Gilmar 13 623 14 534  

JM 14 636 14 537  

Luna 14 635 14 534  

MR 13 623 14 547  

PEBA18 14 624 14 531  

PL0213 14 634 14 560  

Quaraizinho 14 611 14 552  

RN19 14 636 14 515  

RS-12 14 633 14 559  

RS-21 14 634 14 526  

São Felipe 14 595 14 531  

SC28 14 611 14 562  

SM76 14 634 14 557  

VL-10 7 589 10 565  

Y 14 610 14 530  
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5.5 Reconstrução das árvores filogenéticas das FeSODs  

 

O alinhamento dos 35 genes sequenciados para cada tipo de FeSOD foi editado para 

eliminação de sítios ricos em gaps presentes nas extremidades e para padronização do tamanho 

das sequências. Essa edição é importante para garantir que a topologia das árvores não seja 

afetada por discordâncias entre as extremidades das sequências. Mesmo após as correções, o 

total de sítios de cada alinhamento foi bem representativo comparado ao tamanho aproximado 

dos genes (637 pb para FeSOD-A e 588 pb para FeSOD-B).  

A quantidade de sítios conservados foi muito maior comparado aos sítios variáveis. O 

número de sítios informativos parcimoniosos em cada alinhamento foi baixo. Essas 

características evidenciam a alta conservação entre cada tipo das FeSODs de T. cruzi.  

Outro aspecto verificado foi a arquitetura proteica das enzimas codificadas por cada 

gene sequenciado. Essa verificação é importante uma vez que genes que codificam domínios 

distintos ou em ordem alterada dificultam a reconstrução de árvores que hipotetizam relações 

filogenéticas bem resolvidas. Tanto as sequências de FeSOD-A quanto de FeSOD-B 

apresentaram os domínios PF00081 (N-terminal) e PF02777 (C-terminal) nesta ordem. 

A utilização de dois métodos probabilísticos para as reconstruções filogenéticas, 

refletiram na mesma topologia observada. Essa informação se aplica tanto em termos de 

distribuição dos genes nos diferentes clados, como pelo fato de não ter sido observada diferença 

significativa no comprimento dos ramos.  

As árvores que mostram as relações evolutivas entre os genes de FeSOD-A (Figura 6) 

e FeSOD-B (Figura 7) apresentaram dois clados principais nomeados de acordo com a letra que 

diferencia o tipo de FeSOD e quantidade de elementos do clado (A35, A11, B23 e B13).  
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Figura 6: Relações evolutivas das 46 FeSODs do tipo A de T. cruzi obtidas no presente trabalho e 

aquelas disponíveis em bancos de dados públicos.  
O nome das sequências nucleotídicas obtidas no presente estudo está representado pela cepa (Tabela 2) 

e identificador do GenBank. As sequências de bancos de dados públicos foram nomeadas de acordo 

com a cepa e identificador do ENA, com exceção de CL_Brener.XM_807064, recuperada do RefSeq 

(Tabela 4). O gene da cepa Tulahuen foi removido por ter gerado artefato. A distinção entre as discrete 

typing units foi elucidada por cores: TcI (azul), TcII (laranja), TcIII (vermelho), TcIV (verde), TcV 

(cinza) e TcVI (rosa). O alinhamento gerado possui um total de 573 sítios. Genes de cepas sensíveis ao 

benzonidazol estão indicados com círculos pretos e genes de cepas resistentes com círculos vermelhos. 

O círculo roxo indica o elemento da árvore que codifica uma proteína que contém informação em nível 

de estrutura. A filogenia foi reconstruída por dois métodos usando o best fit model (Kimura-2 parameter) 

e com a proporção de sítios invariáveis. Os valores de apoio referentes à Inferência Bayesiana são os de 

probabilidade posterior representados em preto (acima dos nós). Para máxima verossimilhança, os 

apoios estatísticos são os valores de Bootstrap em vermelho (abaixo dos nós). Foram mostrados apenas 

os valores de apoio acima de 70%. 

 

Fonte: Hickson et al., 2022. 
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Figura 7: Relações evolutivas das 36 FeSODs do tipo B de T. cruzi obtidas no presente trabalho e 

aquelas disponíveis em bancos de dados públicos. 

 

O nome das sequências nucleotídicas obtidas no presente estudo está representado pela cepa (Tabela 2) 

e identificador do GenBank. A sequência de banco de dados públicos foi nomeada de acordo com a cepa 

e identificador do RefSeq (CL_Brener.XM_808937 - Tabela 4). O gene da cepa Tulahuen foi removido 

por ter gerado artefato. A distinção entre as discrete typing units foi elucidada por cores: TcI (azul), TcII 

(laranja), TcIII (vermelho), TcIV (verde), TcV (cinza) e TcVI (rosa). O alinhamento gerado possui um 

total de 484 sítios. Genes de cepas sensíveis ao benzonidazol estão indicados com círculos pretos e genes 

de cepas resistentes com círculos vermelhos. O círculo roxo indica o elemento da árvore que codifica 

uma proteína que contém informação em nível de estrutura. A filogenia foi reconstruída por dois 

métodos usando o best fit model (HKY85) e com a proporção de sítios invariáveis. Os valores de apoio 

referentes à Inferência Bayesiana são os de probabilidade posterior representados em preto (acima dos 

nós). Para máxima verossimilhança, os apoios estatísticos são os valores de Bootstrap em vermelho 

(abaixo dos nós). Foram mostrados apenas os valores de apoio acima de 70%. 

 

Fonte: Hickson et al., 2022. 

 

A história evolutiva observada nos leva a crer que para cada tipo de FeSOD estudado, 

existam dois subtipos de FeSOD, que podem se tratar de diferentes variantes funcionais da 

enzima. A hipótese que melhor explica a origem dessas variantes é a duplicação gênica seguida 

de divergência. Em outras palavras, corresponde ao evento de duplicação gênica seguida de 

mudança na composição dos aminoácidos. Esse é o evento mais frequentemente envolvido no 

processo evolutivo das moléculas dos organismos e pode provocar alteração da função de uma 

das proteínas, formação de pseudogenes ou origem de proteínas com funções idênticas ou 

semelhantes. Outra possibilidade é que os dois genes sofram mutações deletérias, porém 
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diferentes funções são afetadas entre os genes. Nesse último caso eles se tornam 

complementares, mantendo a função original do gene ancestral. Genes derivados de eventos de 

duplicação que de alguma forma beneficiam o organismo, podem ser fixados no genoma por 

seleção natural. 

O desvio padrão médio das frequências divididas (do inglês average standard deviation 

of split frequencies ou ASDSF) e fator de redução de escala potencial das reconstruções 

filogenéticas (do inglês potential scale reduction factor ou PSRF) da base de dados de FeSOD-

A foram de 0.009862 e 1,001 respectivamente. Para FeSOD-B, o ASDSF foi de 0.009909 e o 

PSRF 0,01.  

Não houveram padrões cladísticos de região geográfica de isolamento dos parasitos e 

de hospedeiro. O número de amostras pode não ser representativo o suficiente para observação 

desses tipos de padronagem.  

As relações evolutivas dessa família multigênica mostra claramente que os membros 

das cepas de DTU do tipo IV formam um grupo monofilético. Isso pode ser observado tanto na 

árvore de FeSOD-A quanto na árvore de FeSOD-B.  

Os resultados mostram que as relações filogenéticas entre as FeSODs do tipo B estão 

mais bem resolvidas comparado com a história evolutiva dos genes tipo A. De modo geral, a 

utilização de dois métodos probabilísticos permitiu que a maioria das informações hipotetizadas 

nos clados pudessem ser discutidas em ambas as árvores.  

A anotação das árvores foi feita com base nas evidências experimentais das sequências 

de bancos de dados públicos. Isso possibilita, de forma indireta, que os genes sequenciados 

possam ter suas características preditas com base nas sequências com evidência experimental 

prévia residentes de um mesmo clado ou grupo irmão.  

Dados experimentais dos genes dessas duas árvores serão discutidos com detalhes na 

sessão de discussão e quando possível serão associados aos genes sem caracterização 

experimental. 

A fim de representar os resultados obtidos e algumas caracterizações das enzimas de 

estudo disponíveis em bancos de dados públicos, nós construímos um diagrama com as 

diferenças entre as FeSOD-A, FeSOD-B e FeSOD-C. O diagrama informa sobre a localização 

celular, comprimento (em aminoácidos), número de cópias dos genes das FeSODs presentes no 

genoma do clone CL Brener e códigos (do banco de dados Pfam) das famílias de domínios 

proteicos de cada tipo de FeSOD (Figura 8). 
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Figura 8: Diagrama apresentando as diferenças entre os genes de FeSOD-A, FeSOD-B e FeSOD-

C de T. cruzi.  
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Hickson et al. (2022).  

 

5.6 Pesquisa de compostos que interagem com as FeSODs 

5.6.1 Seleção dos compostos  

Utilizamos todas as sequências aminoacídicas codificadas pelos genes das bases de 

dados das reconstruções filogenéticas, para a busca de compostos que potencialmente 

interagem com essas proteínas, a fim de avaliar esses compostos quanto ao seu potencial 

quimioterápico. A pesquisa foi realizada com a ferramenta de busca de compostos do 

DrugBank, que funciona alinhando as sequências fornecidas com as sequências dos compostos 

armazenados no banco. Foram encontradas cinco opções. Diante dos resultados, selecionamos 

dois compostos (mangafodipir e polaprezinc) que podem apresentar algum tipo de ação contra 

as enzimas de T. cruzi presentes nas filogenias. As demais opções foram excluídas ou por se 

tratarem de ácidos, ou por não terem muitas informações descritas e nenhuma aplicação prévia 

em saúde.  

Segundo os dados disponíveis no DrugBank e na literatura, os compostos escolhidos 

possuem aplicação em saúde, além de estarem disponíveis para compra. 
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5.6.2 Ensaios in vitro 

Inicialmente ambos os compostos foram adicionados nos meios de cultura em 

concentração de 1000 µM. O polaprezinc também foi adicionado em concentrações 

micromolares de 500, 250, 125 e 62.5. No entanto, a maioria das concentrações testadas 

provocou a morte celular dos fibroblastos, apresentando apenas 14% atividade tripanocida em 

concentração de 62.5 µM. Esse composto foi inativo contra T. cruzi. 

O mangafodipir provocou redução dos parasitos, porém teve efeito tripanocida (69%) 

na concentração mais alta (1000 µM), com IC50 de 839 µM. O índice de citotoxicidade para 

células L929 foi de 2.298 µM (CC50). Assim, esse composto não foi aprovado para testagem in 

vivo, uma vez que apresentou índice de seletividade (IS) de 2.7, sendo pouco seletivo contra T. 

cruzi. Apenas compostos com IS maior que 50 são indicados para estudos de atividade contra 

T. cruzi in vivo. Desta forma, os compostos testados foram considerados inativos contra o 

parasito (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7: Atividade dos compostos contra os parasitos.  

 

Composto Concentração  

(M) 

Atividade1  

(%) 

 

 

IC50 T. cruzi2 

(µM) 

CC50 L9293 

(µM) 

Índice de 

Seletividade 

(IS)4 

Polaprezinc 1.000 

500 

250 

125 

62,5 

Morte celular 

Morte celular  

Morte celular  

Morte celular  

14 

Inativo - - 

Mangafodipir 1.000 

500 

69 

10 

839 2,298 2,7 

Benzonidazol 

  

3,8 83 3,81 

(1 µg/mL)  

2,381 

(625 

µg/mL) 

625 

 

1 Redução (%) de amastigotas e tripomastigotas pelos compostos; 2Concentração dos compostos que 

inibe 50% do crescimento das formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi; 3Concentração dos 

compostos que inibe 50% da viabilidade das células L929; 4CC50 L929/IC50 T. cruzi. Os valores de IC50 

e CC50 foram calculados por interpolação linear. A determinação do CC50 para o polaprezinc não foi 

possível devido à baixa solubilidade nas concentrações > 50 Mµ. 
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6 DISCUSSÃO 

 

As FeSODs são responsáveis pela desintoxicação dos radicais superóxidos, 

convertendo-os em oxigênio e peróxido de hidrogênio. Desta forma, elas compõem um 

conjunto de enzimas de grande importância na defesa antioxidante dos tripanosomatídeos. No 

presente estudo, fornecemos uma predição da biodiversidade molecular e as relações evolutivas 

de FeSODs em diferentes cepas de T. cruzi. Nossas buscas nos bancos de dados públicos 

UniProt e Pfam, sugerem que essas enzimas são membros de famílias de genes/proteínas nos 

parasitos.  

O conhecimento de membros de famílias multigênicas fornece um melhor entendimento 

da evolução desses genes e seus produtos. Além disso, permite a predição funcional de genes 

não caracterizados, auxilia no desenvolvimento de estratégias terapêuticas e pode elucidar 

aspectos sobre o funcionamento da via em que esses genes operam. Genes e proteínas 

homólogas podem desempenhar funções semelhantes, idênticas, complementares ou 

substitutivas. É importante que os candidatos a drogas interajam com todos os membros de 

famílias multigênicas, a fim de garantir o efeito desejado. 

Com relação ao número de cópias dos genes FeSODs no genoma CL Brener, nossos 

resultados mostraram duas cópias do gene FeSOD-A muito semelhantes em nível de sequência 

(99% de identidade), quatro cópias do gene FeSOD-B com dois pares semelhantes e quatro 

cópias de FeSOD-C. Nos genes FeSOD-B, a diferença mais marcante está na extremidade C-

terminal, onde os scaffolds 24 e 110 (98% de identidade) possuem alguns nucleotídeos extras 

quando comparados aos scaffolds 74 e 188 (99% de identidade). Estes resultados estão de 

acordo com a análise de Southern blot anterior usando digestão por sítio de restrição PstI, que 

mostra a presença de duas FeSOD-A e quatro cópias do gene FeSOD-B no clone 2 de Tulahuen 

(ISMAIL et al., 1997). Em nosso estudo, as sequências do genoma de CL Brener 

correspondentes aos genes FeSOD-A e FeSOD-B compartilham 69% de identidade. Nossos 

resultados também mostraram que existem quatro cópias do gene FeSOD-C no genoma CL 

Brener. As duas cópias do gene FeSOD-C presentes no scaffold 91, compartilham 99% de 

identidade e as outras duas cópias no scaffold 112 também são 99% idênticas. Em geral, as 

sequências dos dois scaffolds são altamente semelhantes. 

Construímos um diagrama que mostra as diferenças entre as FeSOD-A, FeSOD-B e 

FeSOD-C. Para isso, escolhemos um exemplar bem caracterizado de cada uma delas. O 

diagrama inclui as informações obtidas no presente estudo sobre o número de cópias no genoma 
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de CL Brener. De modo geral, as informações sobre FeSODs, disponíveis nos bancos de dados 

públicos, são escassas. Dessa forma, nosso trabalho é um recurso para melhor entendimento 

sobre essas proteínas em T. cruzi. 

Realizamos a inferência filogenética dos genes FeSOD-A e FeSOD-B de T. cruzi. A 

principal diferença entre esses dois tipos de proteína, está na extremidade 5', onde uma porção 

composta por 15 nucleotídeos está presente no FeSOD-A e ausente no FeSOD-B. Esta extensão 

de aminoácidos na região N-terminal, representa um padrão geral de um peptídeo sinal 

mitocondrial (ISMAIL et al., 1997). As FeSOD-B de T. cruzi estão localizadas no citosol e no 

glicossomo (MATEO et al., 2008; MARTÍNEZ et al., 2014). Nosso conjunto de dados também 

revela alta similaridade entre as sequências dos genes FeSOD-A e FeSOD-B separadamente. 

Os resultados de inferência filogenética das FeSODs de T. cruzi estão representadas por árvores 

com dois clados principais que sugerem a existência de dois subtipos de cada enzima (FeSOD-

A e FeSOD-B) (Figuras 6 e 7). Este perfil enzimático diversificado em localizações celulares 

distintas, garante uma ação mais eficaz contra oxidantes (VILLAGRÁN et al., 2005; 

PIACENZA et al., 2013; MARTÍNEZ et al., 2014; MARTÍNEZ et al., 2019). Dufernez et al. 

(2006) reconstruiu a história evolutiva entre sequências de aminoácidos de FeSODs de 

Trypanosoma brucei e outros organismos. Os resultados desse estudo mostram que as relações 

filogenéticas sugerem que FeSODs dos subtipos B1 e B2 emergiram independentemente de 

ancestrais específicos por duplicação gênica em cada espécie do conjunto de dados (T. brucei, 

Trypanosoma congolense, T. cruzi, Trypanosoma vivax e Leishmania). Nas espécies de 

Leishmania, os tipos B1 e B2 estão distribuídos em clados separados, enquanto nas espécies de 

Trypanosoma, essas proteínas são reunidas em um único clado. Embora tal topologia possa ser 

explicada como resultado de duplicações gênicas que ocorreram independentemente em cada 

espécie de Trypanosoma, tal cenário evolutivo é improvável. Dufernez et al. (2006) sugerem a 

existência de uma correlação entre FeSODs A e C e entre FeSODs do tipo B, propondo a 

ocorrência de mais de um evento de transferência gênica lateral que deu origem a múltiplas 

FeSODs em T. brucei (DUFERNEZ et al., 2006). De acordo com nossos resultados, também 

propomos que as duas variantes funcionais de FeSOD-A e FeSOD-B detectadas foram 

originadas por eventos de duplicação seguidos de divergência. 

Não observamos congruências por região geográfica e isolamento das cepas de T. cruzi 

nas árvores dos genes de FeSODs (Figuras 6 e 7). Por outro lado, observamos um clado bem 

apoiado estatisticamente, com um grupo monofilético composto por todos os genes FeSOD-A 

e FeSOD-B das cepas TcIV T. cruzi em cada filogenia. 
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Lewis et al. (2011) propuseram que a origem das cepas TcIV se deve a eventos de 

hibridização intraespecífica entre TcI e TcII, gerando os ecótipos ancestrais de TcIII e TcIV. 

As cepas dessa DTU TcIV possuem várias características particulares. Elas estão 

predominantemente presentes na região amazônica, infectando principalmente primatas não 

humanos. Elas exibem alta virulência em um curto período de pré-patente em camundongos 

infectados, produzindo amplo tropismo tecidual em direção ao músculo esquelético e altas taxas 

de parasitemia e mortalidade na fase aguda da infecção (MONTEIRO et al., 2013). 

Hipotetizamos que a ancestralidade comum entre as FeSODs de T. cruzi possam eventualmente 

refletir as particularidades das cepas da DTU TcVI. Além disso, essas características são 

dependentes de múltiplos fatores bioquímicos e fisiológicos do parasito que influenciam na sua 

capacidade de sobrevivência e infectividade no organismo hospedeiro. Mais especificamente, 

propomos que o conjunto de mecanismos evolutivos que moldaram a evolução dos genes 

codificadores das FeSODs nas cepas TcIV são de caráter plesiomórfico à divergência do 

ancestral que originou as cepas desta DTU. Nesse contexto, nossos resultados corroboram 

estudos anteriores associados ao desenvolvimento de um esquema de tipagem de sequências 

multilocos (do inglês, multilocus sequence typing ou MLST) que foi aplicado para T. cruzi 

(Lauthier et al., 2012). Nesta abordagem, os autores analisaram 10 genes housekeepings, 

incluindo os genes FeSOD-A e FeSOD-B. Essas sequências foram recuperadas de 32 cepas 

diferentes de T. cruzi pertencentes às seis DTUs. A abordagem utilizada foi a concatenação de 

combinações distintas de fragmentos gênicos de cepas de diferentes DTUs, a fim de reconstruir 

árvores com um grupo monofilético para cada tipo do parasito. Só foi possível obter o grupo 

monofilético das cepas TcIV, a partir de quatro loci que incluem fragmentos dos genes de 

FeSOD-B (LAUTHIER et al., 2012). Assim, propomos que as diferenças genotípicas dos genes 

das FeSODs podem definir o sinal filogenético que classifica as DTUs do tipo IV.  

Nossa base de dados inclui sequências que foram usadas em estudos que mostram papéis 

importantes da FeSOD na defesa antioxidante de T. cruzi contra formas tóxicas de oxigênio e 

nitrogênio do metabolismo de drogas e do sistema imunológico do hospedeiro. 

As FeSODs do tipo B, protegem o T. cruzi contra a toxicidade pelo peroxinitrito dentro 

do fagossomo, impedindo sua formação ou reagindo diretamente com o oxidante (MARTÍNEZ 

et al., 2019). Esses resultados evidenciam a participação das FeSODs no favorecimento da 

proliferação, sobrevivência e virulência de T. cruzi (PIACENZA et al., 2007; ESTRADA et al., 

2018). 
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No presente estudo, não foi detectada correlação entre fenótipo de susceptibilidade à 

fármacos entre as cepas analisadas a partir dos clados formados nas filogenias inferidas. Nas 

árvores de FeSOD-A e FeSOD-B (Figuras 6 e 7), clados bem apoiados estatisticamente 

apresentam cepas mostrando diferentes suscetibilidades ao BZ. Estudos prévios de investigação 

da expressão e atividade enzimática específica desenvolvidos por nosso grupo, destacaram 

fortes indícios de que as FeSODs de tripanosomatídeos estão associadas ao mecanismo de 

resistência a fármacos (NOGUEIRA et al., 2006; MURTA et al., 2008; SANTI et al., 2021). 

Neste estudo, traduzimos as sequências gênicas utilizadas na reconstrução das árvores, 

para pesquisa de potenciais compostos que interagem com essas proteínas e que, portanto, 

apresentam potencial terapêutico contra o T. cruzi. Identificamos dois compostos, o polaprezinc 

e o mangafodipir. O polaprezinc é um quelato formado por zinco e L-carnosina com ação 

terapêutica para o tratamento de úlceras de pressão e outras lesões na mucosa intestinal 

(SAKAE & YANAGISAWA, 2014; THOMSEN & VITETTA, 2019; LIU et al., 2019). 

Estudos apontam sua eficácia em quimioterapia oncológica (YE et al., 2017; FUJII et al., 2018), 

efeitos terapêuticos na função cardíaca pós infarto agudo do miocárdio (YOSHIKAWA et al., 

2019) e proteção contra doenças respiratórias (KIMURA et al., 2019). O mangafodipir é um 

quelato de manganês responsável pela liberação de íons livres de manganês no sangue. É usado 

como agente de contraste em exames de diagnóstico por imagem que visam detectar lesões 

hepáticas e pancreáticas que podem ser derivadas de câncer (CHUNG et al., 2006; ESER et al., 

2006; MOSBAH et al., 2012). O composto já apresenta resultados promissores para o 

tratamento de doenças cardíacas e neuropatias (KARLSSON et al., 2015; KARLSSON et al., 

2017; SANCHEZ-RAMOS et al., 2018). A atividade in vitro de ambos os compostos contra as 

formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi foi avaliada. O polaprezinc foi inativo contra T. 

cruzi. O mangafodipir exibiu baixa atividade tripanocida com IC50 de 839 µM, sendo essa 

concentração 220 vezes maior que o IC50 do BZ (3,1 µM). Ele também apresentou alta 

toxicidade em células L929 com CC50 de 2.298 µM e baixo índice de seletividade (IS  2,7). 

Apesar dos compostos testados in vitro não terem sido promissores, observamos alta 

conservação observada entre as sequências gênicas das FeSODs de T. cruzi. Além disso, é 

importante considerar que os humanos não possuem FeSODs e sim SODs que possuem 

manganês (MnSOD) ou cobre e zinco (Cu-ZnSODs) como grupos prostéticos. Esses fatores 

sinalizam o alto potencial dessas proteínas como alvo de novos testes diagnósticos, vacinas e 

fármacos. Até o momento, os inibidores de FeSOD mais estudados foram os derivados da 

ftalazina, que geralmente são constituídos de anéis de imidazol. A maioria deles apresentou 
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capacidade de redução da parasitemia, baixa toxicidade e pouca atividade contra Cu-ZnSODs 

humanas (OLMO et al., 2015a., OLMO et al., 2015b). 

 
 

7 CONCLUSÕES 

Obtivemos com sucesso sequências de alta qualidade dos genes codificadores das 

FeSODs de T. cruzi. As sequências foram utilizadas para a realização de inferências 

filogenéticas que sugeriram a existência de duas variantes funcionais de cada tipo de FeSOD 

entre as cepas de T. cruzi. Formulamos a hipótese de que essas variantes vêm se diferenciando 

por meio de eventos de duplicação seguidos de divergência ao longo da evolução. Este é um 

resultado exclusivo e concernente com outros estudos que indicam a necessidade do parasito 

em ter um aparato diverso de enzimas responsáveis pela atividade protetiva contra oxidantes 

em diferentes circunstâncias e compartimentos celulares. As FeSODs de cepas da DTU TcIV 

fazem parte de um grupo monofilético, sugerindo que a história evolutiva das FeSODs reflete 

na evolução dessa DTU. Ao pesquisar candidatos a fármacos/compostos que interagem com as 

FeSODs, encontramos dois compostos (mangafodipir e polaprezinc) com potencial efeito 

tripanocida. No entanto, após serem testados in vitro contra os parasitos, ambos não 

apresentaram resultados promissores como alvos dos próximos estudos de novos fármacos para 

tratamento da doença de Chagas. Este estudo contribuiu para um melhor entendimento sobre a 

biodiversidade molecular das FeSODs de T. cruzi. Propomos uma abordagem satisfatória para 

a pesquisa de potenciais famílias gênicas alvo de novos compostos tripanocidas.   

 

8 PERSPECTIVAS 

Pretendemos seguir o plano de trabalho desenvolvido tendo como alvo a tripanotiona 

sintetase (TryS) de T. cruzi. Recentemente, iniciamos as análises computacionais de 

investigação dessa enzima como membro de família multigênica. No momento estamos 

colhendo informações sobre a importância da TryS para o parasito, além de características de 

estrutura, função, expressão e potencial dela como alvo terapêutico contra o T. cruzi. Para isso, 

estamos revisando a literatura e utilizando bancos de dados públicos e ferramentas 

computacionais.  

Pretendemos utilizar sequências de bancos de dados da TryS para reconstruir a história 

evolutiva dessas enzimas. Em paralelo, sequências aminoacídicas da TryS serão usadas como 
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padrão de busca de compostos que interagem com o alvo selecionado. Caso sejam encontrados 

compostos com potencial terapêutico, eles serão submetidos a testes in vitro contra formas 

promastigotas e amastigotas, como forma de avaliar seu efeito tripanocida. Iremos selecionar 

alguns dos derivados de ftalazina que apresentaram resultados promissores em testes de efeito 

tripanocida desenvolvidos em estudos anteriores. Esses compostos serão submetidos ao 

protocolo de testagem in vitro proposto no presente estudo como forma de dar continuidade a 

investigação de atividade contra o T. cruzi. 

O trabalho proposto pode melhorar o entendimento da defesa antioxidante do parasito e 

permite a avaliação da enzima como alvo de novas abordagens terapêuticas e/ou estratégias de 

reposicionamento de fármacos contra a doença de Chagas. 
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