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Resumo 

 

A Tirosina aminotransferase (TAT) é uma enzima importante no metabolismo de 

aminoácidos aromáticos. Existem várias diferenças bioquímicas entre a TAT de 

mamíferos e a de Trypanosoma cruzi (TcTAT). Além disso, o gene TcTAT está 

superexpresso em cepas do parasito que são resistentes ao benzonidazol (BZ), 

droga atualmente usada na quimioterapia da doença de Chagas. Dessa forma a TAT 

é indicada como um alvo potencial para o desenvolvimento de novos agentes 

quimioterapêuticos. No presente estudo, caracterizamos o gene da TcTAT em 14 

cepas e clones do T cruzi resistentes  e sensíveis ao BZ. Observamos um único 

transcrito de mRNA de 2,0 Kb em todas as amostras do parasito. Os níveis de 

mRNA de TcTAT foram similares em todas as amostras com exceção das cepas 

resistentes 17LER e BZR, que apresentaram níveis de mRNA duas vezes maior 

comparado com seus pares sensíveis 17WTS e BZS. O gene TcTAT está 

organizado em arranjos multicópias em tandem e está localizado em 8 bandas 

cromossômicas que variam de 785 a 2500Kb. Não observamos amplificação do 

TcTAT no genoma do parasito. Uma proteína expressa de 42KDa pelo TcTAT está 

presente em todas amostras do T. cruzi. Não observamos nenhuma correlação forte 

entre o gene TcTAT e resistência a drogas no T. cruzi. Entretanto os resultados não 

excluem que TcTAT possa atuar via mecanismo secundário, juntamente com genes 

de outras enzimas. 
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Abstract 

 

Various biochemical differences exist between mammalian tyrosine 

aminotransferase (TAT) and its analogue in Trypanosoma cruzi (TcTAT), the 

causative agent of Chagas disease. Moreover, TcTAT is over-expressed in strains of 

the parasite that are resistant to benznidazole (BZ), a drug currently used in 

chemotherapy. TAT has thus been indicated as a potential target for the 

development of new chemotherapeutic agents. In the present study, the TcTAT gene 

has been characterised in 14 BZ-resistant and susceptible strains and clones of T. 

cruzi. A unique mRNA transcript of 2.0 Kb was observed in all samples, whilst the 

levels of TcTAT mRNA were very similar except for the BZ-resistant strains 17LER 

and BZR, which presented levels of mRNA that were 2-fold higher than their BZ-

susceptible counterparts. The TcTAT gene is organised in a tandem multicopy array 

and is located on 8 chromosomal bands that vary from 785 to 2500Kb. No 

amplification of TcTAT was observed in the parasite genome. A 42 KDa protein 

expressed by TcTAT was present in all T. cruzi samples. The results suggest that 

TcTAT acts as a general secondary compensatory mechanism or stress response 

factor rather than as a key component of the specific primary resistance mechanism 

in T. cruzi. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

1.1 O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 
 

A Doença de Chagas ou Tripanosomíase Americana, causada pelo 

Trypanosoma cruzi, é um dos principais problemas de saúde pública na América 

Latina. A distribuição geográfica desta doença ocorre na América Central, do Sul e 

México. Estima-se que 16 a 18 milhões de pessoas estão infectadas com o parasito, 

120 milhões vivem em áreas de risco de transmissão da doença e 21 000 mortes 

estão associadas com esta condição todo ano (WHO, 2002). No Brasil, a doença de 

Chagas atinge acerca de 5 milhões de pessoas (WHO, 1999).  

O T. cruzi (Protozoa, Sarcomastigophora, Kinetoplastida, Triponosomatidae) 

é um protozoário digenético e polifilético, largamente distribuído na natureza, 

ocorrendo sua circulação primitiva entre insetos vetores (Triatominae, Hemiptera, 

Reduviidae) e mamíferos silvestres. A transmissão do T. cruzi do inseto ao homem 

resulta, em geral, de processo contaminativo da conjuntiva, das mucosas ou de 

lesões cutâneas com as fezes do inseto no momento do repasto sanguíneo. Além 

disso, outras formas de contaminação foram observadas através transfusão 

sanguínea, transmissão congênita, acidentes de laboratório, via oral e transplantes 

de órgãos (Dias, 2000).  

O ciclo de vida do T. cruzi apresenta basicamente três formas evolutivas: 

tripomastigota, amastigota e epimastigota. No hospedeiro vertebrado o ciclo tem 

início quando as formas tripomastigotas metacíclicas eliminadas nas fezes dos 

triatomíneos durante o repasto sanguíneo, atingem a pele e invadem as células 

locais se diferenciando em amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisões 

binárias no citoplasma celular. Posteriormente as amastigotas se diferenciam em 

tripomastigotas, que rompem as células infectadas e são liberadas no meio 

extracelular. As tripomastigotas podem infectar as células vizinhas ou caírem na 

circulação sangüínea, onde serão ingeridas pelo inseto vetor durante a alimentação, 

ou ainda infectarem células de outros tecidos do hospedeiro vertebrado (Figura 1) 

(Tanowitz et al., 1992).  

A doença de Chagas tem duas, sucessivas fases: aguda e crônica. A fase 

aguda dura de 6 a 8 semanas, com alto grau de parasitismo no sangue e pode 

apresentar uma sintomatologia tão fugaz que passa inteiramente despercebida. 

Quando sintomática há aparecimento de febre, astenia, mal estar geral, hiporexia, e 
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cefaléia. Além disso, podem aparecer alterações sistêmicas como edema 

subcutâneo, aumento de volume dos linfonodos, esplenomegalia, hepatomegalia, 

sinal de Romaña ou de outros tipos de chagoma de inoculação (Rassi et al., 2000). 

Nas formas agudas graves, surgem quadros de miocardite, com taquicardia ou 

outras alterações do ritmo, aumento da área cardíaca e sinais de insuficiência 

circulatória (Rassi et al., 2000). Na fase crônica o T. cruzi mutiplica-se lentamente e 

apresenta, em geral, um parasitismo tecidual baixo. Nesta fase a maioria dos 

pacientes permanece assintomática por um tempo ou por toda a vida, evidenciando 

a forma indeterminada da doença, mas entre 20 a 50% de casos analisados de 

áreas endêmicas, desenvolvem características sintomáticas desta fase como: 

comprometimento do sistema cardíaco (forma cardíaca), digestivo (forma digestiva) 

ou de ambos (forma cardio-digestiva) (Brener et al., 1987).  

 

 

 

 
Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC,2000. 
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1.2 Heterogeneidade genética em T. cruzi 
 O T. cruzi representa um grupo heterogêneo e complexo de populações que 

diferem entre si segundos critérios morfológicos, fisiológicos , bioquímicos e clínicos. 

Estudos utilizando populações clonadas de T. cruzi, reforçam esta heterogeneidade 

do parasita e demonstram que as cepas são compostas de uma variedade de 

subpopulações com características distintas (Finley & Dvorak, 1987).  

Miles e col. (1977, 1978 e 1980) estudaram a variabilidade de isoenzimas  

entre as populações de T. cruzi. Os autores mostraram a existência de três 

diferentes grupos de cepas denominados zimodemas 1 (Z1), 2 (Z2) e 3 (Z3). Os 

zimodemas 1 e 3 foram observados em marsupiais e triatomíneos silvestres e em 

alguns casos humanos agudos, caracterizando o ciclo silvestre de transmissão. O 

zimodema 2 observado em mamíferos domésticos e humanos caracteriza o ciclo 

doméstico (Miles et al., 1977, 1978, 1980 e 1981; Devera et al., 2003). 

Romanha (1979 e 1982) e Carneiro et al. (1990), caracterizando amostras de 

T. cruzi isoladas de pacientes chagásicos crônicos de uma área endêmica de 

Bambuí (MG), observaram a presença de quatro zimodemas distintos (ZA, ZB, ZC e 

ZD). O ZA mostrou-se similar ao Z2 e os demais zimodemas foram distintos entre si. 

Desta forma, admite-se que no Brasil, o T. cruzi esteja distribuído em pelo menos 6 

grupos isoenzimáticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD. O padrão 

heterozigoto ZB foi descrito na literatura baseado na descrição de seus perfis 

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

(Romanha, 1982). 

Estudo dos genes que codificam o mini-exon e RNA ribossomal 24Sα, 

permitiram a divisão das cepas de T. cruzi em duas linhagens filogenéticas distintas 

denominadas grupo I e grupo II (Devera et al., 2003). O T. cruzi I (zimodema 1) é 

geralmente observado em mamíferos e triatomíneos silvestres, enquanto que T. 

cruzi II (zimodema 2) é normalmente encontrado em humanos (Devera et al., 2003). 

Pedroso e col. (2003) observaram distâncias filogenéticas entre os grupos T. cruzi I, 

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

cromossomas. Observaram que os cromossomas são caracteres valiosos para a 

identificação evolutiva dos grupos, em particular, grupos de T. cruzi híbridos. Esses 

dados reforçam a hipótese de que cada grupo pode ter evoluído 

independentemente.  
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1.3 Organização genômica do T. cruzi 
 O tamanho do genoma do T. cruzi (100-200 x 106 pb) é relativamente superior 

ao tamanho dos genomas de outros protozoários parasitas, como por exemplo, 

Leishmania (45-65 x 106 pb) ou T. brucei (25 x 106 pb).  

A organização dos genes dos tripanosomatídeos difere daquela conhecida em 

outros eucariotos. Em torno de 50% do genoma consiste de seqüências repetidas, 

tais como retrotransposons e genes de famílias de moléculas de superfície como 

mucinas, trans-sialidases, gp63s e MASP- família de mucinas associadas a 

proteínas de superfície (El-Sayed et al., 2005). O DNA satélite do T.cruzi apresenta 

repetições de 195 nucleotídeos presente aproximadamente em 105 cópias do 

genoma do parasito, correspondendo a 10% do total de DNA (Elias et al., 2003). 

Muitas seqüências repetitivas e a maioria dos genes do T. cruzi que codificam 

proteínas estão presentes em múltiplas cópias na célula. A presença de múltiplas 

cópias gênicas pode ser uma maneira encontrada pelo parasito de compensar 

eventuais perdas de genes essenciais durante essas constantes mudanças do 

genoma devido à amplificação e translocação das seqüências gênicas. Essa 

organização em “tandem” também pode estar relacionada com a transcrição 

policistrônica (o mRNA codifica mais de uma proteína) existente nos tripanossomas, 

o que facilitaria a síntese e manutenção dos níveis de mRNAs na célula (Silveira, 

2000). Genes que codificam tubulinas, calmodulinas, ubiquitinas existem em arranjos 

em “tandem” no genoma deste parasito (Ullu & Nilsen, 1995). Além disso os genes 

de cópia única são encontrados em T. cruzi e estão presentes em um único lócus. 

Não são muitos os genes em cópia única descritos no T. cruzi até a presente data 

tais como a DNA polimerase II, hipoxantina guanina fosforibosil transferase - HGPRT 

e gp 72 (Silveira, 2000). 

O estudo da expressão gênica dos tripanosomatídeos tem revelado a 

existência de mecanismos genéticos peculiares, como, por exemplo, a organização 

dos genes de proteínas em unidades transcricionais policistrônicas, o 

processamento dos transcritos através de trans-splicing e a edição de RNAs 

polimerases. 

O processamento dos mRNAs nos tripanosomatídeos difere dos demais 

organismos eucariotos, pois transcrevem longos pré-mRNAs policistrônicos, que 

devem ser processados em mRNAs individuais antes de serem traduzidos (Nilsen, 

1992). Durante este processo, uma seqüência nucleotídica líder, conhecida como 

“splice leader” (SL) ou mini-exon, pelo fato de não ser codificada de uma maneira 
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contínua com os genes estruturais, é transferida para a extremidade 5’ de cada 

mRNA individual. Esta transferência ocorre através de uma reação denominada 

“trans-splicing”. A SL é derivada de um RNA de 110 nucleotídeos codificado por 

genes localizados em um ou dois cromossomas, dependendo da cepa de T. cruzi 

(Wagner, 1990). A SL está teoricamente presente em todos os mRNAs dos 

tripanosomatídeos.  Pouco se conhece sobre a origem evolutiva do trans-splicing e 

sua função biológica na célula. No entanto, este mecanismo de transcrição parece 

ter evoluído para acomodar a necessidade dos tripanosomas em processar seus 

pré-RNAs policistrônicos, servindo como um meio de individualizar os mRNAs e ao 

mesmo tempo adicionar a eles uma estrutura de quepe (cap), tornando-os maduros 

e competentes para tradução. Além da adição da SL na extremidade 5’ dos mRNAs 

individuais, ocorre também nos tripanosomatídeos a adição da cauda poli-A na 

extremidade 3’ dos mRNAs (Vanhamme & Pays, 1995).   

Os cromossomas do T. cruzi não se condensam durante a divisão celular, 

dificultado a sua análise pelos métodos convencionais de citogenética (Solari, 1980). 

No entanto, com a utilização da técnica de eletroforese de pulso alternado(PFGE), 

foi possível verificar que o genoma do T. cruzi está organizado em pelo menos 20-25 

bandas cromossômicas, variando de 0,45 a 1,6 Mb (Gibson & Miles, 1986; 

Henriksson et al., 1990, 1995 e 1996). Uma outra peculiariedade marcante deste 

parasita é a grande variação no conteúdo de DNA entre as diferentes cepas (Dvorak 

et al., 1982) e até mesmo entre clones de uma mesma cepa (McDaniel & Dvorak, 

1993). 

Atualmente, o genoma do protozoário patógeno T. cruzi foi seqüenciado e 

revelou que o genoma diplóide contem uma predição de 22.570 proteínas que são 

codificadas por genes e 12.570 representam pares alélicos (El-Sayed et al., 2005). 

 
1.4 Quimioterapia da Doença de Chagas 
 

Os primeiros compostos analisados experimentalmente para o tratamento 

da Doença de Chagas se deram logo depois da descoberta da doença por Carlos 

Chagas em 1909. Entre eles citamos atoxil, fucsina, antimônio pentavalente e cloreto 

de mercúrio (revisto por Coura & Castro, 2002). Em 1957, o uso de Nitrofurazona 

apresentou resultados promissores, mas depois foi substituído por outro nitrofurano, 

o Nifurtimox (Brener,1984).  
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Desde de 1960, duas drogas nitroheterocíclicas têm sido disponíveis para o 

tratamento da Doença de Chagas: um nitrofurano, [nifurtimox (NFX)] e um 

nitroimidazol, [benzonidazol (BZ)] (Figura 2). Estes compostos são da mesma família 

dos nitroheterocíclicos, mas possuem diferentes grupos químicos e diferentes 

mecanismos de ação contra T. cruzi. O mecanismo de ação do NFX age na via de 

redução do grupo nitro por nitroredutases, gerando radicais nitroânion, que na 

presença do oxigênio causam a produção de compostos altamente tóxicos, tais 

como: superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais de hidroxila. O BZ está 

envolvido com modificação de macromoléculas através da ligação de seus 

intermediários nitroreduzidos (Maya et al.,2003).  

O NFX e BZ são compostos efetivos em reduzir a duração e a severidade 

clínica da doença de Chagas aguda e congênita, levando aproximadamente a 50% 

dos pacientes tratados à cura parasitológica (Kirchhoff, 1993 e Urbina et.al., 2003). 

Em uma avaliação do tratamento da doença de Chagas com o BZ foi observado cura 

em 76% dos pacientes tratados na fase aguda e apenas 8% dos pacientes tratados 

na fase crônica (Cançado, 2002). Além da baixa eficácia de cura, o mecanismo de 

ambos compostos pode estar relacionado não somente aos efeitos tóxicos mas 

também com ações deletérias no T. cruzi, os quais são responsáveis para suas 

ações quimioterapêuticas. Efeitos sérios e indesejáveis destes compostos foram 

relatadas durante seu uso clínico por médicos ou pacientes. Anorexia e perda de 

peso, náuseas e vômitos, excitação nervosa, insônia, depressão psíquica, adinamia, 

paraestesias, convulsões, vertigem e esquecimento foram os efeitos mais freqüentes 

observados (Castro et al., 2006). 

Atualmente, os alvos bioquímicos da quimioterapia incluem, enzimas como a 

tripanotiona redutase, superóxido dismutase, cisteína protease, hipoxantina-guanina 

fosforibosiltransferase, gliceraldeído-3-fosfato dehidrogenase, DNA topoisomerases, 

dihidrofolato redutase e farnesilpirofosfato sintase (Coura & de Castro, 2002). Alguns 

inibidores da biossíntese de esterol podem ser últil para tratamento da Doença de 

Chagas. Além disso, derivados de ázois como D0870 e SCH 56592 (posaconazol) 

foram capazes de induzir cura parasitológica em modelos murinos de ambas as 

fases aguda e crônica da doença de Chagas (Liendo et al., 1998 e Urbina, 2001).  

A resistência à droga é um complicador para o tratamento de doenças 

parasitárias, inclusive na doença de Chagas (Ouellette, 2001). Filardi & Brener 

(1987) descreveram a presença de cepas do T. cruzi com resistência natural ao 

benzonidazol e nifurtimox. Tem sido sugerido que essa resistência natural à droga é 
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um fator importante para explicar as baixas percentagens de cura detectadas em 

pacientes chagásicos tratados. Outros autores demonstraram diferenças na 

susceptibilidade à droga por cepas de T. cruzi (Hauschka, 1949; Neal & Van Bueren, 

1988). Murta e Romanha (1998) selecionaram in vivo uma população e clones de T. 

cruzi com resistência ao benzonidazol para servir de modelo experimental para 

estudo do mecanismo de resistência a droga neste parasito. Posteriormente esses 

autores mostraram que ao contrário do que ocorre em outros protozoários (Ullman, 

1995), a superexpressão dos genes que codificam a fosfoglicoproteína de 

membrana (PGP) não está associada com o fenótipo de resistência do T. cruzi à 

drogas (Murta et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2: Estrutura química dos compostos utilizados para o tratamento da Doença 
de Chagas 

 

 

1.5 Seleção de cepas de T. cruzi resistentes a drogas 
 

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

autores obtiveram cepas de T. cruzi com resistência in vitro ao BZ ou NFX. Abdo 

(1991), conseguiu selecionar in vitro uma população de T. cruzi 8 vezes mais 

resistente ao BZ e outra 3 vezes mais resistente ao NFX, do que a cepa selvagem. 

Nirdé et al. (1995) conseguiram obter in vitro um clone de T. cruzi 23 vezes mais 

resistente ao BZ do que o clone da cepa selvagem. Os autores observaram que o 

fenótipo de resistência foi estável mesmo após diferenciação de epimastigotas para 

amastigotas.  

(b) Benzonidazol (2-nitroimidazol)  (a) Nifurtimox (5-nitrofurano) 

H 
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Em nosso laboratório, com o objetivo de estudar o mecanismo de resistência 

do T. cruzi a drogas, uma população (BZR) e clones resistentes ao BZ foram 

selecionados in vivo a partir da cepa Y do T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y do T. cruzi, 

por ser uma cepa medianamente resistente in vivo ao BZ e NFX e apresentar um 

alto pico de parasitemia, no 7° dia após a infecção. O protocolo foi baseado em 25 

tratamentos sucessivos com uma dose única de 500 mg/Kg de BZ. Na ausência de 

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

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

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

 

1.6 Resistência a drogas contra T. cruzi 
 

A resistência à droga é um complicador para o tratamento de doenças 

parasitárias, inclusive na doença de Chagas. As alterações bioquímicas e o 

mecanismo molecular pelo qual os parasitas tornam-se resistentes são ainda pouco 

conhecidos. Diante disso, o estudo do mecanismo de resistência a drogas é muito 

importante para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes na cura de 

várias doenças. Este estudo fornece conhecimento sobre os alvos intracelulares da 

droga e os mecanismos de defesa da célula ou do parasito, permitindo o 

desenvolvimento de análogos da droga que não são afetados por estes 

mecanismos. 

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

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

envolver mecanismos distintos. Os principais mecanismos de resistência a drogas 

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

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

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

da droga, alteração da formação do complexo alvo-droga e eficiência no sistema de 

reparo.  

Uma questão importante foi o comportamento de resistência cruzada entre 

NFX e BZ. Ambos os compostos apesar de pertencerem a uma mesma família, 

possuem diferentes grupos químicos e diferentes mecanismos de ação contra o 

parasita (Pontes & Andrade, 1984; Filardi & Brener, 1987;Neal & Van Bueren, 1988)  
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1.7 Expressão diferencial de proteínas por proteômica 
A análise proteômica de diferentes estágios do ciclo de vida de organismos 

como Plasmodium falciparum (Lasonder et al., 2002 e Florens et al., 2002), 

Leishmania donovani (Thiel & Bruchhauss 2001 e Bente et al., 2003), Leishmania 

infantum (El Fakhry et al., 2002), Leishmania (Viannia) guyanensis e L. (V.) 

panamensis (Gongora et al., 2003) e T. cruzi (Atwood et al., 2005) tem sido 

descritos. O uso da ferramenta proteômica para identificar alvos terapêuticos e para 

o entendimento do mecanismo de resistência a drogas de alguns organismos tem 

sido relatado em Helicobacter pylori, Leishmania major e Staphylococcus aureus 

(McAtee et al., 2001; Drummelsmith et al., 2003; Scherl et al., 2006). Em T. cruzi, 

Parodi-Talice e cols. (2004) fizeram a padronização das condições de eletroforese 

bi-dimensional para análise de proteínas das formas epimastigotas do T.cruzi. Os 

autores identificaram 45 proteínas do T. cruzi por espectometria de massa. Paba e 

cols. (2004) reportaram a análise proteômica comparativa dos estágios do ciclo de 

vida do T. cruzi utilizando eletroforese bi-dimensional e espectometria de massa. Os 

autores identificaram 26 proteínas e observaram que a maioria das proteínas do T. 

cruzi analisadas apresentaram expressão conservada nas 3 formas de 

desenvolvimento do parasito. Atwood e cols. (2005) identificaram a expressão de 

2.784 proteínas totais na análise proteômica dos estágios do ciclo de vida do T. cruzi 

através da cromatografia líquida de alta resolução acoplada a espectometria de 

massa. Dessas proteínas identificadas a tirosina aminotransferase foi encontrada 

expressa em todos estágios de desenvolvimento do T. cruzi. 

Em nosso laboratório, na busca de possíveis alvos envolvidos no fenótipo de 

resistência a drogas, foi realizado um estudo proteômico de populações e clones de 

T. cruzi sensíveis (S) e com resistência (R) selecionada in vivo e induzida in vitro ao 

benzonidazol (BZ), utilizando a eletroforese bi-dimensional (2-DE) e a espectrometria 

de massa (EM). A eletroforese bi-dimensional foi uma ferramenta utilizada para 

análise de misturas complexas de proteínas extraídas de populações e clones do T. 

cruzi S e R ao BZ. Esta técnica promoveu a separação de milhares de diferentes 

proteínas. Numa primeira etapa as proteínas foram separadas de acordo com o 

ponto isoelétrico (pI) e numa segunda etapa de acordo com o peso molecular. A 

eletroforese bi-dimensional foi complementada pela espectrometria de massa (MS) 

para identificação das proteínas que permitiu analisar as pequenas quantidades de 

proteínas e peptídeos (Figura 3). Posteriormente, foi realizada a comparação dos 

perfis bi-dimensionais das populações do T. cruzi S e R identificando diferenças 
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significativas entre os géis. Na análise do perfil proteômico foram identificadas 27 

proteínas superexpressas em populações do parasito resistentes ao BZ. (de 

Andrade et al., 2005) Neste trabalho selecionamos para caracterização a enzima 

Tirosina Aminotransferase que foi identificada como superexpressa em populações 

do T. cruzi resistentes ao BZ, com intuito de investigar o papel desempenhado por 

esta enzima no fenótipo de resistência do T. cruzi a drogas.  

 

 

 

 
 

Figura 3. Esquema da eletroforese bidimensional e espectrometria de massa. Na 

eletroforese bidimendional as proteínas são separadas na 1ª dimensão 

pelo ponto isoelétrico e na 2ª pela massa molecular em gel de 

poliacrilamida-SDS. As proteínas se apresentam como manchas ou spots 

nos géis que são analisadas e retiradas para identificação por 

espectrometria de massa.  

 

 
1.8 Tirosina aminotransferase 

A Tirosina aminotransferase (TAT) é uma enzima chave em vias 

metabólicas, pois participa da biossíntese, degradação de aminoácidos aromáticos. 

Além disso compostos intermediários da via metabólica da TAT participa do 
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metabolismo de carboidratos (Sobrado et al., 2003). Essa enzima tem sido 

encontrada em vários organismos tais como: mamíferos, plantas e protozoários 

(Tetrahymena pyriformis e Crithidia fasciculata) (Mavrides & D’Iorio, 1969; 

Constantsas et al., 1971). Em humanos, a deficiência da atividade enzimática da 

Tirosina aminotransferase provoca uma doença autossômica recessiva, a Síndrome 

de Richner-Hanhart e seus sintomas são aliviados pela administração de uma dieta 

pobre em tirosina e fenilalanina (Hunziker, 1980). Liu e colaboradores (1992) 

observaram que em plantas, o ácido rosmarínico é formado a partir da via da TAT, 

um metabólito fenólico, que protege a planta contra estresse oxidativo. Em outro 

trabalho foi detectado o aumento da atividade da TAT e do Tocoferol (antioxidante) 

em plantas da espécie Arabidopsis thaliana sob estresse oxidativo (Hollander-Czytko 

et al., 2005). 

A presença e a localização subcelular da atividade enzimática da TAT em T. 

cruzi foi detectada no citosol e em baixas atividades na mitocôndria, descrita por 

Nowicki e colaboradores (1992). Posteriormente, o gene TcTAT foi seqüenciado e 

purificado de formas epimastigotas do parasitos (Montemartini et al., 1993). 

Bontempi e colaboradores (1993) ao caracterizarem o gene TcTAT observaram um 

transcrito de 2,0 Kb. O perfil de southern blot sugeriu a organização do gene em 

arranjos em tandem. Os autores também observaram que o número de cópias do 

gene por célula varia de 50-80 e o gene está presente em cromossomos de 900, 

1000 e 2000 Kb.  Em T. cruzi, a TAT está envolvida no metabolismo energético, 

sendo responsável pela conversão do produto final glicolítico, o piruvato, em lactato, 

um dos principais compostos excretados pelo parasito em meios de cultura 

(Frydman et al., 1990). Os produtos restantes desta reação de transaminação, 

derivados piruvato-aromático, são reduzidos a lactatos aromáticos e uma 

desidrogenase específica conduz a redução de NADH citosólico dos parasitos 

(Montemartini et al., 1994). Ambas reações podem representar uma rota secundária 

utilizada pelo T. cruzi para compensar a baixa atividade do ciclo de Krebs e da 

cadeia respiratória (Figura 4) (Cazzulo et al., 1994).  

A TAT de tripanossomatídeos também está envolvida com a reciclagem de 

metionina, um aminoácido essencial para realização de inúmeros processos 

celulares, incluindo biossíntese de poliamina (Berger et al., 1998). Esta função é 

importante particularmente para bactérias, parasitos e células cancerígenas que 

necessitam de rápido crescimento celular e por isso utiliza uma grande quantidade 

de poliamina. 
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Nowicki e colaboradores (2001) observaram que existem diferenças nos 

substratos específicos, propriedades catalíticas e papéis funcionais da TAT de T. 

cruzi em comparação com seu análogo de mamífero, sugerindo que essa enzima é 

alvo potencial para quimioterapia da doença de Chagas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4: Metabolismo da Tirosina aminotransferase-TAT em T. cruzi   
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2 JUSTIFICATIVA 
 

 

A quimioterapia da doença de Chagas envolve algumas limitações tais 

como: a baixa eficácia do tratamento de casos humanos com BZ e NFX, efeitos 

colaterais consideráveis no tratamento humano, a existência de cepas do T. cruzi 

com resistência natural e a resistência cruzada entre o BZ e o NFX. A resistência à 

droga é um complicador para o tratamento da doença de Chagas, uma vez que os 

mecanismos moleculares ou alterações bioquímicas pelos quais os parasitos 

tornam-se resistentes ou susceptíveis a drogas, são ainda pouco conhecidos. 

Em nosso laboratório, na busca de alvos que pudessem estar envolvidos 

com fenótipo de resistência a drogas, de Andrade e cols. (2005) realizaram um 

estudo proteômico de populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. Os 

autores identificaram a proteína Tirosina Aminotransferase como sendo 

superexpressa nas populações resistentes do T. cruzi ao BZ.  

A Tirosina Aminotransferase (TAT) é uma enzima importante no 

metabolismo de aminoácidos aromáticos e compostos intermediários da via 

metabólica da TAT participa do metabolismo de carboidratos. Além disso, existem 

diferenças bioquímicas entre a TAT de mamíferos e a de T. cruzi (TcTAT) sugerindo 

que essa enzima é um alvo potencial para quimioterapia da doença de Chagas. 

Previamente, Bontempi e cols. (1993) realizaram uma caracterização da TAT do T. 

cruzi, entretanto não foi feito nenhum estudo de relação desse gene com o fenótipo 

de resistência ou susceptibilidade do T. cruzi a drogas. Diante disso, no presente 

trabalho selecionamos e caracterizamos a TAT no intuito de investigarmos seu papel 

no fenótipo de resistência a drogas. 
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3 OBJETIVOS 
 
Geral 

Caracterizar o gene que codifica a enzima Tirosina aminotransferase (TcTAT) em 

populações e clones do Trypanosoma cruzi sensíveis e resistentes ao benzonidazol. 

 
Específicos 

• Determinar o nível de mRNA do gene TcTAT em populações de T. cruzi 

sensíveis e resistentes ao BZ; 

• Determinar se há amplificação do gene TcTAT  

• Localizar esse gene nos cromossomas do T. cruzi; 

• Clonar, expressar e caracterizar a proteína recombinante rTcTAT;  

• Avaliar o nível de expressão dessa proteína em populações do T.cruzi sensíveis 

e resistentes ao BZ ; 
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4 MÉTODOS 
 
4.1- Amostras do Trypanosoma cruzi 

Neste trabalho foram utilizadas populações e clones de T. cruzi com 

resistência selecionada in vivo ao benzonidazol (BZR e Clone27R) e seus pares 

sensíveis (BZS e Clone9S) (Murta & Romanha, 1998) e um par de populações com 

resistência induzida in vitro ao benzonidazol o (17LER) resistente e seu par sensível 

(17WT) (Nirdé et al., 1995). Além disso, foram utilizadas 9 cepas do T. cruzi, 

previamente caracterizadas por Filardi & Brener (1987) como sendo 4 naturalmente 

resistentes: Yuyu; Colombiana;VL-10 e Noel (Filardi & Brener,1987) e 5 sensíveis: Cl 

Brener; Romano; Quaraizinho; Berenice e Buriti.  

 
4.2- Cultivo das formas epimastigotas 

As formas epimastigotas das cepas de T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ 

foram cultivadas em meio Liver Infusion Triptose (LIT) e obtidas na fase exponencial 

de crescimento. Os parasitos foram lavados em PBS por 3 vezes e o sedimento foi 

congelado a –70oC. 

 
4.3- Extração de RNA total  

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

acordo com o protocolo da INVITROGEN. O sedimento (1x109 epimastigotas) foi 

ressupendido com 1 mL TRIZOL. Após adição de 200µL de clorofórmio, a 

suspensão foi homeogeneizada e incubada por 15 min no gelo e posteriormente 

centrifugada a 10.000 g por 10 min. Depois, o sobrenadante foi transferido para 

outro tubo contendo o mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -20oC por 

12-18h. O RNA assim precipitado foi então lavado com etanol 70%, seco e 

ressuspenso em água, tratada com dietil pirocarbonato (DEPC), autoclavada e 

estéril. A concentração do RNA total foi determinada por espectrofotômetro 

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

 

4.4- Extração de DNA 
O sedimento de epimastigota das populações sensíveis e resistentes foi 

ressuspendido em tampão de extração contendo 50mM de Tris-HCl, 50 mM EDTA, 

100mM de NaCl e 0,5% de SDS, pH 8,0 e incubado com 100 µg/mL de proteinase K 

por 12h a 37ºC. Posteriormente, o DNA foi extraído com fenol, fenol/clorofórmio/ 
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álcool isoamílico 1: 1:24 e clorofórmio/álcool isoamílico 1:24 e precipitado pela 

adição de 3 volumes de etanol 100% e acetato de sódio 0,3M a –20ºC por 12h. 

Então o DNA foi lavado 2 vezes com etanol 70% e submetido a centrifugação, e 

depois foi ressuspendido em 100µL de tampão TE (Tris-HCl 10mM e EDTA 1mM, 

pH 8,0). A concentração do DNA total foi determinada por espectrofotômetro 

considerando 1 unidade de absorbância a 260nm= 50 µg/mL. 

 

4.5- Northern blot 
O RNA total  (15 µg) das diferentes cepas do parasito foi submetido  à 

eletroforese em gel de agarose desnaturante e transferido para uma membrana de 

náilon (Hybond- Amersham Biosciences). Inicialmente, foi preparado um gel de 

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

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

amostras de RNA contendo tampão de amostra foram aplicadas nas canaletas do 

gel e submetidas à eletroforese 50V por 4 h em tampão MOPS 1X (0,04M MOPS, 1 

mM EDTA, 5 mM acetato de sódio pH 7,0)  acrescido de formaldeído 18,7% (vol/vol). 

As amostras contidas no gel foram transferidas para membranas de náilon por 

capilaridade, durante a nobite, usando tampão SSC 10X. Posteriormente, as 

membranas foram hibridizadas com a sonda específica do gene TcTAT marcada 

com fósforo radioativo  P32, segundo protocolo descrito por Dos Santos & Buck 

(1999).  

 

4.6- Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 

Os iniciadores TcTAT-F senso 5´CATGAGCTCGTGGGACGTTTC 3’ e 

TcTAT-R antisenso 5´CTAAACGGCCGCGTGACGCT 3’ foram desenhados a partir 

da seqüência nucleotídica depositada no banco de dados (GenBank, accession 

number XM_816375). Esses iniciadores foram utilizados na PCR para amplificar o 

gene TcTAT para os ensaios de PCR de colônia e sondas. Cada reação continha 

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

(200µM de cada um dos desoxiribonucleotídeos); 10 pmoles de cada iniciador; 

5U/µL de enzima Taq DNA Polimerase (INVITROGEN); DNA de T. cruzi (1ng/µL) em 

um volume final de 10 µL. As reações foram realizadas no termociclador 

Mastercycler (Eppendorf) utilizando o seguinte programa: desnaturação inicial a 
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95ºC por 5 min; 30 ciclos de 95º por 1 mim, anelamento 50ºC por 1 min e extensão 

72ºC por 1 min, e ao final dos 30 ciclos uma extensão final por 5 min a 72ºC.  

 

4.7- Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida 
Três microlitros do produto de PCR, com tampão de amostra 2x, foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 6% . Na polimerização do gel foi 

utilizado persulfato de amônio (APS) 10% (v/v) e TEMED (N,N,N’, N’,- tetrametil- 

etilenodiamina 0,05% v/v. Após a corrida eletroforética de 100V durante 40min, o gel 

foi fixado em 150mL de etanol a 10% (v/v) com 0,5% de ácido acético (v/v), e 

impregnado com nitrato de prata a 0,3%. Posteriormente, o gel foi lavado em água 

deionizada e revelado em solução aquosa de hidróxido de sódio 3% (p/v) com 0,5 % 

de formaldeído(v/v), até o aparecimento das bandas. 

 

4.8- Purificação do produto de PCR 
 

Os fragmentos de DNA, amplificados por PCR, foram purificados utilizando o 

Kit QIAquick, de acordo com as recomendações do fabricante (QIAGEN). 

Inicialmente foi adicionado um tampão com detergente PB ao produto de PCR, para 

ligação do DNA na coluna. O DNA ficou ligado na coluna e os outros componentes 

da reação de PCR (magnésio, tampão de reação e outros) foram lavados com 

tampão PE contendo etanol por centrifugação a 13 000 rpm por 1 min. Finalmente, o 

DNA foi eluído em 50 µL de água deionizada aquecida a 95ºC. 

 

4.9- RT-PCR quantitativo em tempo real 
O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar o mRNA do 

gene TcTAT. Inicialmente foi realizado a síntese de cDNA, utilizando 2µg de RNA 

total, 0,5 µg oligo d(T)11 e a enzima transcriptase reversa SuperScript II conforme 

especificação da Invitrogen. Posteriormente, o cDNA foi submetido à amplificação 

por PCR quantitativo (ABI Prism 7000 - Applied BiosysteEM) com iniciadores 

TATRT-F senso 5’ GATCCGGAGGCTCAAGGAC 3’ e TATRT-R antisenso 3’ 

TGAAGACCATGCCAGCGTAG 5’ para amplificar o gene TcTAT. Para normalizar a 

quantidade de amostra analisada, foram utilizados iniciadores específicos do gene 

constitutivo hipoxantina guanina fosforibosil transferase do T. cruzi (TcHGPRT), com 

a seguinte seqüência de nucleotídeos TcHGPRT1 senso 
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5’CTACAAGGGAAAGGGTCTGC3’ e TcHGPRT2 antisenso 

5’ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3’. 

 As reações foram preparadas utilizando o Kit SYBR GREEN conforme 

instruções da Applied Biosystem. O corante SYBR GREEN intercala na fita dupla de 

DNA permitindo quantificar o produto de PCR a cada ciclo da reação. As amostras 

foram submetidas aos ciclos de amplificação: 95oC por 10 min e 40 ciclos de 

desnaturação a 95oC por 15 seg e anelamento/extensão a 60oC por 1 min. As curvas 

padrão foram utilizadas na quantificação para cada experimento com uso das 

quantidades conhecidas do plasmídeo TOPO PCR 2.1 (Invitrogen) contendo o gene 

constitutivo de T. cruzi TcHGPRT e o gene TcTAT clonado. 

Os resultados foram analisados utilizando o programa “Sequence Detection 

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

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

cópias conforme curva padrão. 

 
4.10- Southern blot 

O número de cópias do gene TcTAT no genoma de T. cruzi foi estimado 

através da análise do perfil de restrição gerado pela endonuclease: XhoI. 

Aproximadamente 5µg de DNA total das diferentes cepas do T. cruzi foi digerido 

com a enzima de restrição XhoI, que corta internamente uma vez a seqüência do 

gene TcTAT, durante 16h à 37ºC. Os fragmentos foram separados por eletroforese 

em gel de agarose 1%, transferidos para uma membrana de náilon (Hybond- 

Amersham Biosciences) e hibridizados com a sonda do gene TcTAT marcada com 

fósforo radioativo P32. 

 

4.11- Sondas e Ensaios de hibridização 
A sonda utilizada, com tamanho de 1251pb, nos ensaios de Southern e 

Northern blot foi preparada a partir da amplificação por PCR do DNA da cepa 17LER 

de T. cruzi com os iniciadores específicos para o gene TcTAT. Os produtos de PCR 

foram precipitados, purificados e marcados com [32P] dCTP conforme protocolo 

descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). As membranas foram pré-hibridizadas em 

15mL de solução G (1% BSA, 500mM NaH2PO4, 1 mM EDTA e 7% EDTA) (Church 

& Gilbert, 1984) durante 2h a 50ºC. Posteriormente, a sonda foi desnaturada (95ºC 

durante 5 min e depois 5 min no gelo), foi adicionada à solução G e incubada 

durante 14h à 60ºC para Northern blot e 65ºC para Southern blot. Após a 
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hibridização as membranas foram lavadas 4 vezes com SSC 2x (SSC 1X 150mM 

NaCl, 15 mM citrato de sódio) e 0,1% SDS à temperatura ambiente. Depois as 

membranas foram incubadas ao filme raio X (Kodak), a  –70ºC durante 3 dias. 

 

4.12- Eletroforese de pulso alternado – PFGE 
A PFGE foi utilizada para localizar os genes da TAT nos cromossomas das 

diferentes amostras de T. cruzi. Os blocos de agarose contendo DNA dos parasitos 

foram preparados de acordo com protocolo descrito por Dos Santos & Buck (1999) e 

separados os cromossomas no aparelho “gene navigatorTM system” (Pharmacia). 

Os blocos contendo as amostras foram colocados nos poços do gel de agarose 1% 

em tampão TBE 0,5X. A corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem 

constante de 180V a 9oC. Conforme as condições padronizadas no LPCM, foi 

aplicado pulsos homogêneos (N/S e L/O) de 70 s por 9h, 90 s por 24 h, 200 s por 17 

h e 400 s por 22 h. O gel foi corado com brometo de etídio (1µg/mL) e transferido, os 

cromossomas separados, para membrana de náilon. Posteriormente ensaios de 

hibridização foram preparados utilizando a sonda do gene TcTAT marcada com 

fósforo radioativo P32. 

 

4.13- Obtenção do anticorpo policlonal  anti–rTcTAT 
4.13.1- Clonagem e expressão da proteína recombinante 
 

Inicialmente, os iniciadores foram desenhados TcTAT-1 senso 

5´CGCGTCGACCATGAGCTCGTGGGACGTTTC 3’ e TcTAT-2 antisenso 

5´CGCAAGCTT
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1 h e posteriormente, aquecemos a reação em 70ºC por 15 min para inativação da 

enzima. 

Para purificação, o produto de PCR e o plasmídeo digeridos foram utilizados 

na relação de quantidade de 3:1 e separados por eletroforese em gel de agarose 

1%, corado com brometo de etídio. Após a separação do gel as bandas 

correspondentes foram excisadas e purificadas em coluna, conforme as 

recomendações do fabricante (Kit Qiaquick, QIAGEN). 

O vetor pQE e o inserto foram submetidos à ligação utilizando 3 U/µL da 

enzima T4 DNA ligase (PROMEGA), a 15ºC durante 12 h. As bactérias da linhagem 

TOP 10F’ foram utilizadas para a transformação com o produto de ligação. 

Resumidamente, foram incubados 10 µL da reação da ligação em 100 µL de 

bactérias cálcio-competentes durante 30 min no gelo. Depois o tubo foi incubado à 

42ºC durante 30 segundos e resfriados no gelo. Posteriormente foi adicionado 1mL 

de meio Luria Bertani (LB) sem antibiótico e o tubo foi incubado a 37ºC por 1h sob 

agitação. Em seguida, as bactérias foram plaqueadas em meio LB ágar com 100 

µg/mL de ampicilina e  incubadas a 37ºC durante 12 h. Para confirmar a clonagem 

foi realizado PCR das colônias transformadas com iniciadores específicos para o 

gene TcTAT.  

O plasmídeo contendo o gene TcTAT foi inserido em bactérias E. coli da 

cepa M15, com intuito de induzir a expressão da proteína recombinante. As 

bactérias da cepa M15 apresentam o plasmídeo pREP4, que possui o gene 

repressor Lac e o gene de resistência ao antibiótico Kanamicina. A trasnformação foi 

feita através de choque térmico nas seguintes condições: 5 µL do plasmídeo pQE 31 

foi incubado com 100 µL de células cálcio competentes durante 30 minutos no gelo. 

Em seguida a amostra foi incubada a 42ºC por 30 seg para choque térmico. A 

amostra foi adicionada em 1mL de meio LB sem antibiótico e incubada a 37ºC por 

1h com agitação. Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio LB agar 

contendo 100 µg/mL de ampicilina e 10 µg/mL de Kanamicina e incubadas na estufa 

a 37º C por 12h.  

Para induzir a expressão da proteína recombinante, foi incubado uma 

colônia da bactéria cepa M15, positiva para o gene TcTAT, em meio LB com 

100µg/mL de ampicilina  e 10 µg/mL de Kanamicina, durante 14h a 37ºC. Utilizamos 

100 µL desse pré-inóculo para 100mL de meio LB com antibióticos. As bactérias 

foram incubadas à 37ºC por 3h sob agitação. Quando atingiram OD600nm de 0,5 a 0,7 

foi retirado 1mL da amostra não induzida para análise em SDS-PAGE. À cultura foi 
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adicionado 5mM IPTG para induzir a expressão das proteínas durante 2, 4 e 6h à 

37ºC. Após a indução, foi coletado 1mL da amostra para análise em SDS-PAGE. O 

restante da cultura foi centrifugado a 4000 xg por 20min, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento armazenado a –20ºC para purificação da proteína 

recombinante. 

 

4.13.2- Eletroforese de proteína em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. 
O gel foi preparado a partir de 0,8% de N.N’- metileno-bisacrilamida e 30% 

de acrilamida (p/v). No gel de separação a 10% foi adicionado 1,5M de Tris-HCl pH 

8,8 e 0,01% de SDS . Para polimerização foi adicionado persulfato de amônio em 

água destilada (0,5% v/v) e TEMED (N,N,N’,N’ –tetrametil-etilenodiamina 0,05% v/v). 

Um gel de concentração 4% foi preparado utilizando 0,5M tris-HCl pH 6,8. Para 

eletroforese as amostras foram ressuspendidas em tampão de amostra (SDS 10%, 

0,5mM Tris-HCl pH 6,8, azul de bromofenol 1%, 2ß-mercaptoetanol 5%, glicerol 

10%), fervidas em banho-maria por 5 min e aplicadas nas canaletas do gel. A 

eletroforese foi submetida a 50V para o gel de concentração e a 100V para o gel de 

separação, em tampão de corrida (25mM de Tris-HCl, 192mM de glicina e 0,1% de 

SDS em pH 8,3). O gel foi corado com azul de Coomassie (azul de Coomasie 

brilhante R-250 0,25%, metanol 50% e ácido acético 10%) à temperatura ambiente e 

descorado com a solução metanol 10% e ácido acético 5%.  

 

4.13.3- Teste de solubilidade da proteína recombinante rTcTAT 
Os sedimentos utilizados foram resultantes da expressão da proteína 

conforme item 4.13.1 .O sedimento foi resuspendido em 2mL de PBS 1x pH 8,0, 

adicionado 100µg/mL de lisozima e incubado no gelo durante 15 min. 

Posteriormente foi adicionado à solução 1mM de PMSF e 5mM de DTT 

(dithiothreitol). As amostras foram homogeneizadas e sonicadas 3x por 15 seg com 

pausas de 15seg no gelo. Em seguida a  mistura foi passada por 20 vezes em uma 

seringa de 5mL e centrifugada a 8000 xg durante 10 min a 4ºC. O sedimento e o 

sobrenadante foram coletados para análise em gel SDS-PAGE. 

 

4.13.4 Purificação da proteína recombinante rTcTAT 
4.13.4.1 Purificação por cromatografia de afinidade 

A proteína rTcTAT foi purificada em condições desnaturantes, por 

cromatografia de afinidade em coluna contendo uma resina de ácido nitrilotriacético 
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com níquel (Ni2+ - NTA) (Qiagen), que se associa ao peptídeo de 6 histidinas 

presente na proteína recombinante rTcTAT. O sedimento resultantes das bactérias 

foram induzidas com IPTG e ressupendidas em tampão de lise pH 8,0 contendo 

100mM NaH2PO4, 10mM Tris-HCl e 8M uréia (Tampão B). A partir do tampão B foi 

preparado os tampões C, D e E,  com diferentes pH: 6,3 ; 5,9 e 4,5; respectivamente 

conforme as recomendações do fabricante (Qiagen). Os sedimentos foram eluídos 

nos tampões com diferentes pH e sendo as frações obtidas, analisadas em gel SDS-

PAGE. 

  

4.13.4.2-Purificação por eletroeluição 
A proteína rTcTAT foi purificada por eletroeluição. A proteína recombinante 

foi submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida conforme item 4.13.2 . 

Posteriormente o gel foi incubado com uma solução de KCl 0,1M a 4ºC que precipita 

as proteínas do gel tornando-as esbranquiçadas, sendo então realizada uma excisão 

da região do gel correspondente à proteína TcTAT. O fragmento do gel foi colocado 

em membrana de diálise com 3mL de tampão de corrida 1x filtrado (25mM de Tris-

HCl, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS em pH 8,3) com as extremidades fechadas. 

A amostra foi submetida à eletroforese horizontal contendo tampão de corrida de 

proteína 1x durante 3h à 100V. Depois a corrente foi invertida por 10seg para que as 

proteínas se desprendessem da parede da membrana de diálise. O tampão 

contendo a proteína foi coletado e armazenado a -20ºC. 

 

4.13.5- Dosagem de proteínas 
As proteínas totais e recombinante do T. cruzi foram dosadas pelo método 

de Bradford (Bradford, 1976). Utilizando uma placa de ELISA de 96 poços foi 

confeccionada uma curva padrão utilizando albumina de soro bovino (BSA), em 

triplicatas nas seguintes concentrações: 0.4; 0.8; 1.2 e 1.6 µg de BSA por poço. Para 

dosagem das proteínas totais do T. cruzi, foram utilizadas diluições 5,10 e 50 vezes 

da proteína concentrada. Para dosagem da proteína rTcTAT, foram utilizados os 

volumes de 5, 10 e 15 µl da proteína concentrada e diluições de 5 e 10 vezes. 

Posteriormente, foi pipetado 20 µl das amostras na placa e adicionado 180 µl do 

reagente de Bradford (100 mg Coomassie Brilhant Blue G 250; 50 mL etanol 95% e 

100 mL ácido fosfórico 85%). A placa foi mantida à temperatura ambiente durante 5 

min e posteriormente submetida à leitura a 595nm em um leitor de ELISA (BIO-
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RAD). A concentração das proteínas foi calculada com base na curva padrão da 

BSA. 

4.13.6- Imunização dos coelhos com a proteína recombinante purificada 
A proteína recombinante foi purificada conforme item anterior sendo 

inoculada (300µg) em coelhos (New Zeland White) para produção de soro policlonal 

específico anti- TcTAT. Os coelhos receberam 3 inoculações subcutâneas nos dias 

0, 7 e 21, contendo 300µg das proteínas e 1/5 do volume de adjuvante de Freund 

(SIGMA). No primeiro dia de inoculação foi utilizado o adjuvante completo de Freund 

e nos dias subseqüentes o adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). Como controle 

do adjuvante, um grupo de coelhos foi injetado apenas com a proteína e outro 

apenas com o adjuvante. O sangue dos coelhos foi coletado antes das inoculações 

(soro pré-imune), 15 e 30 dias após a última inoculação, sendo o soro congelado à –

20ºC para os ensaios de Western blot.   

 
4.14- Extração de proteínas totais 

O sedimento de parasitos foi ressuspendido em 0,3 mL de tampão de lise 

contendo (50 mM de NaCl, 20 mM TRIS-HCl pH 8,0 e 1% de detergente NONIDET 

P-40), acrescido de 3 µl de uma solução estoque de coquetel de inibidores de 

proteases (PMSF 44,2 mg/mL, Pepstatina 68, 6 µg/mL, TPCK 2,0 mg/mL e TLCK 

0,5 mg/mL) e homogeneizados com uma micropipeta automática. As amostras 

foram centrifugadas a 45000g por 1 hora a 4°C,  o sobrenadante contendo o extrato 

protéico solúvel foi aliquotado e armazenado a –70°C.  

 

4.15- Western blot 
Ensaios de western blot foram realizados para determinar o nível de 

expressão da proteína TcTAT nas diferentes amostras do T. cruzi. As proteínas 

totais foram separadas em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE 10% e transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose. Posteriormente, a membrana foi corada com o 

corante Ponceau S (10% ácido acético e 1% de Ponceau S) para a confirmar a 

transferência das proteínas. Após lavagem com água, a membrana foi bloqueada 

com TBS-Tween 0,05% contendo 5% de leite desnatado por 1 h. Após lavagem em 

TBS-Tween, a membrana foi incubada com o soro de coelho anti-TcTAT diluído 

1:5000 durante 1h. Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-Tween 

0,05% e incubada por 1 h com o conjugado anti-IgG de coelho marcado com 

fosfatase alcalina diluído a 1:5000 (Promega). Depois a membrana foi revelada 
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adicionando 33µl de BCIP (50 mg/mL em dimetil formamida 100%), 50µl de NBT 

(75mg/mL em dimetil formamida 70%) e 10 mL de tampão de revelação (TRIS-HCl 

100mM pH 9,1 e MgCl2 5mM em água destilada).  

 
4.16- Análise Densitométrica 
 

A análise densitomética da intensidade das bandas do gene e da proteína 

TcTAT visualizadas nos ensaios de Northern blot, Soutern blot, localização 

cromossômica e Western blot foi realizada através do aparelho ImageMaster VDS 

(Pharmacia Biotech), utilizando o programa “ImageMaster VDS software”. A imagem 

foi capturada pelo aparelho VDS e as análises realizadas pelo programa.  Diferenças 

em densidade ótica ≥ 1,5 foram consideradas significativas. 

 
 
4.17- Sequenciamento 
 

Para confirmar o gene de estudo, o TcTAT da cepa WT do T. cruzi foi 

sequenciado. O produto de PCR do gene TcTAT foi clonado em bactérias E. coli da 

cepa TOP10F´ utilizando o plasmídeo TOPO. O DNA plasmidial de 5ml de cultura de 

bactérias crescidas por 12 h foi extraído através do Kit comercial de mini-prep 

(Qiagen). O sequenciamento foi repetido 3 vezes com cada primer (forward e 

reverse).  A seqüência foi comparada com o banco de dados do NCBI. 
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5 RESULTADOS 

5.1- Análise do nível de mRNA do gene TcTAT em populações do Trypanosoma 
cruzi sensíveis e resistentes ao benzonidazol 

Com intuito de determinar o nível de mRNA do gene TcTAT nas populações 

do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ, realizamos ensaios de Northern blot e RT-

PCR quantitativo em tempo real.  

O perfil do RNA hibridizado do gene TcTAT nas amostras estudadas revelou 

um transcrito de 2,0Kb (Figura 5A). A análise densitométrica da intensidade do 

transcrito normalizado com o controle quantitativo, o RNA ribossomal (Figura 5B), 

mostrou que o nível do mRNA do gene TcTAT na população 17LER  foi  1,5 vezes 

maior, em relação ao seu par sensível 17WTS. Não detectamos diferenças 

significativas no nível de mRNA dos transcritos das demais populações quando 

comparamos os pares BZS/BZR, Clone 27R/9S e Colombiana(R)/Cl Brener(S). 

Para o ensaio de PCR quantitativo em tempo real, inicialmente foi obtido 

uma curva padrão com as diluições ao décimo do plasmídeo dos genes clonados 

TcTAT (107 a 104) e TcHGPRT (109 a 106). Para ambos os genes, a intensidade de 

fluorescência de cada amostra foi devida ao composto fluorescente, “SYBR green” 

que se intercala na dupla fita de DNA. Esta fluorescência é proporcional à 

quantidade de cDNA que foi expresso pelo valor do ciclo da PCR na fase 

exponencial utilizando como base de análise do CT (cycle threshold) que é o ponto 

que permite a quantificação exata de moléculas baseado na fluorescência. 

Observamos que ambas as curvas padrão apresentaram uma boa linearidade 

(r2=0,9385 para TcTAT e r2=0,9931 para TcHGPRT) para uma ampla faixa de 

concentração de plasmídeos (dados não mostrados). Além disso, analisamos a 

curva de dissociação de cada gene. Observamos para ambos os genes TcTAT e 

TcHGPRT um único produto de PCR amplificado mostrando a especificidade da 

reação com os iniciadores utilizados (dados não mostrados). 

Por interpolação na curva padrão a quantidade de moléculas de cDNA do 

TcTAT foi obtida para diferentes cepas de T. cruzi. Os valores de CT obtidos foram 

utilizados a partir da curva padrão gerada com as quantidades conhecidas dos 

plasmídeos do gene TcTAT e normalizados com os valores do gene constitutivo, 

unicópia, TcHGPRT do T. cruzi. O gráfico (Figura 5C) mostra nível de mRNA do 

gene TcTAT duas vezes maior na população 17LER, comparado com a população    

. 
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Figura 5: Nível de mRNA do gene TcTAT em populações do T. cruzi sensíveis e 

resistentes ao BZ. (A) Perfil do northern blot hibridizado com uma sonda específica 

do gene TcTAT marcada com 32P.(B) Como controle quantitativo a mesma 

membrana foi marcada com uma sonda do gene do RNA ribosomal do T. cruzi. (C) 

Número de moléculas do gene TcTAT normalizadas com o gene constitutivo, 

unicópia, TcHGPRT em populações do T.cruzi S e R ao BZ, quantificado por RT-

PCR em tempo real. 
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17WTS. Além disso, um aumento de 1,5 vezes foi observado desse gene na 

população BZR, em relação ao seu par sensível BZS. 
 
5.2- Organização genômica e número de cópias do gene TcTAT 

O número de cópias do gene TcTAT foi analisado com o objetivo de 

observar se esse gene está amplificado no genoma da população de T. cruzi 

resistente ao BZ.  Ensaios de Southern blot foram realizados a partir da digestão do 

DNA genômico de cepas do T. cruzi com a enzima de restrição XhoI, que apresenta 

apenas um sítio de restrição na seqüência do gene TcTAT. O perfil hibridizado com 

a sonda do gene TcTAT revelou fragmentos de 3, 6 e 12 Kb em todas as populações 

analisadas (Figura 6), sendo  um  perfil típico de múltiplas cópias em “tandem”. As 

amostras observadas apresentaram a mesma intensidade e número de bandas. Os 

resultados mostram que não houve diferença no número de cópias desse gene entre 

as diferentes cepas do T. cruzi analisadas e que a banda de 3,0 Kb foi a mais 

intensa. Observamos que o perfil de Southern blot não teve associação com fenótipo 

de resistência e nem com zimodema.  

 

5.3- Localização do gene TcTAT nos cromossomas do T. cruzi 

Com intuito de avaliar a distribuição cromossômica do gene TcTAT no 

genoma do parasita, os cromossomas das diferentes cepas do T. cruzi foram 

separados por eletroforese de pulso alternado (PFGE) conforme descrito no item 

4.12. 

A Figura 7A mostra o perfil dos cromossomas das amostras de T. cruzi 

separados por PFGE e corado com brometo de etídio. A hibridização dos 

cromossomas com a sonda do gene TcTAT-P32 mostrou que esse gene está 

presente em 8 bandas cromossômicas que variaram de 785 a 2500 Kb (Figura 7B e 

Tabela 1). Não houve relação entre perfil observado e resistência drogas ou o 

zimodema da amostra. As bandas mais intensas variaram de 1700 a 2500Kb. As 

amostras 17WTS e 17LER apresentaram perfis mais complexos e a amostra 

quaraizinho menos complexo.  
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Figura 6: Southern blot do gene TcTAT de populações do T. cruzi sensíveis e 

resistentes ao BZ. O DNA genômico de cada cepa foi digerido com a endonuclease 

XhoI e hibridizado com a sonda do gene TcTAT, marcada com 32P. 
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Figura 7: Localização cromossômica do gene TcTAT no genoma do T. cruzi de 

diferentes cepas e zimodemas. (A) Bandas cromossômicas do T. cruzi separadas 

por PFGE em gel de agarose 1% e coradas com brometo de etídio.(b) Perfil 

hibridizado com a sonda específica do gene TcTAT marcada com 32P. Padrão de 

massa molecular representa os cromossomas do Sacchromyces cerevisae 

(AMERSHAM). 
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TABELA 1. Populações e clones do Trypanosoma cruzi utilizadas neste estudo e a 

localização cromossômica do gene TcTAT.  

Cepas T. cruzi  Origema Hospb Susceptibilidadec Zimodemad Localização cromossômica 

TcTAT (Kb) 

17 WTS Mex Triatomínio S 1 945; 1000; 1100; 1260; 1700; 
1900; 2300; 2500 

17 LER Mex Triatomínio R 1 945; 1000; 1100; 1260; 1700; 
1900; 2300; 2500 

Yuyu BA Triatoma infestans R 1 1100;1260;1700; 2300;  

Colombiana Col Human F.C R 1 NDe 

Quaraizinho RS T. infestans S 1 945; 1100;1700;1900;2500 

Berenice MG Human F. A. S 2 785; 1100;1260;1700; 2300 

BZS SP Human F. A. S 2 785; 1100;1260;1700; 2300 

BZR SP Human F. A. R 2 785; 1100;1260;1700; 2300 

Clone 9S SP Human F. A. S 2 785; 1100;1260;1700; 2300 

Clone 27R SP Human F. A. R 2 785; 1100; 1260; 1700; 2300 

Noel MG Human F. A. R 2 1000; 1260; 1700; 2300 

VL-10 MG Human F.C R 2 NDe 

Cl Brener RS T. infestans S B 1000; 1100;1300; 2300 

Romano Arg Human F. A. S B 1000; 1100;1300; 2300 

Buriti RS T. infestans S B 1000; 1100;1300; 2300 

 

a Origem das cepas: Mex- Mexico; SP- São Paulo; BA- Bahia; Arg- Argentina;  RGS- Rio Grande do Sul; Col- 

Colombia; b F.A.- Fase aguda e F.C.- Fase crônica da doença de Chagas. c Susceptibilidade, in vivo das cepas 

de T. cruzi a droga (Filardi and Brener, 1987); S, sensíves; R, resistentes; dClassificação de zimodema das cepas 

de T. cruzi (Murta et al., 1998),  eND- não determinado,  
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5.4-Clonagem e expressão da proteína recombinante TcTAT 

Com objetivo de avaliar os níveis expressão da proteína TAT nas 

populações de T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ, clonamos e expressamos a 

proteína recombinante rTcTAT em bactérias, para produção de anticorpos 

policlonais. Para clonagem, digerimos o plasmídeo pQE  e o produto de PCR do 

gene TcTAT com as enzimas de restrição SalI e HindIII. Posteriormente, realizamos 

uma reação de ligação do produto de PCR no vetor pQE.  O plasmídeo 

recombinante foi transferido para E. coli. Confirmamos a eficiência da clonagem 

através da PCR de colônia conforme descrito no Item 4.6. A análise do gel de 

poliacrilamida com os produtos de PCR mostrou a presença do fragmento de 

1251pb em todas as colônias de bactérias analisadas, correspondente à seqüência 

codificante do gene TcTAT (dados não mostrados).  

A expressão da proteína recombinante foi realizada em bactérias E. coli 

cepa M15 induzidas com IPTG. O IPTG é um análogo da lactose, que se liga à 

proteína repressora Lac. Essa proteína repressora Lac na ausência de lactose 

permanece ligada à região operadora, impedindo a transcrição do gene. Na 

presença do IPTG, esta proteína repressora se desliga e induz a transcrição e 

expressão da proteína recombinante. Após a indução das culturas transformadas, os 

extratos bacterianos foram preparados e submetidos à eletroforese SDS-PAGE 

(Figura 8). Análise do perfil eletroforético dos extratos protéicos na presença de 

IPTG mostrou um polipeptídeo de ~43kDa de intensidade forte. Esse tamanho 

corresponde à proteína recombinante rTcTAT fusionada a um peptídeo de 6 

histidinas na sua porção aminoterminal (canaletas 2, 3, 4, 6, 7 e 8). Como esperado, 

a proteína recombinante não foi expressa pelas bactérias na ausência de IPTG 

(canaletas 1 e 5). Através do sequenciamento do produto de PCR da cepa WT de 

T.cruzi e blast da seqüência no NCBI confirmamos que o gene em estudo é o TcTAT 

(resultados não mostrados). 

 

5.5- Teste de solubilidade da proteína rTcTAT 
Com intuito de verificar a solubilidade da rTcTAT um ensaio foi realizado 

como descrito no item 4.13.3. A parte solúvel (sobrenadante) e a insolúvel 

(sedimento) da amostra foram submetidas a uma eletroforese SDS-PAGE 10% 

(Figura 9). Observamos a presença da proteína recombinante rTcTAT (~43kDa) no 

sedimento (canaletas 2, 3, 4, 6, Figura 9), verificando que a proteína é insolúvel   . 
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Figura 8: Expressão da proteína recombinante rTcTAT do T. cruzi, em E. coli M15, 

induzida com IPTG. SDS-PAGE 10% corado com Coomasie blue. MM-Marcador de 

massa molecular. 
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Figura 9 : Teste de solubilidade da proteína recombinante rTcTAT do T. cruzi. SDS-

PAGE 10% corado com Coomassie blue. MM- marcador de massa molecular 

(canaleta 1), sedimento de bactérias da cepa M15 com tampão de lise (canaleta 2). 

sedimento em tampão de lise sonicado 1 e 2 × (canaletas 3 e 4), sedimento em 

tampão de amostra (canaleta 7) e sobrenadante (canaleta 9). 
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nas condições utilizadas na expressão. Na fração solúvel, visualizamos apenas as 

proteínas específicas das bactérias. 

5.6- Purificação da proteína recombinate rTcTAT 

5.6.1- Purificação por resina de ácido nitrilotriacético com níquel (Ni2+ -NTA) 
A proteína recombinante rTcTAT foi purificada utilizando uma resina de 

ácido nitrilotriacético com níquel (Ni2+ -NTA) conforme descrito no item 4.13.4.1. A 

proteína rTcTAT foi eluida em tampão uréia 8M contendo Tris e fosfato, com pH 

decrescente (8,0; 6,3; 5,9 e 4,5). As frações de pH 4,5 foram submetidas à 

eletroforese SDS-PAGE (canaletas 2, 3, Figura 10). Observamos a eluição da 

proteína rTcTAT com a presença de uma banda fraca de aproximadamente 

(~43kDa), verificando que este método de purificação não foi eficiente.  

5.6.2- Purificação por eletroeluição 
A proteína recombinante rTcTAT foi purificada por eletroeluição como 

descrito no item 4.13.4.2. Observamos que a purificação da proteína rTcTAT por 

eletroeluição apresentou uma banda forte de 43kDa, mostrando maior eficiência 

nesta purificação (canaleta 4, Figura 10). Posteriormente, a preparação de proteína 

recombinante TcTAT foi quantificada pelo método de Bradford que apresentou uma 

concentração de 0,3µg/ µL. A partir de 500mL de cultura de bactérias foi obtido 1,2 

mg de proteína recombinante purificada. 
 
 

5.7- Nível de expressão da proteína rTcTAT em populações do T. cruzi 
sensíveis e resistentes ao BZ. 

Inicialmente a produção de anticorpo policlonal anti-rTcTAT foi induzida 

imunizando coelhos com a proteína recombinante como descrito no item 4.13.6. 

Posteriormente, a expressão da proteína recombinante rTcTAT foi avaliada nas 

diferentes cepas do T. cruzi através de ensaios de Western blot. Os extratos 

protéicos totais das formas epimastigotas de diferentes populações do parasita 

foram submetidos à eletroforese SDS-PAGE (Figura 11A). As proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpo policlonal 

de coelho anti-rTcTAT. Observamos que o anticorpo foi bastante específico 

reconhecendo apenas um polipeptídeo com tamanho esperado (~42kDa) para todas 

as cepas do T. cruzi analisadas (Figura 11B). Como controle positivo utilizamos a 

proteína recombinante rTcTAT purificada que apresentou uma massa molecular de 

(~43kDa), cerca de 1kDa maior do que a proteína nativa devido à presença do 
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hexapeptídeo de histidina. Para melhor quantificar o nível de expressão da proteína 

incubamos a mesma membrana com anticorpo policlonal de coelho anti-rTcHsP70. 

O nível de expressão da proteína TcHSP70 em cepas do T. cruzi S/R- BZ foi 

realizado por Fernanda Freire em sua monografia em 2004, em nosso laboratório. 

Freire observou que não houve diferença no nível de expressão da proteína 

TcHsP70 entre cepas sensíveis e resistentes ao BZ. 

No ensaio de Western blot foi realizada análise densitométrica utilizando 

TcHsP70 como normalizador e que as populações de T. cruzi estudadas 

apresentaram o mesmo nível de expressão da proteína TcTAT, independente do 

fenótipo de resistência a drogas (Figura 11B). Com intuito de comprovar o nível de 

expressão da proteína TcTAT, realizamos diluições seriadas de extratos protéicos 

das populações 17WTS e 17LER (Figura 12A). Após a incubação com anticorpo 

anti-rTcTAT, foi observado que não há diferença na intensidade da banda entre as 

populações 17WTS e 17LER (Figura 12B). 
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Figura 10: Purificação da proteína recombinante rTcTAT fusionada a 6 histidinas. 

SDS-PAGE 10% corado com Coomassie blue. Utilizamos para purificação uma 

resina de ácido nitrilotriacético com níquel (Ni2+ - NTA) (canaletas 2 e 3) e a proteína 

purificada por eletroeluição (canaleta 4). MM- Marcador de massa molecular 

(canaleta 1). 
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Figura 11: (A) Perfil eletroforético das proteínas totais de epimastigotas de 

populações do T. cruzi sensíveis e resistentes ao BZ. SDS-PAGE 10% corado por 

Coomassie blue; MM-Marcador de massa molecular; (B) Western blot utilizando 

anticorpo policlonal de coelho contra a proteína recombinante rTcTAT e como 

controle quantitativo incubamos posteriormente a mesma membrana com anticorpo 

policlonal de coelho contra a proteína recombinante rTcHSP70;  
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Figura 12: (A) Perfil eletroforético das proteínas totais de epimastigotas das duas 

populações do T. cruzi diluídas, 17WTS e 17LER. SDS-PAGE 10% corado por 

Coomassie blue; MM-Marcador de massa molecular; (B) Western blot de extrato 

proteíco das populações 17WTS e 17LER diluídas 16,32 e 64 x e incubadas com o 

anticorpo anti-TcTAT;  
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6 DISCUSSÃO 
 
 

A quimioterapia da doença de Chagas está restrita ao  Benzonidazol (BZ) e 

ao Nifurtimox (NFX). Ambos os compostos apresentam limitações como à baixa 

eficácia de cura na fase crônica da doença (8%), efeitos colaterais consideráveis e a 

existência de cepas naturalmente resistentes. Os mecanismos bioquímicos 

envolvidos na resistência do T. cruzi a drogas ainda não são conhecidos. 

A abordagem proteômica é uma poderosa ferramenta para estudo da função 

das proteínas (Tyers and Mann, 2003). Estudos proteômicos de resistência a drogas 

têm identificado proteínas diferencialmente expressas em Helicobacter pylori, 

Leishmania major e Staphylococcus aureus (McAtee et al.,2001; Drummelsmith et 

al., 2003; Scherl et al., 2006). Recentemente em nosso laboratório foi utilizado a 

proteômica (bi-dimensional e espectrometria de massa) para identificar proteínas 

diferencialmente expressas nas populações do T. cruzi sensíveis (S) e resistentes 

(R) ao BZ. Na análise do perfil proteômico foram identificadas 27 proteínas 

superexpressas em populações do T. cruzi R (de Andrade et al., 2005). Neste 

projeto selecionamos para caracterização a proteína Tirosina Aminotransferase que 

foi superexpressa em populações do T. cruzi R ao BZ. 

As Tirosina Aminotransferases são proteínas chaves em vias metabólicas, 

pois estão envolvidas na biossíntese, degradação de aminoácidos e metabolismo de 

carboidratos (Sobrado et al., 2003). Esta enzima catalisa a transferência de uma 

amina do aminoácido para um cetoácido participando da via metabólica de 

catabolismo de aminoácidos aromáticos juntamente com uma α-hidroxiácido 

desidrogenase (Cazzulo et al., 1994).  

Em nosso estudo as análises de Northern blot do gene TcTAT mostraram 

um transcrito de 2,0 Kb para todas as 8 cepas do T. cruzi S ou R analisadas . Estes 

resultados estão de acordo com os dados descritos por Bomtempi e cols. (1993) que 

utilizaram a forma epimastigota de clones CA-1/72 e Dm28c e as cepas Tulahuén 2 

e RA do T. cruzi.  Os resultados de RT-PCR quantitativo em tempo real e Northern 

blot revelaram um aumento de aproximadamente duas vezes no nível de mRNA do 

gene TcTAT na população 17LER, comparada com a 17WTS  e um aumento de 1,5 

vezes desse gene na população BZR comparada com a BZS. Baki e Alexis (1994) 

relataram aumento de 5 vezes nos níveis de mRNA total e nuclear da TAT em ratos 

após serem tratados com tetrahidroxi, triamcinolone acetonida e cicloheximida, e 

serem submetidos a uma parcial hepatectomia. Baki e cols. (1996) observaram um 
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aumento no nível de mRNA da TAT em hepatócitos primários de ratos após 

tratamento com glucocorticóides. Lopukhina e cols. (2001) reportaram o isolamento 

e caracterização da TAT da planta, Arabidopsis thaliana, que foi detectada por 

diferencial display, a partir de plantas tratadas com coronatina, um composto 

fitotóxico. Os autores observaram aumento nos níveis de mRNA  e da proteína da 

TAT em plantas tratadas com esse composto. Os autores sugerem que  a planta sob 

estresse produz um composto na via da TAT, a prenilquinona, que neutraliza as 

espécies reativas de oxigênio produzidas. Uma alta concentração deste composto 

aumenta a atividade da TAT. A maioria das plantas reagem ao estresse pela 

ativação da trancrição de determinados genes que tem papel na defesa ou no 

reparo. Hollander-Czytko e cols. (2005) observaram um aumento da atividade da 

TAT e do Tocoferol (antioxidante) em A. thaliana sob estresse oxidativo. Duret e 

cols. (2006) observaram que os azóis, antifúngicos, miconazol e ketoconazol inibem 

a expressão do mRNA da TAT em hepatócitos humanos. Em T. cruzi observamos 

um aumento no mRNA da TAT das populações resistentes 17LER e BZR, mas que 

não correspondeu a um aumento do nível de expressão da proteína. Então 

sugerimos que a ação de estresse produzido pelo BZ possa provocar esse aumento 

da transcrição da TAT.  

Análises do nível de expressão da proteína rTcTAT em cepas do T. cruzi 

mostraram que o anticorpo policlonal anti-rTcTAT foi bastante específico e 

reconheceu uma banda de ~42kDa em todas as cepas do T. cruzi analisadas, 

estando de acordo com os dados da literatura (Bontempi et al.,1993). Nenhuma 

diferença significativa foi observada no nível de expressão da proteína TcTAT entre 

as populações analisadas. Entretanto o nível de mRNA do gene TcTAT foi o dobro 

nas populações do T. cruzi resistentes (17LER e BZR).  É possível que processos de 

trans-splicing, ação de proteasoma, mutações nas regiões 5’ ou 3’ UTR ou 

degradação do mRNA  do gene TcTAT das cepas resistentes possam estar 

ocorrendo, não produzindo um aumento proporcional da expressão da proteína 

TcTAT nessas cepas. Alguns estudos reforçam nossa hipótese, pois a regulação da 

expressão gênica de tripanosomatídeos acontece principalmente a nível pós-

transcricional (Vanhame & Pays, 1995). Baki e cols. (1996) mostraram o 

envolvimento do mecanismo pós-transcricional na regulação do mRNA da TAT em 

hepatócitos de ratos induzidas por glucocorticóides. Outros estudos mostram a 

degradação da TAT mediada por sistemas proteolíticos de ubiquitina (Ciechanover 

et al., 1997; Gross-Mesilaty et al.,1997). Além disso a instabilidade do mRNA pode 
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contribuir para esta diminuição da proteína uma vez que existem relatos do efeito de 

fatores de ligação de RNA. No estudo proteômico realizado em nosso laboratório foi 

identificada a proteína TcTAT como sendo superexpressa na população resistente 

ao BZ. Entretanto, os nossos resultados de western blot mostram níveis iguais desta 

proteína nas cepas de T. cruzi analisadas. Isto pode ser devido a pequenas 

variações na intensidade dos spots observados sejam por variações experimentais 

na quantificação da proteína. Além disso, os ensaios de western blot apresentam 

maior sensibilidade para determinar a diferença de expressão da proteína, uma vez 

que foi utilizado anticorpo policlonal específico anti-TcTAT. 

Análises de Southern blot do DNA genômico de 6 cepas do T. cruzi S ou R 

ao BZ digeridas com endonuclease foram realizadas. O perfil hibridizado com a 

sonda do gene TcTAT revelou um  perfil típico de múltiplas cópias em “tandem”, 

estando de acordo com dados descritos por Bontempi e cols. (1993) que utilizaram 

DNA genômico da cepa Tulahuen  do T. cruzi. Os autores estimaram o número de 

cópias do gene TcTAT entre 50 a 80 por parasito com 20 a 25 repetições por 

arranjos. Outro estudo mostrou que a TAT de T. rangeli apresenta a mesma 

organização gênica do T. cruzi (Bontempi et al., 2000). A organização genômica 

apresentada pelo gene TcTAT é muito comum no T. cruzi, pois a maioria dos genes 

apresentam uma organização em tandem como cisteína-proteinases ubiquitina, 

proteínas de choque térmico e outros (Campetella et al., 1992; Swindle et al., 1988; 

Dragon et al., 1987). Por outro lado, alguns genes como o da DNA Topoisomerase II 

(Fragoso et al., 1992), HGPRT e outros estão presentes em uma única cópia no 

genoma do parasito. Guimond e cols. (2003) utilizaram a metodologia de 

microarranjo de DNA para estudar a expressão de 44 genes envolvidos na 

resistência de Leishmania spp.  ao metotrexato. Os autores observaram que desses 

genes quatro (γ- glutamilcisteína sintetase, P-glicoproteína A, pteridina redutase 1 e 

dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase ) estavam superexpressos e  amplificados no 

genoma dos parasitas resistentes. Enquanto outros três genes (glutationa sintase, S-

adenosilhomocisteína hidrolase e S-adenosilmetionina sintase) apesar de estarem 

superexpressos nos parasitas R, eles não estão amplificados no genoma. Os 

autores sugerem que mutações nas regiões 5’ ou 3’ UTR podem explicar o aumento 

no nível de mRNA sem que haja a amplificação desses genes no genoma do 

parasita. Nossos resultados apesar de mostrarem um aumento do nível de mRNA do 

gene TcTAT nas  populações resistentes do T. cruzi 17LER e BZR, os resultados de 
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Southern indicam que este gene não está amplificado nas populações 17LER e 

BZR. 

Nossos resultados de cariótipo molecular de 10 cepas do T. cruzi S ou R 

revelaram que o gene TcTAT está presente em 8 bandas cromossômicas que 

variaram de 785 a 2500 Kb, concordando com os resultados de Bontempi e cols. 

(1993) que utilizaram outras 9 cepas. Em nosso estudo não houve relação entre o 

perfil observado, a resistência a drogas ou zimodema. Henriksson e cols. (1996) no 

estudo de cariótipo observaram uma grande diversidade no cariótipo entre as cepas 

do T. cruzi. Essa variabilidade cromossômica pode ocorrer devido à presença de 

cromossomas homólogos com diferentes tamanhos, à variação do tamanho do 

telômero ou a ocorrência de pequenas deleções ou inserções.  

Em resumo, nossos resultados mostram que a TcTAT não está diretamente 

associada com o fenótipo de resistência a drogas. Entretanto, isto não exclui que a 

TcTAT possa atuar via mecanismo compensatório secundário, juntamente com 

outros genes ou participar de um mecanismo de resposta a estresse produzido pelo 

BZ. Pois, sabemos que o fenótipo de resistência a drogas em T. cruzi é complexo e 

pode envolver vários genes e diferentes vias metabólicas.  



                                                                                                               Conclusões 

 56 

7 CONCLUSÕES 
 
• O mRNA do gene TcTAT apresentou um aumento na população do T. cruzi com 

resistência induzida in vitro (2,0x) e selecionada in vivo (1,5x) ao benzonidazol. 

 

• O Gene TcTAT é um gene multicópias organizado em repetições em tandem. 

Não observamos diferença no número de cópias desse gene entre as cepas 

sensíveis e resistentes ao BZ; 

 

•  O gene TcTAT está localizado em 8 cromossomas que variam de 785 a 2500Kb 

do T. cruzi e sua localização não está associado como fenótipo de resistência a 

droga. 

 

• A análise da proteína TcTAT em T. cruzi mostrou que não há diferença no nível 

de expressão da proteína entre as cepas sensíveis e resistentes. 

 

• Não observamos uma associação direta entre o gene TcTAT e o fenótipo de 

resistência a drogas em cepas de T. cruzi. 
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