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RESUMO 

 

SOUZA, Cintia Fernandes. Análise de uma heme oxigenase funcional em Trypanossoma cruzi. 

2010. 130f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011. 
 

O Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas, transmitida através de 
insetos vetores triatomíneos durante a alimentação no hospedeiro vertebrado. Os triatomíneos 
ingerem numa única alimentação cerca de 10 mM de heme ligado à hemoglobina. O heme é uma 
importante molécula no metabolismo dos organismos. Um mecanismo intracelular importante no 
controle de sua homeostase é a degradação enzimática pela Heme Oxigenase (HO) formando 
biliverdina (Bv), monóxido de carbono e ferro. Como esta enzima não está presente no genoma 
de T. cruzi, esse trabalho tem por objetivo identificar uma atividade funcional de HO neste 
parasito, uma vez que dados do nosso laboratório mostram a presença de biliverdina nas 
incubações dessas células com heme. No presente trabalho testamos o efeito do SnPPIX (inibidor 
da HO-1), CoPPIX (indutor da HO-1) e Bv sobre a proliferação da forma epimastigota do 
parasito. A adição de SnPPIX diminuiu a proliferação do parasito na tanto na ausência quanto na 
presença de heme. Quando a Bv foi adicionada à cultura esse efeito foi revertido; a Bv aumenta a 
proliferação celular na presença de heme. Por outro lado, a adição de CoPPIX não interferiu na 
proliferação. Posteriormente, mostramos através da técnica de immunoblotting, utilizando 
anticorpo monoclonal contra a HO-1, um aumento da expressão de uma proteína em resposta ao 
heme. Diferentemente das HO-1 já descritas que possuem massa molecular de 32 kDa, a única 
banda reconhecida pelo anticorpo apresenta 45 kDa. Analisamos também a expressão da HO-1 na 
presença de CoPPIX, SnPPIX e biliverdina, e somente o CoPPIX foi capaz de modular os níveis 
de expressão da HO-1. A análise estrutural através da técnica de imunocitoquímica mostrou uma 
maior expressão da enzima na presença de heme, e que a HO-1 de T. cruzi pode ter mais de uma 
localização, apresentando marcação citoplasmática e glicossomal. A fim de investigar a 
sequência da HO-1 de T. cruzi, o DNA genômico foi extraído para amplificação por PCR do gene 
da HO-1 utilizando oligonucleotídeos desenhados no genoma de T. cruzi. Os dois pares de 
oligonucleotídeos utilizados nao foram capazes de amplificar uma sequência equivalente a uma 
HO. Em seguida, utilizamos a técnica de imunoprecipitação, seguida de immunoblotting, com 
anticorpo anti-HO-1, com objetivo de concentrar a proteína alvo, e observamos um aumento 
significativo do imunocomplexo nas células tratadas com heme 300 µM, cerca de 2 vezes em 
relação ao controle. Dando seguimento à tentativa de identificação da HO-1 de T. cruzi, 
utilizamos a técnica de espectrometria de massa a partir de eletroforese unidimensional, que 
mostrou uma grande alteração do perfil protéico na presença de heme, mas futuros experimentos 
são necessários, como eletroforese 2D, para a identificação da proteína alvo.  
 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Heme. Heme oxigenase-1. 
 
 
 

 

 



                                                                                                                                                

  

ABSTRACT 

 

Trypanosoma cruzi, the ethiologic agent of Chagas disease, is transmitted through 
triatomine vectors during their blood-meal on vertebrate host. These hematophagous insects 
ingest blood about 6 to 12 times its original weight, reaching in a single meal about 10 mM heme 
bound to hemoglobin. Heme (iron protoporphyrin IX) is an important molecule in metabolism of 
all living organisms. One important intracellular mechanism to control heme homeostasis is its 
enzymatic degradation by heme oxygenase (HO). HO catalyzes the degradation of heme to 
biliverdin (Bv), carbon monoxide and iron. HO is absent in T. cruzi genome, thus we have been 
investigating the presence of a functional HO in this parasite, since our previous results showed a 
presence of biliverdin in heme-treated epimastigotes. In the present work, we evaluated the effect 
of SnPPIX, a HO-1 inhibitor, CoPPIX, a HO inducer, and Bv upon T. cruzi epimastigotes 
proliferation. The addition of SnPPIX decreased the parasite proliferation in the absence or in the 
presence of heme. When Bv was added to the culture this effect was reversed; Bv increases the 
parasite proliferation in the presence of heme. On the other hand, CoPPIX did not interfered on 
proliferation. Furthermore, we showed through immunoblotting, using an anti-HO-1 monoclonal 
antibody, an increase in the protein expression in heme-treated epimastigotes. Differently of 
described HO-1 that has a mass molecular of a 32 kDa, we showed a 45 kDa protein, the only 
band recognize by the HO-1 antibody. HO-1 expression analysis in the presence of CoPPIX, 
SnPPIX and biliverdin, showed that only CoPPIX was able to modulate its expression level. 
Ultrastructural immunocytochemistry analysis suggests a higher expression of the enzyme in 
heme-treated epimastigotes, and that T. cruzi HO-1 might have a dual distribution, since the anti-
HO-1 antibody labeled both cytosol and glycosomes. In order to investigate the T. cruzi HO-1 
gene sequence, we isolated genomic DNA from T. cruzi for PCR amplification using primers 
designed as from the parasite genome. Unfortunately, the two pairs of the designed 
oligonucleotides tested were unable to amplify a sequence equivalent to a HO-1. In order to 
isolate the target protein, immunoprecipitation was performed and subsequently immunoblotted 
with anti-HO-1 antibody. The immunocomplex level was two-fold higher in heme-treated cells. 
Following the attempt to identify a HO-1 in T. cruzi, we used mass spectrometry from 
unidimensional electrophoresis. We showed a significant protein profile modification in heme-
treated epimastigotes, but further experiments will be necessary, such as mass spectrometry from 
bidimensional electrophoresis, for identification of the target protein. 

 
Keywords: Trypanosoma cruzi. Heme. Heme oxygenase-1. 
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INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas ou tripanossomíase americana é causada pelo parasita Trypanosoma 

cruzi, transmitida através de insetos vetores triatomíneos durante a alimentação no hospedeiro 

vertebrado. É reconhecida pela organização mundial de saúde como uma das principais doenças 

negligenciadas do mundo. Atualmente, estima-se que 10 milhões de pessoas estejam infectadas 

no mundo, principalmente na América Latina onde a doença de Chagas é endêmica. Mais de 25 

milhões de pessoas correm o risco de infecção. Em 2008, cerca de 10.000 pessoas morreram 

tendo como causa a doença de Chagas (WHO, 2010). 

 A doença de Chagas, mesmo hoje, após mais de 100 anos de sua descoberta, não 

apresenta uma quimioterapia satisfatória. Não existem vacinas e o medicamento disponível 

atualmente é tóxico e pouco eficaz em estágios avançados da doença (fase crônica). O fato da 

fase aguda ser em muitos casos assintomática, dificulta o tratamento. É importante então a 

descoberta de novos medicamentos, que sejam mais específicos para o parasita e portanto menos 

tóxico para o hospedeiro. Nessa tese, foi estudada a presença da enzima heme oxigenase-1 (HO-

1), responsável pela detoxificação de heme, na forma epimastigota do parasito. A literatura 

demonstra a ausência da via completa da biossíntese de heme em T. cruzi (Lombardo e cols., 

2003; El-Sayed e cols., 2005), tornando a molécula de heme essencial para esse parasito. Essa 

porfirina encontra-se presente em abundância na biologia das formas epimastigotas de T. cruzi e 

seu processo de internalização foi demonstrado pelo nosso grupo (Lara e cols, 2007).  

 A enzima heme oxigenase constitui um mecanismo intracelular importante de controle 

da homeostase do heme. Há diferentes isoformas de HO, identificadas em diversos organismos. 

A isoforma objeto de nosso estudo é a HO-1, que tem sua expressão induzida em situações de 

estresse, como na presença de metais pesados, radiação UV, espécies reativas de oxigênio e pelo 

seu substrato heme.  O sistema de degradação enzimática do heme em parasitas protozoários é 

desconhecida.  Foi mostrado recentemente uma HO de Plasmodium falciparum, protozoário do 

filo Apicomplexa, a PfHO (Okada, 2009). Apesar de não ter sido encontrada nenhuma típica 

seqüência de HO no genoma de Trypanosoma cruzi (El-Sayed e cols., 2005a), resultados iniciais 

do nosso laboratório demonstram a presença de biliverdina, principal metabólito de heme, neste 

protozoário,  através de espectrofotometria e cromatografia líquida de alta performance (HPLC). 

A existência da molécula de biliverdina em T. cruzi sugere fortemente a existência de uma 



15 
 

 
 

atividade funcional de Heme Oxigenase. Deste modo, demonstrar a existência desta proteína tão 

característica do parasito, é de grande importância, visto seu grande potencial como alvo 

quimioterápico. 

Sendo assim, visto o pouco conhecimento sobre o mecanismo de degradação de heme 

em protozoários, e o caráter essencial da molécula de heme para o T. cruzi, o objetivo geral dessa 

tese foi investigar a presença da enzima Heme Oxigenase, ou de uma proteína com atividade 

funcional de degradação da molécula de heme em T. cruzi, e os objetivos específicos foram: 

 

• Analisar o efeito do inibidor da atividade enzimática (SnPPIX) e do indutor da expressão 

gênica (CoPPIX) de HO-1 sobre a proliferação das formas epimastigotas de T. cruzi; 

 

• Analisar o efeito da biliverdina, produto de degradação do heme pela HO, sobre a 

proliferação das formas epimastigotas de T. cruzi;  

 

• Verificar através de immunoblotting a presença da HO-1 nas formas epimastigotas de T. 

cruzi e analisar seu nível de expressão no tratamento com heme, CoPPIX, SnPPIX e 

biliverdina; 

 

• Utilizar a técnica de imunoprecipitação para parcial purificação da HO-1 a partir do 

extrato proteico total do parasito; 

 

• Investigar a localização celular da enzima HO-1 em T. cruzi, utilizando a técnica de 

imunocitoquímica, e analisando seu nível de expressão no tratamento com heme; 

 

• Amplificar por PCR um fragmento correspondente ao possível gene da HO-1, utilizando 

oligonucleotídeos desenhados a partir do genoma de T. cruzi; 

 

• Analisar as sequências protéicas de T. cruzi reconhecidas pelo anticorpo HO-1 através de 

espectrometria de massa;  
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Trypanosoma cruzi  

 

1.1.1 Ciclo de vida e Transmissão 

  

O Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da tripanossomíase Americana ou doença de 

Chagas (Chagas, 1909), a qual é um grande problema de saúde pública na América Latina. O 

Trypanosoma cruzi é transmitido através de vetores triatomíneos, insetos hematófagos 

conhecidos popularmente como barbeiros, durante sua alimentação no hospedeiro vertebrado. O 

ciclo biológico do T. cruzi é complexo, do tipo heteroxênico, passando por uma fase de 

multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado (mamíferos, incluindo humanos) e 

extracelular no hospedeiro invertebrado (insetos triatomíneos), possuindo quatro estágios 

distintos de desenvolvimento (isto é, epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos, amastigotas e 

tripomastigotas sanguíneos) (Rey, 2001; Lima e cols., 2010).  

Ao sugar o sangue de um vertebrado contaminado, o barbeiro ingere os tripomastigotas da 

corrente sanguínea (chamados de tripomastigotas metabólicos ou sanguíneos) dando início ao 

ciclo de desenvolvimento do T. cruzi na luz intestinal dos triatomíneos. Na porção anterior do 

intestino médio (ou estômago) os tripomastigotas sanguícolas passam a epimastigota e 

esferomastigotas poucas horas após a ingestão do parasito. Os epimastigotas se multiplicam por 

divisão binária longitudinal e passam para a porção posterior do intestino do triatomíneo, 

microambiente pobre em nutrientes, e sofrem nova metamorfose se diferenciando em 

tripomastigotas metacíclicos. Estes tripomastigotas são infectantes e são liberados nas fezes 

juntamente com algumas formas epimastigotas que não são infectivas. As formas epimastigotas 

são lisadas pelo soro normal do hospedeiro vertebrado. 

No hospedeiro vertebrado o parasito pode penetrar pelas mucosas ou por soluções de 

continuidade da pele. No ponto de entrada na pele ocorre uma reação inflamatória transitória, de 

natureza eritematosa, desenvolvendo um nódulo denominado de chagoma. Quando o parasito 

penetra na mucosa ocular ocorre um edema bipalpebral unilateral, fato assinalado por Chagas já 

em 1909. Estudos mais aprofundados sobre o assunto foram publicados pelo pesquisador 

argentino Romana (1935) e por este motivo a lesão recebeu o nome de “sinal de Romana”. 
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O T. cruzi pode parasitar praticamente todo tipo de célula e a modulação desta invasão 

celular é fundamentalmente dependente da resposta do hospedeiro (Vianna, 1911; Gonçalves da 

Costa e cols., 1984; Lenzi e cols., 1996; Gonçalves da Costa e cols., 2002). Na célula do 

hospedeiro, o parasito encontra-se em um vacúolo parasitóforo. Sob acidificação, o parasito 

secreta a proteína lítica, TcTox, que juntamente com a atividade trans-sialidase, leva à ruptura da 

membrana do vacúolo parasitóforo e a liberação do tripomastigota para o citoplasma. Uma vez 

livre no citoplasma, os tripomastigotas metacíclicos diminuem de tamanho e se diferenciam em 

amastigotas. Os amastigotas se multiplicam intensamente dentro da célula e então se diferenciam 

novamente em tripomastigotas, que rompem a membrana plasmática. Após a ruptura da 

membrana, os tripomastigotas estão livres para infectar células vizinhas ou disseminar para 

outros órgaos, ou infectar o inseto vetor, via corrente sanguínea (Andrews e cols., 1990; Garcia e 

Azambuja, 1996; De Souza, 2002a; Lima e cols., 2010) (Figura 1). 
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Figura 1 - Ciclo Evolutivo do Trypanosoma cruzi. 
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Na doença de Chagas aguda, que é benigna na maioria dos casos, as lesões cardíacas são 

resultantes da invasão das células do miocárdio pelo parasito e do processo inflamatório 

decorrente da ruptura das células parasitadas que expõe um grande número de antígenos. Durante 

a fase aguda pode se observar casos cuja sintomatologia é bastante discreta, o que algumas vezes 

pode levar o paciente a confundí-la com uma gripe, até formas mais graves onde se observa uma 

parasitemia elevada, dilatação progressiva do coração, linfoadenopatia sistêmica e 

esplenomegalia. Formas mais graves podem atingir o sistema nervoso central e causar uma 

meningoencefalite e a morte do paciente.  

O T. cruzi pode ser transmitido também por transfusão sanguínea, em áreas onde a 

doença de Chagas é ou não endêmica, nas Américas do Sul e Central, tendo sido constatada 

inclusive nos Estados Unidos e no Canadá (Bern e cols., 2008). Outro mecanismo de transmissão 

do T. cruzi é a congênita, demonstrada inicialmente por Chagas (1911), a qual está associada a 

nascimentos prematuros, abortamentos e placentites, relatada em muitas áreas da América do Sul 

(Azogue e cols., 1985; Coura, 2007). A transmissão por via oral também é possível, pequenos 

surtos epidêmicos já foram registrados, após refeições coletivas, em que houve contaminação de 

alimentos, como cana de açúcar e açaí (Coura e cols., 2002). A amamentação é também uma via 

de transmissão oral, conforme descrito nos trabalhos de Mazza e colaboradores (1936) e nos de 

Medina-Lopes (1988). Entretanto, não se desaconselha a amamentação por parte das mães 

chagásicas, uma vez que a ocorrência do parasita é considerada rara (WHO, 1991). O transplante 

de órgãos e os acidentes laboratoriais são vias de transmissão menos freqüentes (Tanowitz e 

cols., 1992). 

Em 9 de junho de 2006, no 15o Encontro Anual da Comissão Intergovernamental do Cone 

Sul de iniciativa contra a doença de Chagas, foi formalmente declarado que o Brasil encontra-se 

livre da transmissão da doença pelo Triatoma infestans. Além do Brasil, a transmissão vetorial 

foi eficientemente eliminada no Uruguai (1997), Chile (1999), amplas áreas na Argentina, 

Bolívia e Paraguai, e parte da América Central. A prevalência global da doença foi reduzida da 

estimativa de 16 a 18 milhões de pessoas infectadas (WHO, 2002a; Coura e cols., 2002) a 

aproximadamente 9 milhões atualmente (Schofield e cols., 2006).   
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1.1.2 Taxonomia e Aspectos morfológicos 

 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado que, segundo Levine e colaboradores, 

(1980), pertence à Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatida e Gênero Trypanosoma, 

Seção Stercoraria (Hoare, 1972; Souza, 2000), Subgênero Schizotrypanum, Espécie Trypanosoma 

(Schizotrypanum) cruzi Chagas, 1909. 

A Ordem Kinetoplastida é subdividida em duas sub-ordens, Bodonina e Trypanosomatina 

(Vickerman, 1990), caracterizadas pela presença de uma estrutura celular típica chamada 

cinetoplasto. Cada uma destas subordens agrupa somente uma única família de organismos, 

Bodonidae e Trypanosomatidae. Juntas, estas famílias de protozoários flagelados compreendem 

15 gêneros, nove em Trypanosomatidae e seis em Bodonidae (Hughes e Piontkivska, 2003). O 

cinetoplasto, com estrutura geralmente única, presente em todos os indivíduos desta ordem, 

contém um agregado de DNA mitocondrial (k-DNA) que representa cerca de 30% do DNA total 

dos protozoários da ordem Kinetoplastida (Vickerman, 1990; Stuart e Feagin, 1992). 

Em linhas gerais, quanto à organização estrutural, os Kinetoplastida se caracterizam pela 

presença de um corpo celular, sustentado por um citoesqueleto, formado por microtúbulos 

subpeliculares intimamente associados à membrana plasmática (De Souza, 1999). Esses 

protozoários podem apresentar um ou dois flagelos locomotores, ligados ou não à membrana 

plasmática, neste caso formando a chamada membrana ondulante, e uma mitocôndria única, que 

em algumas espécies, percorre toda a extensão da célula (Vickerman, 1976; Schmidt e Roberts, 

1989). 

A família Trypanosomatidae é de grande importância para a medicina, além de acarretar 

problemas na área econômica, sendo composta por protozoários uniflagelados, parasitos de 

invertebrados, vertebrados e de plantas, que podem ter seus ciclos de vida estabelecidos em um 

único hospedeiro (parasitos monoxênicos), ou em mais de um hospedeiro (parasitas 

heteroxênicos). Como exemplos de gêneros monoxênicos, principalmente encontrados em insetos 

e geralmente não patogênicos para humanos, temos: Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, 

Leptomonas e Wallaceina. Contudo, entre os gêneros heteroxênicos destacam-se alguns que são 

patogênicos para mamíferos, como: Leishmania, Trypanosoma e Endotrypanum. O gênero 

Phytomonas, por outro lado, apresenta espécies patogênicas para vegetais (Hughes e Piontkivska, 

2003). 
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Os tripanossomatídeos podem apresentar várias formas evolutivas, definidas pela 

presença ou ausência de flagelo extracelular visível à microscopia de luz, ou de membrana 

ondulante, pela posição do cinetoplasto e base do flagelo em relação ao núcleo, entre outras 

características (Hoare e Wallace, 1966). O T. cruzi apresenta três formas evolutivas (Figura 2), 

identificadas morfologicamente pela posição do cinetoplasto com relação ao núcleo da célula e à 

emergência do flagelo: 1 - tripomastigota, que é o estágio infectante, com cinetoplasto na parte 

posterior, terminal ou subterminal, e flagelo emergindo de uma depressão chamada bolsa flagelar 

próxima ao cinetoplasto; 2 - epimastigota, que é a forma de multiplicação do parasito no inseto 

vetor, com cinetoplasto e bolsa flagelar anterior ou junto ao núcleo; 3 - amastigota, que é a forma 

de multiplicação intracelular, arredondada, com flagelo inconspícuo (Brener, 1979).  
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Figura 2 - Esquema dos aspectos morfológicos gerais das formas evolutivas de Trypanosoma 

cruzi. Epimastigota (A), tripomastigota (B) e amastigota (C) (De Souza, 1999).  

 

Flagelo 
 

Flagelo 
 

Ácido calcissoma 

Flagelo 
 

Citóstomo 

Complexo de Golgi 

Núcleo 

Nucléolo 

Bolsa Flagelar 

Cinetoplasto 

Mitocôndria 

Ácido calcissoma 

Microtúbulos 
Subpeliculares 

Citóstomo 

Axonema 

Estrutura Paraflagelar 

Bolsa Flagelar 

Cinetoplasto 

Mitocôndria 

Ácido 
calcissom

a 
Complexo 
de Golgi 

Núcleo 

Nucléol
o 

Reservossoma 

Microtúbulos 
Subpeliculares 

Nucléolo 

Núcleo 

Axonema 

Cinetoplasto 

Mitocôndria 

Estrutura 
Paraflagelar 

Complexo 
de Golgi 

Microtúbulos 
Subpeliculares 



23 
 

 
 

Entre as organelas bastante específicas de tripanossomatídeos estão os glicossomas e os 

acidocalcissomas, envolvidos em vias metabólicas. Os glicossomas são responsáveis por 

concentrar e compartimentalizar as enzimas da via glicolítica, aumentando a eficiência do 

processo (De Souza, 1999). Como os glicossomos encontrados em tripanossomatídeos contêm 

enzimas típicas de peroxissomos, eles são considerados um tipo especial de peroxissomo. Os 

peroxissomos de células de mamíferos contêm mais de 50 diferentes enzimas envolvidas em 

várias vias metabólicas como metabolismo de peróxidos, ß-oxidação de ácido graxos, síntese de 

fosfolipídios entre outras. Existem também evidências de que vias metabólicas adicionais, como 

fixação de dióxido de carbono (Opperdoes e Cotton 1982), vias de recuperação de purinas e 

biosíntese de novo de pirimidinas, elongamento de ácidos graxos, biossíntese de isoprenóides e 

esteróides (Opperdoes, 1987), ocorram nos glicossomos de tripanossomatídeos, embora elas 

ocorram no citosol de outras células. Os glicossomos não possuem um genoma, as suas proteínas 

são codificadas por genes nucleares, traduzidos em ribossomos livres e importadas pós-

traducionalmente para dentro da organela (De Souza, 2009). 

Os acidocalcissomas são organelas ácidas, que estão envolvidas em funções como (i) 

estoque de cálcio, magnésio, sódio, potássio, zinco, ferro e compostos de fósforo, especialmente 

pirofosfato inorgânico e polifosfato, como determinado por análises bioquímicas e microanálises 

de raio X; (ii) homeostase do pH e (iii) osmorregulação, atuando em estreita associação com o 

vacúolo contrátil. Apresentam enzimas como H+-ATPase, Ca2+-H+-ATPase e pirofosfatases (V-

H+-PPase) (Benchimol e cols., 1998; Rodrigues e cols., 1999; Docampo e cols., 2005). Apesar da 

presença de vacúolo contrátil ser muito comum em protozoários, existem poucos relatos dessas 

estrututras em tripanossomatídeos. Mais recentemente, a aquaporina, uma proteína envolvida no 

transporte de água, foi identificada em formas epimastigotas de T. cruzi, estando localizada em 

ambos acidocalcissomos e vacúolo contrátil (Montalvetti e cols., 2004). Essas estrtuturas 

parecem estar envolvidas no processo de osmoregulação. Foi demonstrado que a fusão do 

acidocalcissomos com o vacúolo contrátil ocorre via um processo mediado pela adenosina 

monofosfato cíclica (Rohloff e Docampo, 2008). 

Os tripanossomatídeos são células altamente polarizadas, e sua atividade endocítica é 

restrita à bolsa flagelar e à região do citóstoma (De Souza e cols., 2009). O conteúdo das 

vesículas endocíticas é entregue a estruturas incomuns chamadas reservossomos, que são 

organelas da via endocítica, localizadas na região posterior do parasito, específicas da forma 
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epimastigota. Essa organela tem sido considerada o destino final de macromoléculas capturadas 

do meio extracelular assim como o local onde ocorre o maior acúmulo de proteases do parasito, 

sendo muito rica em cisteína-proteinases. Os revervossomos provavelmente têm função 

lisossomal, já que os lisossomos clássicos nunca foram identificados em T. cruzi. Apesar disso, a 

atividade arilsulfatase, que é característica de lisossomos, foi detectada em pequenas vesículas 

distribuídas por todo o corpo celular das formas epimastigotas e tripomastigotas. A função 

digestiva desses compartimentos não foi descoberta (De Souza, 2002b; Adade e cols., 2007; De 

Souza, 2009). 

 

1.2 A doença de Chagas 

 

O estudo dos protozoários hemoflagelados do gênero Trypanosoma é importante, pois 

estes causam doenças graves em extensas áreas do mundo, das quais a tripanossomíase africana, 

que acomete humanos (doença do sono) e animais (Nagana), e a tripanossomíase americana 

(doença de Chagas) são as mais importantes (Hoare, 1972). Os parasitos vivem no sangue e nos 

tecidos, causando lesões graves que podem ser letais, tanto na forma aguda como na forma 

crônica da doença (Torres, 1941). 

Estudos mostram que a distribuição geográfica da infecção chagásica, seus reservatórios e 

vetores, fazem parte de um ecossistema exclusivamente americano, sendo encontrado em 

extensas áreas do Continente, desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e do Chile, 

onde 90 milhões de pessoas nesta região estão expostas à infecção (Coura e Dias, 2009). Segundo 

a Organização Mundial de Saúde, esta doença parasitária é a principal nesta região e a terceira no 

mundo, após a malária e a esquistossomose (WHO, 2002b). Na América Latina constitui a quarta 

doença mais importante, precedida por doenças respiratórias, diarréia e SIDA (Schofield, 1994). 

Atualmente, estima-se que 10 milhões de pessoas estejam infectadas no mundo, principalmente 

na América Latina onde a doença de Chagas é endêmica. Mais de 25 milhões de pessoas correm 

o risco de infecção. Em 2008, cerca de 10.000 pessoas morreram tendo como causa a doença de 

Chagas (WHO, 2010). 

Embora a doença de Chagas seja caracterizada, até o momento, como uma endemia 

exclusiva do continente americano, existem países (considerados não endêmicos) que trocam 

significativamente a população com a América Latina, principalmente sob a forma de migração. 
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Esses movimentos populacionais começaram a criar novos desafios epidemiológicos, 

econômicos, sociais e políticos. Além da migração de pessoas, vetores triatomíneos não 

infectados foram encontrados nas regiões costeiras da África, Oriente médio, sudeste da Ásia e 

regiões do Pacífico ocidental, tendo se espalhado através do comércio marítimo da América 

Latina desde o início do século XVI (Schofield e cols., 2009).  

Hoje se estima que exista mais de 300.000 indivíduos infectados nos EUA, mais de 5.500 

no Canadá, mais de 80.000 na Europa e no Pacífico ocidental, mais de 3.000 no Japão e mais de 

1.500 na Austrália (Schmunis e Yadon, 2009). A Figura 3 mostra a distribuição da infecção por 

T. cruzi no continente americano, enfatizando a transmissão da doença para áreas não endêmicas.

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Distribuição e migração da doença de Chagas. A doença era considerada uma doença 
exclusivamente americana acometendo toda a América Latina e América Central. Hoje, graças 
principalmente a migração, essa doença vem se espalhando pelo mundo (Coura e Viñas, 2010). 

 

Entretanto, a quimioterapia desta doença ainda não é satisfatória, sendo baseada apenas 

em nitrofuranos e nitroimidazois, que agem através da indução do dano oxidativo do parasito, 

podendo produzir sérios efeitos tóxicos no hospedeiro e sendo pouco eficaz em seus estágios 

avançados (Cançado e Brener, 1979; Wilkinson e cols., 2009). Como não existem perspectivas  
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em relação a vacinas e medicamentos satisfatórios, a busca para novas terapias é prioridade. 

Entretanto, o desenvolvimento de novas drogas está relacionado com alto custo financeiro e 

pouca atratividade comercial. Como consequência, a doença de Chagas integra o grupo das 

chamadas doenças tropicais negligenciadas (Wilkinson e cols., 2009). Reconhecida pela WHO 

como uma das principais doenças negligenciadas do mundo, a doença de Chagas vem 

acometendo a humanidade desde a antiguidade e continua sendo um problema relevante na 

America Latina (Hotez e cols., 2007). Em 2007, estudos mostraram que menos de 0,5% das 

pesquisas mundiais acerca das doenças negligenciadas tiveram como objetivo a doença de 

Chagas (Moran, 2009; Williams, 2009). 

 A descoberta da doença de Chagas e de seu agente causador foi feita por Carlos Chagas, 

em 1909, na cidade de Lassance, estado de Minas Gerais. Carlos Chagas isolou o parasito do 

triatomíneo Panstrongylus megistus, denominando-o T. cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz. 

Posteriormente Carlos Chagas encontrou o T. cruzi no sangue de um gato e também em uma 

menina doente chamada Berenice (Chagas 1909). Seguiram-se as descobertas do T. cruzi em um 

tatu, Dasypus novencinctus (Chagas, 1912) e em macacos, pelo mesmo autor (Chagas, 1924). 

Uma revisão do ciclo evolutivo do parasito também foi realizada (Chagas, 1913). 

A transmissão e a disseminação da doença foram facilitadas pelas migrações dentro da 

América do Sul e da América Latina para o norte (Kirchhoff e cols., 1987). Este parasito já foi 

registrado desde o paralelo 45 graus sul até 40 graus norte, em e cols., hospedeiros vertebrados 

e/ou invertebrados. 

A tripanossomíase americana, considerada originalmente uma enzootia, afetava 

inicialmente mamíferos silvestres nas regiões do norte do Chile ou sul do Peru sendo transmitida 

por triatomíneos do mesmo habitat. O homem, penetrando neste ambiente natural, estabelecendo-

se com suas habitações e abrigos de animais domésticos, determinou uma adaptação progressiva 

do T. cruzi a estes ecótopos artificiais, infectando os animais domésticos suscetíveis e o próprio 

homem, determinando a adaptação de algumas espécies de triatomíneos ao peri-domicílio e ao 

interior dos domicílios, estabelecendo assim o ciclo biológico nos novos habitats, disseminando a 

doença pela América do Sul (Dias e Coura, 1997). Outros flagelados idênticos ou semelhantes ao 

T. cruzi foram descobertos em mais de 100 espécies e subespécies de mamíferos e em numerosos 

triatomíneos.  
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 Segundo Brener (1997), no homem, a infecção produz a doença de Chagas aguda após um 

período de incubação de 8 a 10 dias na transmissão vetorial. A doença de Chagas aguda pode ser 

aparente ou inaparente. Na aparente a evolução é rápida e com alta parasitemia. Os aspectos 

clínicos mais importantes são: febre, astenia, cefaléia, anorexia, mal-estar geral, sudorese, dores 

musculares, às vezes com vômitos e diarréia, sendo possível a linfoadenomegalia, 

esplenomegalia, hepatomegalia, edema generalizado ou de face e/ou membros inferiores, 

exantema e meningo-encefalite (raros); são freqüentes na forma aguda os sintomas de cardiopatia 

aguda, com miocardite e pericardite. A duração da fase aguda pode variar de alguns dias a cerca 

de dois meses e, se o paciente não for a óbito neste período, a parasitemia e o quadro febril 

tendem a desaparecer, ocorrendo a transição para a forma crônica (Cançado, 2005). Se houver 

terapia apropriada, ocorre normalmente evolução para a cura. Na forma aguda inaparente o 

paciente é oligossintomático e a doença é subclínica, podendo até passar despercebida. A forma 

aguda pode evoluir para a forma crônica indeterminada, o que ocorre na maioria dos casos 

agudos não tratados, sem sintomas ou manifestações clínicas, cardíacas, digestivas ou nervosas; 

ou ainda com exames clínicos, eletrocardiográficos e radiológicos do coração e/ou do tubo 

digestivo normais, forma evidenciada por sorologia ou métodos parasitológicos indiretos, como 

xenodiagnóstico, sendo a forma mais freqüente em áreas endêmicas e entre doadores de sangue 

infectados. A forma crônica indeterminada, mesmo assintomática, quando feita uma análise 

histopatológica, apresenta alterações inflamatórias variáveis no miocárdio e no sistema nervoso 

vegetativo intracardíaco, possivelmente progressivas e responsáveis pelo agravamento da doença, 

passando a formas crônicas determinadas benignas ou malignas e morte. 

A forma aguda pode também evoluir para a forma subaguda com alterações patológicas 

graves, principalmente miocardite intensa e mau prognóstico. A forma crônica determinada, 

evolução da forma aguda ou da forma crônica indeterminada, pode apresentar manifestações 

digestivas, principalmente devido a megaesôfago e/ou megacólon. A forma crônica determinada 

pode apresentar também predominância de cardiopatia crônica chagásica, progressiva, 

acometendo 10 a 40% dos chagásicos crônicos em áreas endêmicas (Dias e Coura, 1997). Na fase 

crônica da doença, observa-se uma baixa parasitemia e um quadro muitas vezes assintomático 

podendo durar anos ou até décadas (Cançado, 2005; Coura e Borges-Pereira, 2010).  

Em pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), há uma reativação 

da infecção com T. cruzi. A defesa imunológica contra o T. cruzi é mediada principalmente por 
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linfócitos T, dos quais a subpopulação CD4 é depletada nos pacientes com SIDA. As lesões 

observadas na associação da doença de Chagas com a SIDA são comparáveis às dos pacientes 

sem SIDA, com doença de Chagas, adquirida seja através do vetor, transfusões de sangue, ou 

acidentes de laboratório. A meningoencefalite é uma rara complicação em pacientes chagásicos, 

descrita por Carlos Chagas em crianças, em geral com uma imunodeficiência adquirida por 

subnutrição. A incidência de meningoencefalite voltou a ter um significado importante nos casos 

da associação da doença de Chagas com a infecção pelo HIV. A reativação da doença de Chagas 

pode ocorrer também em pacientes transplantados; com leucemia linfocítica ou imunodeficiência 

congênita, casos onde há imunosupressão (Rocha e cols., 1994). Após a fase aguda da doença de 

Chagas na qual há uma “cura clínica” através de quimioterapia ou em casos assintomáticos, a 

relação parasito/hospedeiro é desequilibrada somente quando um tratamento com drogas 

imunossupressivas é introduzido. Tem sido demonstrado que drogas imunossupressivas podem 

modular tanto a imunidade mediada por células quanto a produção de anticorpos, afetando, 

portanto, a imunidade do hospedeiro (Calabrese, 1999).  

Em 2007, Coura publicou o artigo “Doença de Chagas: o que é sabido e o que é preciso”, 

e listou 10 tópicos necessários para o futuro do controle da doença: 1 - Esclarecer a patogênese e 

o padrão evolutivo da doença de Chagas; 2 - Desenvolver uma droga efetiva para as fases agudas 

e crônicas; 3 - Implantar um teste específico e rápido para as infecções por T. cruzi tipo I, II, Z3 e 

ZI/Z3; 4 - Padronizar técnicas para diagnóstico sorológico e controle da avaliação da cura; 5 - 

Comparar a mortalidade induzida pelos quatro tipos de T. cruzi; 6 - Estudar a metaciclogênese 

das diferentes cepas de T. cruzi; 7 - Analisar o risco de triatomíneos selvagens se adaptarem a 

domicílios de humanos; 8 - Avaliar a mortalidade da doença de Chagas na região Amazônica; 9 - 

Estabelecer um programa de doença de Chagas, de controle e sobrevivência nessa mesma região; 

e 10 - Priorizar os programas de controle da doença na América Latina e México. 

Em 2009, durante o encontro satélite do XXXVI Encontro Anual de Pesquisa Básica em 

Doença de Chagas, um comite de especialistas reconheceu e unificou a nomenclatura das cepas 

de T. cruzi. A partir dessa data, os isolados e cepas de T. cruzi deveriam ser classificadas dentro 

de seis diferentes unidades discretas de tipagem ou “discrete typing units” (DTU´s), 

denominadas: T. cruzi I-VI. (Zingales e cols., 2009). 
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1.3 Genoma do T. cruzi 

 

 Como ocorre nos eucariotos, o T. cruzi possui dois genomas distintos, situados em dois 

compartimentos celulares bem definidos: o núcleo e a mitocôndria. Nos tripanossomatídeos, a 

mitocôndria apresenta características peculiares, albergando uma rede complexa de moléculas 

circulares de DNA denominada de cinetoplasto ou kDNA (DNA mitocondrial) (Borst e cols., 

1982). 

Uma característica interessante do T. cruzi é o fato do tamanho do genoma variar 

extensivamente entre cepas, e clones da mesma cepa (Henriksson e cols., 1996).  

A análise da cinética de renaturação de DNA de T. cruzi mostrou que aproximadamente 

9–14% do DNA total do parasito é composto por seqüências altamente repetitivas (Requena e 

cols., 1996).   

O kDNA é composto por dois tipos de moléculas circulares que diferem em tamanho e 

função denominadas de minicírculo e maxicírculo (Shapiro e Englund, 1995). Os minicírculos 

possuem cerca de 1.400 pb e estão presentes em 10.000 a 20.000 cópias por células. Apresentam 

quatro regiões de 120 a 160 pb de seqüência bastante conservada entre si e as regiões variáveis 

têm cerca de 280 a 320 pb (Degrave e cols., 1988; Sturm e cols., 1989), estas seqüências 

presentes nos minicírculos não codificam peptídeos. As seqüências variáveis são transcritas 

gerando pequenos RNAs denominados RNAs guia (gRNAs), moléculas que estão envolvidas no 

processo de editoração dos mRNA das enzimas mitocôndriais. Neste processo, a maioria dos 

transcritos dos genes provenientes dos maxicírculos só pode ser traduzida em proteínas após a 

adição ou deleção de resíduos de uridina (Hajduk e cols., 1997;  Stuart e cols., 1997). 

O sequenciamento completo do genoma de T. cruzi, juntamente com o de outros 

tripanossomatídeos foi concluído em 2005, porém ainda não foi possível realizar a montagem 

completa devido ao grande número de sequências repetitivas (El-Sayed e cols., 2005a e 2005b). 

O clone escolhido para o sequenciamento foi o CL Brener, em função de sua caracterização 

experimental estar bem estabelecida; ter sido isolado de Triatoma infestans, um vetor 

domiciliado; por ser infectiva para camundongos; por ter um miotropismo evidente, verificando 

lesões inflamatórias no miocárdio e no músculo esquelético e liso das paredes internas com o 

acometimento dos plexos miontéricos e lesões neuronais; por mostrar uma fase aguda claramente 

definida em humanos infectados; e finalmente, por ser susceptível às drogas usadas no 
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tratamento clínico da doença de Chagas. Este clone parece ser geneticamente estável, no que diz 

respeito ao comportamento de uma série de caracteres fenotípicos e genotípicos (isoenzimas, 

esquizodema, RAPD (amplificação randômica de DNA polimórfico) e impressão digital de 

DNA) (Zingales e cols., 1997).  

De acordo com os dados do sequenciamento, T. cruzi é um organismo diplóide cujo 

genoma compreende cerca de 60 Mb com aproximadamente 12.000 genes (El-Sayed e cols., 

2005a). Também foi demonstrado que pelo menos 50% do genoma do parasito é constituído de 

sequências repetitivas consistindo principalmente de famílias gênicas de proteínas de superfície, 

retrotransposons e repetições subteloméricas. A maior das famílias gênicas codifica proteínas de 

superfície como membros da superfamília das trans-sialidases, mucinas, proteínas associadas à 

mucina (MASP) e a glicoproteína de superfície gp 63. Todas estas proteínas são T. cruzi-

específicas e representam 18% do total de genes codificantes de proteína no genoma do parasito. 

Inúmeras classes de moléculas sinalizadoras estão ausentes em tripanossomatídeos, incluindo 

receptores de serpentina, proteínas heterotriméricas G, domínios de interação SH2 e SH3 e 

fatores de regulação transcricional. Ainda dentro deste contexto, foram identificadas 167 

proteína quinases distintas (El-Sayed e cols., 2005a). 

 

1.4 Transcrição e Expressão Gênica em T. cruzi 

 

A transcrição de genes que codificam proteínas em tripanossomatídeos é policistrônica, 

ou seja, os genes são transcritos em única unidade contendo cópias do mesmo gene cuja função e 

padrão de expressão são distintos. Os tripanossomatídeos têm atraído a atenção dos biologistas 

moleculares por possuirem mecanismos únicos de expressão gênica, como a transcrição 

policistrônica, trans-splicing, e o envolvimento da RNA polimerase I na síntese de mRNA e na 

edição de RNA (Vanhame e Pays, 1995; Clayton, 2002; Das e cols, 2008). No trans-splicing, os 

mRNA individuais são gerados por um mecanismo onde duas moléculas de RNA separadas são 

reunidas para formar um transcrito maduro. Assim, o pré-mRNA é unido em sua extremidade 5’ 

a um pequeno RNA denominado mini-exon. Em pararelo a esse processo, ocorre a 

poliadenilação na extremidade 3’.  

O T. cruzi possui diferentes hospedeiros durante o seu ciclo. Para conseguir sobreviver 

em diferentes ambientes, o parasito necessita alterar precisamente a expressão de seus genes 
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codificantes para diferentes proteínas, através da modulação do seu genoma. As alterações na 

bioquímica e morfologia do parasito de um estágio do ciclo de vida para outro são resultado de 

mudanças programadas na expressão gênica como resposta às mudanças no meio externo do 

parasito (Saxena e cols., 2003).  

 Em 2003, Minning e colaboradores, utilizando a técnica de microarranjo de DNA 

caracterizaram alguns genes expressos especificamente durante a diferenciação de 

tripomastigotas para amastigotas. Das 4.400 sequências estudadas observaram 14 genes 

previamente identificados e 25 novos genes associados especificamente a forma amastigota. 

Muitos desses genes estão envolvidos na produção e turnover de proteínas, incluindo seis genes 

das etapas da síntese de proteínas, sete do endereçamento de proteínas, doze relacionados ao 

metabolismo, três do transporte, crescimento, divisão celular, um da síntese de DNA, um de 

RNA estrutural, além de oito genes identificados sem processo biológico estabelecido e dois 

genes não significantes na análise de sequências traduzidas do BLAST.  

 Outras abordagens relacionadas com a expressão diferencial de genes em T. cruzi têm 

sido feitas estudando níveis do mRNA através de técnicas moleculares.  Entretanto, o controle da 

expressão gênica utilizando eventos pós-transcricionais em T. cruzi resulta em uma fraca 

correlação entre o níveis de mRNA e as respectivas proteínas codificadas, como também tem 

sido descrito para outros tipos celulares (Humphery-Smith e cols., 1997; Gygi e cols., 1999; 

Finzi e cols., 2004). Consequentemente, ferramentas que utilizem técnicas proteômicas 

tornaram-se fundamentais para estudos de padrões globais de expressão gênica (Hancock e cols., 

1999; Tyers e Mann, 2003), uma vez que os mapas proteômicos obtidos representam as proteínas 

expressas na situação fisiológica em questão, suplantando as limitações encontradas nas técnicas 

de microarranjos, principalmente nos tripanossomatídeos onde a regulação ocorre após a 

transcrição. 

 Poucos fatores de transcrição têm sido identificados em tripanossomatídeos (Gunzl e 

cols., 2007; Hernandez-Rivas e cols., 2007). Enquanto alguns mostram clara identidade na 

sequência com seus ortólogos em levedura e vertebrados, outros apresentam um baixo grau de 

similaridade. Em relação à transcrição da RNA polimerase II, fatores de transcrição que 

participam da síntese do spliced leader RNA (SL RNA) foram identificados em T. brucei, como 

o TRF4 e o SNAPc (Schimanski e cols., 2005; Das e cols., 2005). 
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De fato, em tripanossomatídeos, somente um promotor foi descrito, da RNA pol II, 

apesar de tentativas repetidas em muitos laboratórios (Campbell e cols., 2003). Outros estudos 

têm implicado o processamento de mRNA, a repressão da tradução, o recrutamento de 

polissomos e a adaptação de códon, na regulação da expressão gênica nos kinetoplastídeos, os 

quais constituem processos que seriam previstos para explicar o papel da regulação da 

abundância de mRNA na determinação dos níveis de expressão de proteínas (McNicoll e cols., 

2005; Jager e cols., 2007; Nardelli e cols., 2007; Horn, 2008). Além disso, estudos prévios de 

microarranjo em kinetoplastídeos têm revelado um número relativamente modesto de genes 

cujos transcritos são significamente regulados (Duncan, 2004). Existem, entretanto, evidências 

de que os níveis de transcritos nesses parasitos são controlados pelo decaimento do mRNA, 

envolvendo 3'-UTRs e proteínas de ligação a RNA (Di Noia e cols., 2000; McNicoll e cols., 

2005; Noe e cols., 2008).   

Em 2010, Rodrigues e colaboradores, mostraram em T. cruzi que a meia-vida do mRNA 

do gen da proteína de choque térmico (HSP) 70 aumenta após o choque térmico, e sua 

estabilização é dependente da síntese de proteína. Através da técnica de decaimento de RNA e de 

transfecção, mostraram que ambas as regiões 3'-UTRs e 5'-UTRs (regiões não traduzidas) 

precisam estar presentes para aumentar a estabilidade do mRNA da HSP70 a 37oC, e parecem 

atuar cooperativamente para estabilizar o mRNA desse gen durante o choque térmico. 

  Pouco é sabido sobre a estrutura da cromatina e regulação epigenética em 

tripanossomatídeos (Belli, 2000; Horn, 2001; Masina e cols., 2007). Esses organismos possuem 

várias cópias de genes codificando histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4 (Ivens e cols., 2005). As 

histonas em tripanossomatídeos são, entretanto, extremamente diferentes daquelas encontradas 

em outros organismos. Apesar disso, assim como em outros organismos, os nucleossomos 

constituem a unidade estrutural básica da cromatina nos tripanossomatídeos (Hecker e cols., 

1994; Espinoza e cols., 1996), e a microscopia elerônica mostra arranjos regulares de 

nucleossomos nesse grupo de parasitos. Interessantemente, os cromossomos não condensam 

durante a mitose como ocorre comumente em eucariotos superiores (Hecker e Gander, 1985; 

Martínez-Calvillo e cols., 2010) 

Até o presente momento, o conhecimento sobre as sequências de DNA e proteínas que 

particpam na iniciação da transcrição em tripanossomatídeos é limitado. Um melhor 

entendimento da forma como a expressão gênica é regulada nesses parasitos ajudaria a 
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compreender processos importantes como diferenciação, virulência e variação antigênica. 

Também ajudaria na descoberta de novos alvos chave no controle das infecções causadas por 

esses organismos (Vanhamme, 2008). Além disso, o estudo da transcrição e da regulação 

epigenética em eucariotos primitivos, como os tripanossomatídeos, ajudaria a compreender a 

evolução da maquinaria de transcrição e do código das histonas (Figueiredo e cols., 2009). 

Diversas evidências indicam que a transcrição de genes codificando proteínas nesses organismos, 

inicia upstream das características unidades policistrônicas. Da mesma forma, recentes estudos 

funcionais indicam que existem mais fatores de transcrição gerais em tripanossomatídeos do que 

originalmente estimado, logo a transcrição nesses organismos não seria tão atípica como 

inicialmente pensado. A identificação de modificações e variantes das histonas nas origens de 

transcrição policistrônica revelou que a estrutura da cromatina desempenha um papel importante 

na iniciação da transcrição em tripanossomatídeos, diferente de outros organismos. De forma 

similar, a terminação da transcrição é provavelmente influenciada por regulação epigenética 

mediada pela cromatina. Em um futuro próximo, estudos amplos sobre o genoma poderão 

fornecer mais dados interessantes que nos ajude a entender os mecanismos complexos de 

transcrição desse grupo especial de eucariotos (Talbert e Henikoff, 2009; Martínez-Calvillo e 

cols., 2010). 

 

1.5 Os vetores da doença de Chagas 

 

Os triatomíneos são insetos medindo de 1 a 4 cm de comprimento. Eles podem ser 

facilmente distinguidos de outros hemípteros por serem hematófagos e possuírem uma 

probóscida retilínea com apenas três segmentos. O Triatoma infestans, o T. brasiliensis, o T. 

dimidiata, o Panstrongylus megistus e o Rhodnius prolixus, são as espécies mais importantes na 

transmissão da doença (Jurberg e Galvão, 2006). 

Os triatomíneos são classificados como uma subfamília de Reduviidae (Hemiptera, 

Heteroptera), definidos pelo seu hábito hematófago e adaptações morfológicas associadas com o 

encontro do hospedeiro e a alimentação com sangue (Coura e Dias, 2009). Como subfamília de 

Reduviidae, os triatomíneos são comumente classificados em cinco tribos e 15 gêneros (Lent e 

Wigodzinsky, 1979), embora vários outros arranjos tenham sido propostos (Carcavallo e cols., 

2000; Galvão e cols., 2003). A maior parte dessas classificações tem sido baseada em 



34 
 

 
 

características morfológicas, embora comparações de caracteres citogenéticos e sequências de 

DNA genômicos tenham algumas vezes contestado essa abordagem. Existe muita dificuldade em 

chegar a uma classificação estável desse grupo. 

Mais de 130 espécies estão descritas como vetores em potencial. Todas são 

provavelmente capazes de transmitir o T. cruzi, embora relativamente poucas tenham 

significância epidemiológica como vetores do T. cruzi para humanos. Esses de grande 

importância são populações que têm se adaptado a viver em contato próximo com humanos, por 

exemplo, pela colonização de habitações rurais, embora estejam atualmente submetidas a uma 

série de intervenções de controle em larga escala, o que espera-se mudar radicalmente a 

distribuição e a importância relativa dessas espécies (Dias e cols., 2002; Schofield e cols., 2006; 

Schofield e Galvão, 2009).   

No Brasil, foram descritas 52 espécies de triatomíneos, mas cinco com particular 

importância epidemiológica por serem domésticas: T. infestans, P. megistus, T. brasiliensis, T. 

pseudomaculata e T. sordida. As outras 47 espécies são silvestres e mantidas no ciclo natural,  

alimentando-se somente em mamíferos silvestres. O T. infestans, que é a única espécie 

estritamente doméstica, foi eliminada no Brasil, Chile e Uruguai, e sua erradicação ou controle 

em outros países da América do Sul está em progresso (Lent e Wigodzinsky, 1979; WHO, 2002a; 

Coura, 2008). 

Estes insetos hematófagos chegam a ingerir em sangue de 6 a 12 vezes o seu peso original 

(Figura 4), e em uma única alimentação normalmente ingerem cerca de 10 mM de heme ligado a 

hemoglobina. Esta grande quantidade de sangue é continuamente digerida através de uma grande 

variedade de proteinases liberando aminoácidos, peptídeos e heme.  
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Figura 4 - Triatomíneos antes (A) e depois (B) do repasto sanguíneo. 

A 
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1.6 Heme - estrutura e papel celular 

 

O heme é uma metaloporfirina formada pela coordenação de um átomo de ferro à 

protoporfirina IX (Figura 5). Seu núcleo porfirínico possui pontes meteno, que unem os quatro 

anéis pirrólicos, formando um tetrapirrol de estrutura rígida e planar. Estas pontes meteno são 

denominadas α, β, δ e γ (Moore, 1980). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Estrutura química do Heme (Fe-protoporfirina IX). 

 

As conjugações entre os anéis pirrólicos são responsáveis pela cor característica e 

planaridade das protoporfirinas e derivados. A coordenação de metais divalentes como ferro, 

zinco e cobre aos átomos de nitrogênio determina a participação das protoporfirinas em processos 

metabólicos, que envolvem reações de oxi-redução, através da variação do estado redox destes 

átomos (Moore, 1980). O heme possui um átomo de ferro em seu núcleo. O átomo de ferro pode 

estar em seu estado oxidado Fe+3 (ferri-PP IX) ou estar em seu estado reduzido Fe+2 (ferro-PP 

IX). 
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Em hemeproteínas, o heme se encontra geralmente associado a cadeias polipeptídicas 

através da interação do átomo de ferro com resíduos de histidina ou metionina, como um ou dois 

ligantes axiais. Apenas duas das seis ligações coordenadas possíveis do átomo de ferro podem ser 

utilizadas em interações com ligantes, uma vez que, quatro coordenações estão comprometidas 

com a ligação do átomo de ferro com o heme. 

O heme catalisa uma boa parte dos processos de oxidação nos sistemas biológicos, sendo 

muito importante nas funções celulares e na homeostase dos organismos. É o grupamento 

prostético de diversas proteínas envolvidas no transporte de oxigênio (hemoglobina e 

mioglobina), na respiração celular (citocromo c, citocromo c oxidase, e citocromo redutase), na 

detoxificação de drogas (enzima P450) e em defesas anti-oxidantes (catalases e peroxidases) 

(Mense e Zhang, 2006). Esta molécula também está envolvida no metabolismo de esteróides e 

com proteínas que participam da transdução de sinal, além de ser parte integral da 

cianocobalamina (vitamina B12), que está envolvida na hematopoese e outras funções celulares. 

Ainda atua como grupo prostético de nitroforinas (liberação de NO na saliva de insetos 

hematófagos), citocromo b5 (doador de elétrons), citocromo b558 (subunidade catalítica da 

NADPH oxidase), indoleamina 2,3-dioxigenase e triptofano 2,3 dioxigenase (metabolismo 

oxidativo de triptofano), cistationa b-sintase (condensação da L-serina e L-homocisteína em 

cistationina, e neuronal PAS2 (fator de transcrição de mamífero regulado por CO implicado na 

regulação do ritmo circadiano) (Gozzelino e cols., 2010). 

Essas observações sugerem que o heme e as hemeproteínas estão envolvidas em funções 

básicas como sensibilidade a oxigênio, respiração celular e metabolismo, crescimento, renovação 

e diferenciação celular, todos necessários para sobrevivência de organismos. A hemina, a forma 

oxidada da Fe-Protoporfirina IX, é um promotor essencial do crescimento de progenitores 

hematopoéticos e potente indutor da transcrição do gene para globina (Tsiftsoglou e cols., 2006). 

Estudos bioquímicos mostraram a ausência da via completa da biossíntese de heme em T. 

cruzi (Salzman e cols., 1982; Lombardo e cols., 2003), e isso foi corroborado com o recente 

sequenciamento do genoma de T. cruzi, onde oito enzimas da via clássica de biossíntese de heme, 

a partir da glicina, estão ausentes nesse organismo (El-Sayed e cols., 2005a). Portanto, a ausência 

de sua biossíntese torna o heme uma molécula essencial para esse parasito.  

Diversas hemeproteínas auxiliam na síntese de moléculas reguladoras, como o óxido 

nítrico (NO sintase), hormônios esteróides (hidroxilases) e não esteróides. A guanilato ciclase, 
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também uma hemeproteína, participa da síntese de guanosina monofosfato cíclica (GMPc), 

importante mensageiro secundário dos sistemas biológicos (Fayadat e cols., 1999; Spiro, 2008). 

Além disso, a classe de hemeproteínas envolvidas com sinalização celular inclui ainda histidina 

quinases, fosfodiesterases, proteina quinase do fator eIF2α (fator de iniciação da síntese proteica 

de eucarioto sensível a heme), e até fatores de transcrição com domínio básico de ligação com 

DNA responsivos à heme. O heme também está envolvido em sinalização de quinases e fatores 

de transcrição como fatores indutores de hipóxia (HIFs), Bach1, e outros como proteína antisenso 

de HIV (HAPs) (Tsiftsoglou e cols., 2006). Outras hemeproteínas são reguladas por heme como a 

δ-aminolevulinato sintase 1 (ALAS1), enzima limitante na síntese de heme, a proteína reguladora 

de ferro (IRP2), a ligação de heme induz oxidação, ubiquitinação e degradação, a DGCR8 

(DiGeorge região crítica 8), proteína ligadora de RNA envolvida no processamento de 

microRNA, a ligação de heme é requerida para a função, e canal Slo1 BK, envolvida no transpote 

transmembrana de potássio, inibida por heme (Gozzelino e cols., 2010). 

 

1.7 Heme Oxigenase  

 

Um mecanismo intracelular importante de controle da homeostase do heme é sua 

degradação enzimática pela Heme Oxigenase microssomal (HO). A via de degradação de heme já 

é bem caracterizada em mamíferos. A HO catalisa a degradação do heme, numa reação 

dependente de oxigênio, em biliverdina, monóxido de carbono (CO) e ferro (Fe+2) (Figura 6) 

(Tenhunen e cols., 1969; Gozzelino e cols., 2010). 
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Retirado de Mancuso, 2004. 

 

Figura 6 - Via de degradação do heme em mamíferos. Os substituintes são metil (M), vinil 
(V), e ácido propiônico (P). 

 

Este foi o primeiro mecanismo fisiológico de degradação de heme caracterizado in vivo. A 

expressão dos genes HMOX na maioria dos organismos vivos sugere que essa reação enzimática 

apareceu cedo durante a evolução (Li e Stocker, 2009). Em 1968, Schmid e colaboradores 

descobriram atividades HO em microssomos do fígado, baço, rim e medula de ratos, e hoje é 

largamente aceito que a HO microssomal exerce um papel chave no catabolismo fisiológico do 

heme nos mais variados organismos (Kikuchi e cols., 2005). A reação da HO ocorre na presença 

de NADP/NADPH como poder redutor. A transferência de elétrons do NADPH para a enzima é 

mediada pela citocromo P-450 (Ortiz de Montellano, 2000). 

A HO também é encontrada em plantas e bactérias. Em plantas, a biliverdina formada é 

utilizada na biossíntese de fitobilinas como ficobilinas e fitocromobilinas (Muramoto e cols., 

2002). Fitocromobilinas são precursores dos cromóforos dos fitocromos de plantas superiores. A 

HO de plantas catalisa uma reação semelhante à reação em mamíferos, exceto pelo fato do agente 

redutor ser a ferredoxina reduzida (algas vermelhas e cianobactérias possuem uma HO solúvel, 

que converte o heme em biliverdina IX α) (Dammeyer e Frankenberg-Dinkel, 2008). 
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Para suprir a falta de ferro no meio extracelular, a bactéria patogênica Corynebacterium 

diphtheriae se utiliza da enzima Hmu O, que possui atividade heme oxigenásica, para degradar o 

heme captado do meio extracelular. Através deste mecanismo o patógeno obtém ferro do heme 

do hospedeiro. A Hmu O não está associada a membranas e possui massa molecular menor do 

que a HO de humanos (24 kDa) (Yoshida e Migita, 2000). 

Genes homólogos a HO da bactéria gram negativa Neisseriae meningitidis, a nmHO, 

foram identificados em mais de seis espécies de gênero Neisseriae, apoiando a hipótese de que 

algumas bactérias adquirem ferro através da degradação de heme (Zhu e cols., 2000; Mocny e 

cols., 2007).  

Em mamíferos, biliverdina IX α é convertida em bilirubina IX α pela ação da enzima 

biliverdina redutase (Tenhunen e cols., 1970(a)). Fisiologicamente, a biliverdina não é detectada 

em mamíferos, visto que é rapidamente convertida em bilirrubina. A bilirrubina é removida da 

circulação pelos hepatócitos, onde é conjugada a duas moléculas de ácido glucurônico, glicose ou 

xilose para excreção (Tenhunen e cols., 1969; Stocker e cols., 1990). 

Outros animais como aves, répteis, anfíbios, alguns peixes e insetos apresentam a 

biliverdina como produto final da degradação de heme, diferente dos mamíferos, nos quais o 

produto final desta via é a bilirrubina (Urich, 1990). 

Na degradação enzimática do heme, as HOs de mamíferos, plantas e a maioria das HOs 

descritas em bactérias geram apenas o isômero α de biliverdina IX. Estas enzimas possuem uma 

alta especificidade quanto a quebra da ponte meteno α do anel porfirínico do heme (Ortiz de 

Montellano, 2000). 

Apesar de a maioria dos organismos possuir o isômero alfa de biliverdina, já foram 

encontrados in vivo outros isômeros de biliverdina, como biliverdina IXγ no tegumento, 

hemolinfa e em ovos de insetos (McDonagh 2001), e a dicisteinil-BV IXγ de Rhodnius prolixus 

(Paiva-Silva e cols., 2006); biliverdina IXβ encontrada durante o desenvolvimento fetal de 

mamíferos (Yamaguchi e Nakajima, 1995), biliverdina IXδ encontrada primeiramente no ovário 

de Turbo cornatus, um molusco marinho (Benedickt e cols., 1988), e a biliverdina IXα 

modificada de Aedes aegypti, a biglutamil-biliverdina IXα (Pereira e cols., 2007). 

Nos últimos anos, foram descritas duas enzimas que produzem isômeros de biliverdina 

distintos do isômero α in vitro: a HO recombinante da bactéria Pseudomonas aeruginosa, a pa-
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HO e a HO recombinante de D. melanogaster, a DmHO (Ratliff e cols., 2001; Caignan e cols., 

2002; Friedman e cols., 2004; Zhang e cols., 2004). 

A pa-HO produz os isômeros β e δ de biliverdina IX. A cristalização da enzima permitiu 

ver que no seu sítio ativo, o posicionamento do heme é distinto do posicionamento nas HO de 

mamíferos e outras bactérias, direcionando a quebra do anel porfirínico para as pontes meteno β e 

δ (Ratliff e cols., 2001; Caignan e cols., 2002; Friedman e cols., 2004). 

Já a DmHO, recentemente expressa em E. coli, produz outros dois isômeros, além do 

isômero α de biliverdina (75%), os isômeros β e δ (25%) (Zhang e cols., 2004). Entretanto, as 

razões pelas quais esse mecanismo ocorre ainda não foram esclarecidas. 

É sabido que a expressão de HO exerce um papel citoprotetor numa variedade de tipos 

celulares. Os efeitos benéficos dessa indução parecem ser devido tanto à produção aumentada de 

biliverdina e bilirrubina, que são potentes antioxidantes, como à diminuição da concentração de 

heme livre, um potente pró-oxidante. Tem sido mostrado que o estresse oxidativo causa uma 

maior injúria celular endotelial em pacientes com deficiência em HO-1. Mecanismos 

relacionados a HO parecem exercer papéis importantes em diversos aspectos de diferentes 

doenças (Balla e cols., 2005; Soares e Bach, 2009). 

O interesse na HO tem sido ampliado, de sua função metabólica à função protetora da 

enzima e seus produtos do catabolismo de heme em uma variedade de condições associadas ao 

estresse oxidativo (Perrella, 2007; Gozzelino e cols., 2010).  

 

1.7.1 Isoformas de Heme Oxigenases  

 

Três isoformas de HO já foram caracterizadas em diversos mamíferos, denominadas HO 

1, 2 e 3 (HO-1, H0-2 e HO-3, respectivamente). Estas isoformas são produto de três genes 

distintos (Galbraith, 1999). 

 A HO-1 possui 32 kDa e é muito expressa em células ricas em retículo endoplasmático 

como as células do fígado, pulmão e principalmente as do baço. Nestes órgãos, a degradação de 

heme está envolvida com a destruição dos eritrócitos senescentes (Tenhunen e cols., 1970a). A 

expressão desta isoforma é induzida em situações de estresse, como na presença de metais 

pesados, radiação UV, variações nos níveis de O2, acidose, excesso de H2O2 e heme (Maines, 

1997; Galbraith, 1999; Christou e cols., 2005). Inicialmente, esta isoforma foi denominada Hsp32 
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e devido à sua indução por hipotermia foi considerada uma proteína da família de proteínas de 

choque térmico (Ryter e Tyrrell, 2000). 

A atividade de HO-1 no fígado e em outros órgãos é marcadamente aumentada pela 

administração de hemina ou hemoglobina em animais (Tenhunen e cols., 1970b; Shibahara e 

cols., 1978; Shibahara e cols., 1979). A indução da HO-1 é devido ao término da repressão do 

gene HO-1 pelo heme através da ligação ao repressor traducional, Bach1 (Ogawa e cols., 2001).  

A enzima HO-2 possui 36 kDa, é expressa constitutivamente e foi encontrada 

primeiramente nos testículos e em algumas regiões do cérebro, e está presente também no 

endotélio vascular e no tecido muscular liso adjacente aos vasos. A atividade desta enzima parece 

estar relacionada com a produção de CO, principalmente no cérebro, atuando como 

neurotransmissor (Maines, 1997). 

A HO-2 tem 20 aminoácidos extras na porção N-terminal comparado com a HO-1. A 

similaridade de aminoácidos entre estas duas isoformas é de 43%, mas existem vários trechos de 

seqüências extremamente conservadas em termos de estrutura secundária (Yoshida e Migita, 

2000). HO-1 e HO-2 catalisam a mesma reação, mas diferem na estrutura primária, peso 

molecular e termoestabilidade (Ryter e Tyrrell, 2000). 

Um terceiro tipo de Heme Oxigenase (HO-3) foi descrito no cérebro de ratos. A HO-3 é 

uma proteína de 33 kDa codificada por um transcrito de 24 kb e expressa constitutivamente em 

fígado, baço, rim e cérebro de ratos.  A HO-3 possui 90% de homologia de sequência com a HO-

2, mas apresenta baixa atividade catalítica de heme (McCoubrey Jr e cols., 1997). Entretanto, não 

foi encontrado gene de HO-3 funcional em ratos; o gene da HO-3 parece derivado de transcritos 

processados do gene de HO-2 (Hayashi e cols., 2004). HO-2 e HO-3 possuem dois sítios 

adicionais de ligação de heme, identificados como domínios regulatórios de heme (HRD-heme 

regulatory domain) (Galbraith, 1999; Ryter e Tyrrell, 2000). A regulação da expressão do gene da 

HO-3 e sua síntese ainda é pouco entendida, e seu possível papel na fisiologia e patologia ainda 

precisa ser esclarecido. 

HO-1, HO-2 e Hmu O possuem a estrutura dos sítios ativos bastante similar e têm 

mecanismos semelhantes de degradação de heme. O mecanismo de quebra de heme, obtido nos 

estudos da HO-1, pode ser aplicado às duas outras enzimas: HO-2 e Hmu O (Yoshida e Migita, 

2000). 
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1.7.2 Regulação do gene Heme Oxigenase-1 (HO-1) 

 

Em cultura de células humanas, a expressão de HO-1 pode ser reprimida por hipóxia ou 

pelo tratamento com interferon- γ ou deferoxamina; interessantemente, a repressão da expressão 

de HO-1 parece ser específica para células humanas porque os mesmos repressores podem 

induzir a expressão dessa isoforma em cultura de células de roedores (Shibahara, 2003). Por 

outro lado, a HO-2, a forma constitutiva, é responsiva a fatores de crescimento, opiáceos, 

glicocorticóides adrenais, e óxido nítrico (NO) (Maines, 1992; Maines, 1997). Apesar das duas 

isoformas de HO catalisarem a mesma reação, estas possuem diferentes papéis na proteção 

tecidual contra injúrias. Baseado em diversas linhas de evidência, a hipótese mais convincente 

sugere que a indução de HO-1 é uma das primeiras respostas celulares a danos teciduais e é 

responsável pela rápida transformação do prooxidante heme em CO e bilirrubina (BR), duas 

moléculas com atividades antiinflamatória e antioxidante. E de outra forma, a HO-2, 

constitutivamente expressa, é primariamente envolvida na manutenção da homeostase de heme e 

na prevenção de dano mediado por NO (Maines e Panahian, 2001). 

Recentemente, Shibahara e colaboradores focaram sua atenção na repressão da expressão 

de HO-1 como uma estratégia de defesa desenvolvida em humanos (Shibahara e cols., 2003). 

Essa idéia reforçou a descoberta concomitante de Bach-1/Bach-2 como repressores da transcrição 

do gene da HO-1 (Oyake e cols., 1996). Bach-1 é um fator de transcrição amplamente expresso 

em tecidos de camundongos e humanos, incluindo cérebro, e camundongos deficientes em Bach-

1 têm superexpressão do gene da HO-1 em muitos tecidos, incluindo cérebro (Sun e cols., 2002). 

Além disso, Bach-1 é induzido em cultura de células humanas por hipóxia, interferon- γ, e 

deferoxamina, os quais são repressores da expressão de HO-1 (Oyake e cols, 1996; Shibahara, 

2003).  

A análise por deleção do promotor HO-1 de camundongo revelou dois elementos 

ativadores (enhancers) E1 e E2, localizados a -4 kb e -9 kb do quadro de leitura aberto de HO-1, 

semelhantes aos elementos envolvidos na ativação da transcrição de HO-1 por heme. Cada uma 

das duas regiões enhancers contém múltiplos elementos de resposta ao estresse que se 

assemelham as seqüências de reconhecimento para a oncoproteína v-Maf (MARE, elemento de 

reconhecimento de Maf), e NF-E2, um fator de transcrição específico de eritrócito.  
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Existem três pequenas proteínas que compõe a família Maf: MafF, MafG e MafK, que 

estão envolvidas em vários fatores fisiológicos, incluindo o desenvolvimento, a diferenciação, a 

hematopoese e a resposta ao estresse. Heterodímeros de Nrf2 (um membro da família p45 NF-

E2) e proteínas MafK têm sido implicados na ativação do gene de HO-1 de camundongo por 

heme, Zn e tert- butilhidroquinona.  

As proteínas MafK também formam heterodímeros com fatores de transcrição da família 

Bach (Bach1 e Bach2) mas, ao contrário dos heterodímeros formados com Nrf2, os 

heterodímeros formados com Bach1 (e apenas com Bach1) funcionam como repressores de HO-1 

(Oyake e cols., 1996; Igarashi e cols., 1998; Muto e cols., 1998). De considerável interesse é que 

a transcrição de HO-1 é regulada negativamente pela ligação de heme a Bach1 in vitro (Ogawa e 

cols., 2001). Isto ocorre porque a ligação de heme a proteína Bach impede sua associação a 

MafK, evitando que o complexo Bach/MafK se ligue a MARE, prevenindo assim a transcrição 

(Figura 7).  

A predição de que Bach1 agiria como um repressor in vivo tem sido confirmada para o 

gene HO-1 de camundongo (Sun e cols., 2002). A expressão basal de HO-1 promovida pelos 

enhancers E1 e E2 foi reprimida pela super expressão de Bach1 e a adição de hemina aboliu esta 

repressão. Recentes estudos usando imunoprecipitação de cromossomos (ChIP) têm claramente 

identificado o heme como um fator regulatório no centro da Maf regulatória envolvendo uma 

troca dinâmica na ocupação dos sítios de MARE por proteínas Bach e Nrf2 ligadas a Maf (Sun e 

cols., 2004).  
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Figura 7 - Regulação do gene Heme Oxigenase (Shibahara, 2003).  

 

Portanto, Bach-1 tem um importante papel no metabolismo de heme, funcionando como 

um sensor, controlando a expressão da HO-1 através de uma regulação por feedback, reprimindo 

ou ativando a sua transcrição, dependendo da disponibilidade de heme. A repressão da expressão 

da HO-1 pode ser útil em muitas situações porque diminui a necessidade de energia para a 

degradação de heme e previne o acúmulo local de CO, ferro e biliverdina; além disso, a repressão 

da HO-1 pode diminuir o suplemento de ferro para células cancerosas ou patógenos, como 

bactérias e protozoários, os quais requerem ferro como essencial cofator para proliferação celular 

(Shibahara, 2003; Zenke-Kawasaki e cols., 2007). 

A atividade HO também é regulada pela biliverdina redutase (BVR), que reduz BV, 

produto inibitório da atividade oxigenase, em bilirrubina (Ewing e Maines, 1995). A BVR era 

considerada uma proteína não-induzível, mas recentemente foi mostrado que a redutase pode ser 

induzida pós-transcricionalmente por LPS e bromobenzeno (Ewing, 1993; Maines e cols., 2001). 
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1.7.3 HO - Mecanismo de catálise  

 

A HO quebra o anel porfirínico da molécula de heme, gerando uma molécula de 

biliverdina IX α, uma molécula de monóxido de carbono (CO) e um átomo de ferro livre 

(Tenhunen e cols., 1969). 

A HO é uma proteína que liga heme de forma 1:1, formando um complexo (Yoshida e 

Kikuchi, 1978; Yoshida e Kikuchi, 1979). A reação de degradação do heme catalizada pelo 

sistema HO é essencialmente muito similar à decomposição de heme pela chamada oxidação 

acoplada da mioglobina ou hemoglobina com ácido ascórbico (Yoshida e Kikuchi, 1975; Kikuchi 

e cols., 2005). 

A reação de oxidação do heme ocorre basicamente em três etapas. O heme é 

primeiramente oxidado em α-meso-hidroxiheme, consumindo uma molécula de oxigênio e 

utilizando-se do poder redutor gerado pelo sistema NADPH-citocromo-P450-redutase. Nesta 

reação, o oxigênio molecular se liga ao átomo de ferro da molécula de heme, formando um 

peróxido altamente reativo que irá atacar uma das pontes meteno do anel porfirínico (Figura 8). O 

direcionamento deste ataque, ou seja, qual ponte meteno será oxidada, é determinado pelo 

posicionamento da molécula de heme no sítio ativo da enzima. No caso das HOs clássicas, o 

ataque do peróxido formado é direcionado para a ponte meteno α (carbono meso α). Desta forma, 

a molécula de heme serve tanto como substrato, quanto como grupo prostético para a HO (Ortiz 

de Montellano, 2000; Yoshida e Migita, 2000). 

O α-meso-hidroxiheme, em seu estado desprotonado, adquire caráter parcial de radical 

livre através da transferência do elétron do oxigênio para o átomo de ferro. Esta espécie reage 

com outra molécula de oxigênio para formar verdoheme e CO. Esta etapa da reação não requer 

doadores de elétrons (Figura 8). 

O verdoheme é, então, convertido em biliverdina e um átomo de ferro é liberado. Esta 

última etapa consome mais uma molécula de oxigênio e requer o poder redutor gerado pelo 

sistema NADPH-citocromo-P450-redutase (Ortiz de Montellano, 2000). 
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Retirado de Kikuchi e cols., 2005. 

 

Figura 8 - Sequência de reações catalisadas pelas Heme Oxigenases. A reação do heme a 
biliverdina IXα é catalisada pela HO, e biliverdina IXα a bilirrubina IXα catalisada pela 
biliverdina redutase. A, B, C e D representam os anéis pirrólicos do heme, e α, β, γ e δ, 
representam os meso-carbonos do heme. 
 

Como já dito acima, é a posição do heme dentro do sítio ativo da enzima, que determina 

qual ponte meteno deve ser quebrada, ou seja, determina a formação de α, β, δ ou γ-meso-

hidroxiheme, como primeiro intermediário da reação. A formação da espécie α-meso-

hidroxiheme é o processo que determina a formação do isômero α de biliverdina. No sítio 

catalítico da enzima de mamíferos, apenas o carbono α-meso está acessível para a formação do 

hidroperóxido de ferro. A proteína obstrui estericamente o acesso aos carbonos β, γ e δ (Ortiz de 

Montellano, 2000). 

 Os propionatos da molécula de heme são muito importantes para o correto 

posicionamento do carbono α-meso para hidroxilação. O sítio catalítico da HO possui resíduos 

polares que interagem com os propionatos do heme, posicionando-o para quebra exclusiva na 

ponte meteno α. No caso da HO humana, estes resíduos correspondem: a lisina (Lys)-16 e a 

tirosina (Tyr)-137 (Schüller e cols., 1999). 

α-hidroxiheme α-verdoheme 

bilirrubina IXα biliverdina IXα Complexo ferrico-biliverdina IXα 

heme 
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 Já a enzima encontrada em Pseudomonas aeruginosa, a pa-HO não possui estes resíduos 

polares, que são substituídos pelos resíduos asparagina (Asn)-19 e fenilalanina (Phe)-117. A 

ausência das interações estabilizadoras entre os resíduos polares da enzima e os propionatos da 

molécula de heme levam a um rearranjo do posicionamento desta molécula. Este novo 

posicionamento leva à quebra das pontes meteno δ e β, produzindo biliverdina IX δ (70%) e 

biliverdina IX β (30%), respectivamente (Ratliff e cols., 2001; Caignan e cols., 2002).   

 Outra enzima distinta das HOs clássicas foi caracterizada recentemente em D. 

melanogaster, a DmHO. Esta foi a primeira descrição de uma HO em insetos. Expressa em E. 

coli, a enzima produz outros dois isômeros além do isômero α de biliverdina (75%), os isômeros 

β e δ (25%). O resíduo Phe-37 da HO-1 de mamíferos, que corresponde a Phe-50 na DmHO, 

possui um papel importante na interação com a posição α-meso da molécula de heme e é bastante 

conservado na maioria das HOs descritas, estando presente nesta enzima. A maioria dos 

aminoácidos, de alguma forma, importantes nas HOs de mamíferos são também encontrados na 

DmHO, com exceção da Asp-140, por exemplo, envolvido no mecanismo de ativação do 

oxigênio molecular. O fato da DmHO produzir também isômeros β e δ, sugere que a estrutura do 

sítio de ligação do heme desta enzima deva apresentar diferenças quando comparado ao sítio da 

HO de mamíferos (Zhang e cols., 2004). 

Apesar das semelhanças, a DmHO é diferente das outras HOs. O complexo de ligação da 

DmHO com a molécula de heme não envolve o resíduo de histidina como o ligante proximal e o 

átomo de ferro não está envolvido na formação do complexo. Além disso, a liberação do átomo 

de ferro da molécula de biliverdina ao final da reação ocorre de forma mais lenta que nas outras 

HOs. É interessante ressaltar a capacidade da DmHO degradar heme em biliverdina apesar de não 

haver ligação do átomo de ferro da molécula de heme com a enzima (Zhang e cols., 2004). O 

mesmo parece acontecer com a HmuO, quando substitui-se a His-20 por uma Ala. A falta da 

histidina proximal para a ligação do heme através do ferro da molécula não interfere em sua 

quebra (Wilks e Moenne-Loccoz, 2000). 

 

1.7.4 HO em insetos hematófagos e parasitos - Vias alternativas de degradação de heme 

 

Quase todos os casos descritos de quebra do anel de heme pela Heme Oxigenase produz a 

Biliverdina IX α (BV IXα). Uma das exceções é o Rhodnius prolixus, um dos insetos vetores de 
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T. cruzi, que cliva o anel porfirínico na posição γ-meso. A biliverdina de Rhodnius (RpBV) é uma 

BV IXγ conjugada a dois resíduos de cisteína (adicionados ao grupos vinilas), gerando a 

dicisteinil-BV IXγ (Paiva-Silva e cols., 2006).  

Foi proposto que o catabolismo de heme em R. prolixus (Figura 9) envolve três passos 

distintos: (1) modificação do heme por duas adições consecutivas de dipeptídeos cisteinilglicina 

ou glutationa, no último caso, seguida da remoção dos resíduos glutâmicos; (2) clivagem 

oxidativa do anel porfirínico de dicisteinilglicina-heme para dicisteinilglicina-BV IX γ; e (3) 

hidrólise do peptídeo cisteina-glicina por uma peptidase, liberando o produto final RpBV, uma 

dicisteinil-BV IX γ. A determinação desta estrutura sugere que o sítio ativo da HO de Rhodnius 

apresenta uma conformação diferente no seu sítio ativo capaz de acomodar as modificações 

sofridas pela molécula de heme (Paiva-Silva e cols., 2006).  

 Em 2007, Pereira e colaboradores descreveram a via de degradação do heme no mosquito 

Aedes aegypti, principal vetor na transmissão da dengue, e mostraram que em contraste com o R. 

prolixus, envolve a clivagem oxidativa do heme sem modificações prévias, no carbono α-meso. 

Entretanto, diferente de todos os outros organismos previamente descritos, a biliverdina 

produzida nessa reação é modificada posteriormente pela conjugação de dois resíduos de 

glutamina, levando a formação de uma biglutamil-biliverdina IXα excretável.  

Nos insetos hematófagos, R. prolixus e A. aegypti, a biliverdina não está associada a 

proteínas. Nesses insetos, os produtos finais da degradação de heme são biliverdinas conjugadas a 

aminoácidos específicos, cisteína e glutamina respectivamente (Paiva-Silva e cols., 2006; Pereira 

e cols., 2007). A adição de aminoácidos à estrutura da biliverdina torna essa molécula um 

composto mais solúvel, mais fácil de ser excretado. Esses estudos sugerem que a degradação de 

heme em insetos hematófagos pode ter características únicas relacionadas à necessidade de uma 

eficiente remoção de grandes quantidades de biliverdina, produzida após a digestão de sangue. 

De fato, mamíferos excretam bilirrubina através de sua conjugação com resíduos de ácido 

glicurônico. Falhas nesse processo causam icterícia e desordens neurológicas na síndrome 

Crigler-Najar (McDonagh, 2001). De acordo com isso, essas modificações nos pigmentos da bile 

podem representar um caso evolutivo convergente num esforço comum de evitar distúrbios na 

membrana e citotoxidade por esses produtos hidrofóbicos da degradação de heme (Graça-Souza e 

cols., 2006). 
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Figura 9 - Via proposta para a degradação de heme em R. prolixus (Paiva-Silva e cols., 
2006). 

 

É razoável especular que a degradação de heme em insetos tem um papel antioxidante, 

não só pela remoção do heme livre pró-oxidante mas também devido às propriedades 

antioxidantes da biliverdina (Graça-Souza e cols., 2006). Contudo, a degradação de heme é 

supostamente protetora somente quando acoplada à eficiente remoção de ferro pela ferritina, de 

maneira a evitar a produção de espécies reativas de oxigênio pela reação de fenton (Ryter e 

Tyrrell, 2000). 

 O sistema de degradação enzimática do heme em parasitas protozoários é desconhecida.  

Foi mostrado recentemente uma HO de Plasmodium falciparum, protozoário do filo 

Apicomplexa, a PfHO. Esse estudo mostra que o mecanismo de clivagem de heme é conservado 

no parasito da malária humana, P. falciparum, e que a clivagem de heme resulta na produção de 

bilirrubina IXα (BR IXα). A PfHO é uma enzima com dupla atividade: HO e BVR. Além disso, a 

Intermediário 1 
 

Intermediário 2 Heme 

Intermediário3 Intermediário 4 RpBV 
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localização plastidial da enzima sugere a ferrodoxina reduzida (Fd) como doador de elétrons 

(Okada, 2009). 

A enzima recombinante PfHO foi purificada  usando sistema de expressão em E. coli, e a 

reação catalizada por essa enzima caracterizada com Fd. Os resultados mostraram que essa 

enzima realmente depende de uma Fd reduzida, além da presença de um quelante de ferro para 

sua atividade máxima.  Essa dependência de um quelante de ferro foi visto primeiramente para a 

HO de Arabidopsis thaliana e acredita-se que o quelante seja requerido para a liberação do ferro 

do complexo ferrico-BV (Muramoto e cols., 2002). Em ambos os casos, a deferoxamina é o 

quelante mais eficiente (Rhie e Beale, 1995; Muramoto e cols., 2002). 

Em adição, a PfHO pode catalisar a formação de BR IXα a partir de heme e obtém um 

perfil de espectro de absorção similar ao obtido com a HO e BVR de cianobactéria. Isso sugere 

que apesar da seqüência de aminoácidos da PfHO não ser muito similar às sequências de HO e 

BVR,  a conversão metabólica de heme a BR IXα é conservada (Okada, 2009). O mecanismo 

proposto da reação de clivagem do heme pela HO/BVR está mostrado na Figura 10. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 10 - Mecanismo proposto da síntese de bilirrubina IXα a partir de heme mediado pela 
PfHO (Okada, 2009). 
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Apesar de não ter sido encontrada nenhuma típica seqüência de HO no genoma de 

Trypanosoma cruzi (El-Sayed e cols., 2005a), resultados iniciais do nosso laboratório 

demonstram a presença de biliverdina, principal metabólito de heme, neste protozoário,  através 

de espectrofotometria e cromatografia líquida de alta performance (HPLC). O mecanismo de 

detoxificação de heme ainda é completamente desconhecido em tripanossomatídeos, mas a 

existência da molécula de biliverdina em T. cruzi nos faz crer na existência de uma atividade 

funcional de Heme Oxigenase. Demonstrar a existência desta proteína tão própria do parasito, é 

de grande importância, visto seu grande potencial para tornar-se um alvo quimioterápico. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes 

 

 O presente trabalho utilizou um coquetel de inibidores de proteases composto por:  

AEBSF, aprotinina, leupeptina, bestatina, pepstatina A e E-64, assim como ácido etilenodiamino 

tetracético (EDTA), ácido etilenoglicol tetracético (EGTA), Triton X-100, Hepes, SDS, Tris, 

glicina, acrilamida, agarose, TEMED, dimetilsulfóxido (DMSO), coomassie Blue G-250, 

bicarbonato de amônio, iodacetamida, ácido fórmico, anticorpo secundário anti-camundongo 

acoplado a partículas de ouro coloidal 5 nm e 10 nm e anticorpo policlonal anti-tubulina 

(SIGMA-ALDRICH, MO, EUA). Utilizou-se também hemina (Heme-Cl), SnPPIX, CoPPIX, 

Biliverdina (PORPHYRIN PRODUCTS, Logan, UT), BHI (DIFCO, Sparks, MD, EUA) e SFB 

(CULTLAB, São Paulo, Brasil). Padrão de peso molecular pré-corado SeeBlue® (250, 98, 64, 50, 

36, 30, 16, 6 e 4 kDa), Kit Taq polimerase, corante SYBR® safe DNA gel stain e dNTP mix 

(INVITROGEN CORPORATION, Califórnia, EUA), leite desnatado (Nestlé, São Paulo, Brasil), 

Ditiotreitol (DTT), anticorpos secundários anti-camundongo e anti-coelho, hyperfilm e IllustraTM 

GFXTM  PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amershan Biosciences, Sunnyvale, CA, 

EUA), anticorpo monoclonal contra a HO-1 (Stressgen Biotechnologies, Victoria BC, Canada), 

etanol e metanol (MERCK, NJ, EUA). Sulfato de amônio, água (grau cromatográfico) e 

acetonitrilo (J.T.Backer, NJ, EUA), ácido fosfórico (Tedia Company Inc, Fairfield, EUA) e 

tripsina (Promega, MA, EUA). Proteína A/G plus agarose (SANTA CRUZ, CA, EUA). Kit Big 

Dye Terminator v3.1 (AB Applied Biosystems, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de 

pureza analítica.  

 

2.2 Parasitos 

 

A cepa Dm28c (CT-IOC-010) foi obtida da coleção de tripanossomatídeos do Instituto 

Oswaldo Cruz e criopreservada em nitrogênio líquido (-196oC). Subculturas de epimastigotas de 

T. cruzi foram mantidas a 28ºC (câmara de incubação B.O.D – Modelo 347 CD, São paulo, 

Brasil) durante sete dias em meio BHI suplementado com hemina 30 µM e 10% de SFB. As 

culturas foram colocadas em garrafas de 50 mL (25 cm2), com uma densidade de 2 - 3 x 107 
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organismos/mL em 5 mL de meio, sendo a manipulação das células feita em câmara de fluxo 

laminar (modelo FLV, série 301, Trox do Brasil, Ltda). Posteriormente, o crescimento foi 

monitorado pela contagem em câmara de Neubauer em microscópio invertido com contraste de 

fase (modelo CK2, Olympus, Japão) para utilização nos experimentos. 

 

2.3 Preparação dos parasitos para os ensaios de proliferação 

 

Formas epimastigotas de T. cruzi (5 x 105 parasitas), obtidos no 7º dia de crescimento, em 

meio BHI suplementado com hemina 30 µM e 10% SFB, foram centrifugados por 3 minutos a 

2350 x g, a temperatura ambiente (centrífuga universal refrigerada, modelo HERMLE Z 323 K, 

Alemanha) e lavados duas vezes em BHI sem adição de hemina, e transferidas para BHI 

contendo 10% de SFB. 

 

2.4 Efeito do SnPPIX na proliferação do parasito 

 

Os parasitos foram mantidos em cultura por 7 dias na presença de diferentes 

concentrações de SnPPIX (0, 3 µM, 30 µM, 100 µM e 1 mM, inibidor da HO-1), e seu 

crescimento monitorado pela contagem em câmara de Neubauer. Para testar o efeito do SnPPIX 

na presença de heme, os parasitos foram mantidos por 12 dias em cultura na presença ou na 

ausência de heme 30 µM bem como na presença ou na ausência de  SnPPIX (30 ou 100 µM). 

Nos grupos SnPPIX + heme, houve pré-tratamento com SnPPIX por 20 minutos antes da adição 

de heme. 

 

2.5 Efeito da biliverdina na proliferação do parasito 

 

Os parasitos foram mantidos em cultura por 5 dias na presença ou na ausência de heme 30 

µM bem como na presença ou na ausência de diferentes concentrações de biliverdina (0,30 µM, 

100 µM e 300 µM). Para testar o efeito da biliverdina após pré-tratamento com SnPPIX, os 

parasitos foram mantidos em cultura por 5 dias na presença ou na ausência de heme 30 µM bem 

como na presença ou na ausência de biliverdina (100 µM) e SnPPIX (100 µM, inibidor da HO-1). 
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Nos grupos tratados com SnPPIX, houve pré-tratamento por 20 minutos antes da adição de heme 

e/ou BV. 

 

2.6 Efeito do CoPPIX na proliferação do parasito 

 

Os parasitos foram cultivados por 5 dias na presença ou na ausência de heme 30 µM bem 

como na presença ou na ausência de CoPPIX 30 µM (indutor da HO-1). 

 

2.7 Preparo das amostras para Immunoblotting 

 

Formas epimastigotas de T. cruzi, obtidos no 7º dia de crescimento, em meio BHI 

suplementado com hemina 30 µM e 10% SFB, foram centrifugados (2350 x g por 3 minutos,  

temperatura ambiente) e lavados duas vezes em BHI sem adição de hemina, transferidos para 

BHI contendo 10% de SFB, e tratados por 5 dias na presença de diferentes concentrações de 

hemina (0,30 µM, 100 µM e 300 µM), CoPPIX (30 µM), SnPPIX (100 µM) ou biliverdina (100 

µM). Após o período de incubação, estes parasitos foram, então, centrifugados, lavados duas 

vezes em tampão fosfato de potássio 100 mM NaCl 150 mM pH 7,4 (PBS), e o sedimento foi 

ressuspenso em tampão de lise (Hepes 50 mM, MgCl2 1 mM, Triton X-100 1%, EDTA 10 mM; 

pH 6,4) na presença de coquetel de inibidores de proteases (AEBSF 1,04 mM, aprotinina 800 

nM, leupeptina 20 µM, bestatina 40 µM, pepstatina A 15 µM e E-64 14 µM). Para o experimento 

de imunoprecipitação os parasitos foram ressuspensos em tampão de lise específico (Tris-HCl 20 

mM pH 8,0, contendo NaCl 150 Mm, EDTA 5 mM e NaF 10 mM), na presença de coquetel de 

inibidores de proteases, e incubados por 30 minutos a 4oC para lise completa. Depois de lisados 

os parasitos foram então centrifugados por 10 minutos a 9400 x g à 4oC. O sedimento foi 

descartado e o sobrenadante (extrato acelular, parte solúvel) recolhido para dosagem de proteína.  

 

2.8 Dosagem de proteína 

 

 As dosagens de proteína foram realizadas segundo o protocolo descrito por Lowry e 

colaboradores (1951), utilizando albumina sérica bovina 0,1% como padrão. 
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2.9 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Condições Desnaturantes (SDS-PAGE)  

 

 As eletroforeses em gel de poliacrilamida na presença de SDS foram realizadas como 

descrito por Laemmli (1970), utilizando cuba Mini Protean Tetra Cell (Biorad, EUA) e fonte 

Gibco BRL Electrophoresis Power Supply (modelo 250EX, Life & Technology, EUA). Além 

disso, foram utilizados géis contendo 12% de acrilamida e padrão de massa molecular pré-

corados SeeBlue® miosina (250 kDa), soroalbumina bovina (BSA) (98 kDa), Glutamina 

desidrogenase (64 kDa), álcool desidrogenase (50 kDa), anidrase carbônica (36 kDa), mioglobina 

(30 kDa), lisozima (16 kDa), aprotinina (6 kDa) e cadeia β de insulina (4 kDa).  

  

2.10 Immunoblotting 

 

 Após a realização de eletroforese SDS-PAGE 12%, as proteínas foram eletrotransferidas 

do gel para uma membrana de nitrocelulose. A eletrotransferência foi realizada em cuba Mini 

Trans-blot Cell (Biorad, EUA), em tampão Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM, contendo 

metanol 20% a 100 V por 120 minutos a 4oC (Towbin e colaboradores, 1979). A transferência foi 

monitorada corando-se a membrana, por 5 minutos, com uma solução 0,1% (p/v) de vermelho de 

Ponceau, ácido tricloroacético (TCA) 1,5% (p/v) e ácido sulfossalicílico 1,5% (p/v). 

Posteriormente, a membrana foi descorada por lavagem com água para visualização das bandas e 

obtenção do perfil proteico. Em seguida, a membrana foi totalmente descorada com Tris-HCl 10 

mM pH 8,0 contendo 0,15 M de NaCl (TBS) e bloqueada com tampão TTL (Tris-HCl 10 mM, 

pH 8,0, NaCl 150 mM, contendo 5 % (p/v) de leite desnatado e 0,1% (v/v) de tween 20) por 1 

hora à temperatura ambiente. Após 1 hora, o tampão de bloqueio foi desprezado e a membrana 

incubada com anticorpo monoclonal contra HO-1 numa diluição de 1:1000 em TTL por 

aproximadamente 18 horas a 4oC. Em seguida, a membrana foi lavada 5 vezes, em intervalos de 5 

minutos, com 20 mL de TT (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; NaCl 150 mM e Tween 20 0,1%). Seguia-

se uma incubação com o anticorpo secundário anti-camundongo, numa diluição de 1:10.000 

conjugado com peroxidase, por 1 hora. A membrana foi então lavada 5 vezes, em intervalos de 5 

minutos, com 20 mL de TT e 3 vezes com TBS. Por fim o complexo antígeno-anticorpo foi 

revelado através do método de intensificação de quimioluminescência pelo luminol (ECL). O 

método ECL consiste basicamente na oxidação do luminol, reação catalisada pela peroxidase em 
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presença de peróxido de hidrogênio. Intensificadores químicos sustentam a emissão de luz do 

luminol, que imprime as bandas correspondentes as proteínas em filmes autorradiográficos. O 

Hyperfilm (Amersham Biosciences)  foi exposto por 5 minutos, revelado e fixado adequadamente 

em câmara escura. Para o immunoblotting com as amostras provenientes da imunoprecipitação, o 

procedimento foi feito como descrito acima, com alteração apenas da diluição do anticorpo 

primário (1:250). 

 

2.11 Stripping  

 

 Como controle de carregamento de proteínas, as membranas após revelação para 

immunoblotting contra HO-1, foram incubadas em banho maria (modelo 796, De Leo & Cia 

Ltda., Brasil) a aproximadamente 57oC por 30 minutos para remoção dos anticorpos (primário e 

secundário) previamente utilizados. Após esse período, as membranas eram lavadas três vezes 

com TBS e seguia-se então o protocolo de immunoblotting para a proteína tubulina (controle 

constitutivo) a partir do bloqueio como descrito anteriormente. Foi utilizado o anticorpo 

policlonal anti-tubulina na diluição de 1:1000, e o anticorpo secundário anti-coelho a 1:10.000. 

 

2.12 Imunoprecipitação 

 

Após a lise, o sobrenadante foi incubado com anticorpo monoclonal contra HO-1 numa 

diluição de 1:200 por 2 h a 4oC, sob agitação. Em seguida, foi adicionado proteína A/G agarose 

(20 µL/500 µL de amostra) por aproximadamente 18 horas a 4oC. Após esse período, as amostras 

foram centrifugadas (590 x g por 5 minutos, a 4oC), lavadas duas vezes em PBS, e feita a eluição 

do sedimento (resina) com a adição de tampão de amostra (Laemmli, 1970) e fervura por 3 

minutos. Seguia-se então uma centrifugação (9400 x g por 5 minutos, temperatura ambiente) para 

recolhimento do sobrenadante (eluído). Após a primeira centrifugação, o sobrenadante (não-

ligado) foi recolhido para posterior análise.  
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2.13 Imunocitoquímica 

 

Formas epimastigotas de T. cruzi, obtidos no 7º dia de crescimento, em meio BHI 

suplementado com hemina 30 µM e 10% SFB, foram centrifugados (5000 rpm por 3 minutos) e 

lavados duas vezes em BHI sem adição de hemina, transferidos para BHI contendo 10 % de SFB, 

e tratados por cinco dias na presença ou na ausência de hemina (300 µM). Após o período de 

incubação, estes parasitos foram, então, centrifugados, lavados duas vezes em PBS, e os parasitos 

(107 células/mL) fixados com 0,1% glutaraldeído e 4% paraformaldeído em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M (pH 7,2) a 25°C por 1 h. Em seguida, as células foram desidratadas em série com 

soluções de concentração crescente de metanol e emblocadas em resina Lowicryl. Os cortes 

ultrafinos foram incubados com anticorpo monoclonal contra HO-1 (diluição 1:10) e 

posteriormente com anticorpo secundário contra camundongo acoplado a partículas de ouro 

coloidal 10 nm (diluição 1:10). Por fim, as grades foram contrastadas com acetato de uranila e 

citrato de chumbo, e examinadas no microscópio eletrônico de transmissão Jeol JEM1011 

(Tóquio, Japão). Para os experimentos de colocalização, além do anticorpo anti-HO-1, foi 

utilizado também o anticorpo primário policlonal anti-hexoquinase, como marcador glicossomal 

na concentração de 1:10 e  anticorpo secundário contra cabra acoplado a partículas de ouro 

coloidal 5 nm (diluição 1:10). 

 

2.14 Fixação e coloração por Coomassie coloidal (G-250) 

 

Após a realização de eletroforese SDS-PAGE 12%, o gel foi fixado em solução aquosa 

contendo 30% de etanol e 2% (v/v) de ácido fosfórico e mantido sob agitação moderada durante 

três sessões de 10 min, onde no intervalo de cada uma, a solução em contato com o gel era 

removida e outra recém preparada adicionada. Este mesmo procedimento foi repetido em outras 

três sessões de agitação moderada durante 10 min com solução contendo 2% (v/v) de ácido 

fosfórico em água. O gel foi então transferido para uma solução aquosa de etanol a 18%, ácido 

fosfórico a 2% (v/v) e sulfato de amônio a 15% (m/v). Após 20min de incubação, adicionou-se o 

volume necessário de Coomassie Blue G-250 a 2% (m/v) em água, para atingirmos uma 

concentração final de C. Blue de 0,02% (m/v). Deixou-se agitando por 72 h. 
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2.15 Digestão in gel 

 

Após a coloração do gel, a digestão foi realizada de acordo com Shevchenco e 

colaboradores (2006), com modificações. Pedaços do gel contendo as bandas de proteínas foram 

extraídos do mesmo, tranferidos para tubos de 0,5 mL e cortadas em pequenos pedaços. Duzentos 

microlitros de uma solução de bicarbonato de amônio 25 mM pH 8,0 e acetonitrila, numa 

proporção 1:1 (v/v), foi adicionado a cada tubo para lavagem, sob agitação, por 15 min repetidas 

vezes até que os pedaços de gel fossem totalmente descorados. A solução de lavagem foi então 

retirada e o gel desidratado pela adição de acetonitrilo por 5 min. O solvente foi removido, e as 

amostras proteicas completamente secas em concentrador à vácuo (Speed Vac, modelo SC 

110, Savant Instruments, EUA). A redução das proteínas foi feita pela adição de DTT 10 mM 

por 30 min à temperatura ambiente. Em seguida a solução foi descartada e os pedaços de gel 

submetidos a iodacetamida 50 mM a fim de modificar cisteínas para carbamidometilcisteínas. 

Após a remoção da iodacetamida, as amostras foram submetidas a dois ciclos de lavagem 

(bicabornato de amônio 100 mM pH 8,0) e desidratação (acetonitrilo por 5 min), e após o 

último passo de desidratação, procedeu-se à remoção da solução e secagem em speed vac. 

Cada amostra foi rehidratada com aproximadamente 10 µL de solução de tripsina gelada 

(20 ng/µL em bicarbonato de amônio 50 mM pH 8,0) e deixada em banho de gelo por 10 min. 

Após a rehidratação, e consequentemente, inchaço do gel, o excesso de tripsina foi removido 

e adicionou-se 20 µL de bicarbonato de amônio 50 mM pH 8,0 às amostras seguido de uma 

incubação de 16 h a 37οC. Após a digestão, os 20 µL presentes em cada reação foram 

transferidos para um novo tubo de 0,5 mL. A extração dos peptídeos foi feita com a adição de 

30 µL da solução 1:1 ácido fórmico 10% (v/v) em água e acetonitrila com forte agitação por 

30 min. Após esse período a reação foi transferida para tubos novos e o procedimento de 

extração repetido mais uma vez. Ao final, as amostras (peptídeos), contendo 80 µL cada, 

foram concentradas em speed vac até atingir aproximadamente 10 µL e armazenadas a -20οC 

até a análise espectrométrica. 
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2.16 Espectrometria de Massa LC-ESI-ION TRAP  

 

Os extratos peptídicos da digestão tríptica foram aplicados em coluna C18 Picofrit 

ProteoPep™ II 15 cm x 75 µm (300 Ao, partícula de 5 µm - New Objective, EUA). A introdução 

das amostras e a distribuição na fase móvel, a 250 nL/min, foi realizada pelo cromatógrafo MS 

Pump Surveyor (Thermo Finnigan, EUA) equipado com um “loop” de injeção de 20 µL 

(Rheodyne, EUA). A fase móvel A foi ácido fórmico 0,1% (v/v) em água e a fase móvel B, ácido 

fórmico 0,1% (v/v) em acetonitrila. O gradiente empregado para a separação peptídica foi 5% de 

B por 5 minutos, 40% de B em 35 minutos, 60% de B em 45 minutos e finalmente, 80% de B em 

48 minutos. Os peptídeos eluídos da coluna foram diretamente introduzidos em um espectrômetro 

LCQ Deca XPPlus ion trap (Thermo Finnigan, EUA) (alocado no laboratório de Toxinologia - 

IOC - FIOCRUZ) para análise. À fonte eletrospray foi aplicada uma voltagem de 2,0 kV, 

enquanto o capilar de entrada foi ajustado para 35 V e 180°C. Os espectros dos peptídeos eluídos 

foram adquiridos de maneira dado-dependente, primeiramente pela aquisição de um espectro MS 

completo de m/z de 400 a 2.000, seguido por um modo ZoomScan entre m/z de 400 a 2.000 dos 

íons mais intensos do espectro MS total prévio. Os scans MS/MS foram adquiridos usando um qz 

de ativação de 0,25, tempo de ativação de 30 milisegundos e energia de colisão normalizada em 

35%. O controle de ganho automático do equipamento foi em torno dos valores alvo de 1 x 108, 4 

x 107 e 1 x 108 para os scans de MS, Zoom e MS/MS, respectivamente. 

 

2.17 Espectrometria de Massa LC-ESI-Linear trap/Orbitrap 

 

Os extratos peptídicos da digestão tríptica foram aplicados em coluna C18 Picofrit 

ProteoPep™ II 15 cm x 75µm (300 Ao, partícula de 5 µm - New Objective, EUA). A introdução 

das amostras e a distribuição na fase móvel, a 250 nL/min, foi realizada em cromatógrafo 

ACCELA (Thermo Finnigan, EUA) equipado com um loop de injeção de 20 µL (Rheodyne, 

EUA). A fase móvel A foi ácido fórmico 0,1% (v/v) em água e a fase móvel B, ácido fórmico 

0,1% (v/v) em acetonitrila. O gradiente empregado para a separação peptídica foi 5% de B por 5 

minutos, 40% B em 35 minutos, 60% B em 45 minutos e, finalmente, 80% B em 48 minutos. Os 

peptídeos eluídos da coluna foram diretamente introduzidos em um espectrômetro LTQ-Orbitrap 

XL (Thermo Finnigan, EUA), alocado no laboratório do Prof. Francisco de Assis Machado Reis 
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– Instituto de Química – UNICAMP, para análise. À fonte nanoelectrospray foi aplicada uma 

voltagem de 2,5 kV enquanto o capilar de entrada foi ajustado para 34 V e 220°C. Os espectros 

dos peptídeos eluídos foram adquiridos de maneira dado-dependente primeiramente pela 

aquisição de um espectro MS completo de m/z 400 a 1.800 no analisador Orbitrap com resolução 

de 60.000. Para cada espectro MS, os dez íons mais intensos foram então submetidos à 

fragmentação (MS/MS) no analisador Linear Trap. Os espectros MS/MS foram adquiridos 

usando um qz de ativação de 0,25, tempo de ativação de 30 milisegundos e energia de colisão 

normalizada em 35%.  

 

2.18 Busca em banco de dados (LC-ESI-ION TRAP) 

 

Os espectros MS/MS foram extraídos, desconvoluídos e sua forma monoisotópica 

determinada pelo programa BioWorks versão 3.3. Todas as amostras MS/MS foram 

analisadas usando o Sequest (ThermoFinnigan, San Jose, CA; version 27, rev. 12). O Sequest 

foi ajustado para busca no banco Kineto-19-06-2006 (76961 entradas), assumindo a digestão 

pela enzima tripsina. As buscas foram conduzidas com a tolerância para massa dos íons-

fragmento de 0,5 Da e para os íons precursores de 1,4 Da. Cisteínas (Cys) modificadas por 

iodoacetamida foram especificadas como uma modificação fixa. Oxidação de metionina (Met), 

oxidação de triptofano (Trp) para formilcinurenina de triptofano e cisteína com aduto de 

acrilamida foram especificadas como modificações variáveis. 

 

2.19 Busca em banco de dados (LC-ESI-Linear trap/Orbitrap) 

 

Os espectros MS/MS foram extraídos de arquivos do tipo raw, padrão para  instrumentos 

da Thermo, utilizando o RawExtract1_9_8 (McDonald e cols., 2004) e a busca feita contra o 

banco de dados Kineto-19-06-2006 (76961 entradas mais proteínas contaminantes comuns); 

todas as sequências foram adquiridas no formato FASTA. Os níveis de confiança e a taxa de 

falso-positivos foram calculados usando um banco decoy (“despiste”) que contém sequências 

reversas do banco original adicionadas ao referido banco. As sequências mais apropriadas deste 

banco combinado foram selecionadas pela ferramenta de busca ProLuCID (Xu e cols., 2006). 

Oxidação de metionina e carbamidometilação de cisteína foram consideradas modificações 



62 
 

 
 

variável e fixa, respectivamente. O espaço de busca incluiu todos os peptídeos candidatos que 

caíram dentro da janela de tolerância de 50 ppm, independente de seus estados trípticos; 

nenhuma clivagem enzimática foi imposta. 

  

2.20 Identificação de proteínas (LC-ESI-ION TRAP) 

 
O programa Scaffold (versão 01-07-00, Proteome Software Inc., EUA) foi utilizado para 

validar as identificações dos peptídeos e proteínas geradas pelos espectros MS/MS. As 

identificações dos peptídeos pelo Sequest foram aceitas quando satisfizeram os seguintes 

parâmetros: scores deltaCn maiores que 0,1 e scores XCorr maiores que 1,8, 2,5 e 3,5 para 

peptídeos simples, dupla e triplamente carregados. No caso da identificação das proteínas, 

foram aceitas aquelas proteínas que contivessem pelo menos dois peptídeos identificados. 

Proteínas que continham peptídeos similares e que não puderam ser diferenciadas somente 

baseado na análise MS/MS foram agrupadas para satisfazer os princípios de parsimônia. 

 

2.21 Identificação de proteínas (LC-ESI-Linear trap/Orbitrap) 

 

A validação da identificação dos peptídeos/espectros foi feita utilizando o Search Engine 

Processor (SE-Processor), um programa não-comercial desenvolvido para avaliar a 

confiabilidade das identificações. Resumidamente, o SE-Processor primeiramente excluiu 

identificações em que a massa teórica divergisse mais de 12 ppm da massa experimental. Em 

seguida, as identificações foram agrupadas por carga (+1, +2 e >=3) e então pelo estado tríptico 

(total, semi- ou não), resultando em nove subgrupos distintos. Para cada resultado, seu cross-

correlation score gerado pelo ProLuCID assim como seu valor de DeltaCN (para identificações 

do tipo target e decoy) foram utilizados para gerar uma função discriminante Bayesiana. Pontos 

periféricos das duas distribuições, apresentando uma distância de Mahalanobis maior do que 4, 

foram descartados. Depois, as identificações foram classificadas em ordem não-decrescente de 

acordo com o score discriminante e um ponto de corte foi estabelecido para aceitar uma taxa de 

falso positivo de 1%, baseado no número de peptídeos decoy. Esse procedimento foi realizado 

independentemente em cada subconjunto de dados, resultando em uma taxa de falso-positivo 

independente de estado tríptico ou carga. Além disso, exigiu-se uma sequência de tamanho 
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mínimo de sete resíduos de aminoácidos e cada proteína da lista foi confirmada por pelo menos 

dois peptídeos identificados. 

  

2.22 Extração e quantificação de DNA 

 

A extração foi realizada através do método fenol-clorofórmio (Medina-Acosta & Cross, 

1993). Essa técnica purifica os ácidos nucléicos de proteínas, separando enzimas contaminantes. 

Foram utilizadas aproximadamente 1 x 108 células. O extrato obtido foi solubilizado em TE (Tris-

HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) contendo 20 µg/ml de RNAse A e incubado a 37oC por 

aproximadamente 30 min. Este foi armazenado a -20oC para posterior quantificação por dosagem 

espectrofotométrica (razão 260/280 nm) (Thermo Scientific NanoDropTM, EUA). 

 

2.23 Reação de polimerização em cadeia (PCR) 

 

Os oligonucleotídeos específicos para uma heme oxigenase em Trypanosoma cruzi foram 

desenvolvidos, através do programa Primer3, utilizando-se como base as sequências de proteínas 

hipotéticas de Theileria annulata (TA06150) e de Plasmodium falciparum (PF10_0116). 

Alinhando estas duas proteínas, elas mostram homologia na região do domínio conservado HOX. 

Foram utilizados dois pares de oligonucleotídeos. As condições finais normais para as 

amplificações por PCR (termociclador, modelo Veriti 96 well, AB applied biosystems, EUA) 

incluíram de 30 a 128 ng de DNA genômico, 1 U de Taq DNA polimerase, tampão de reação 1X, 

MgCl2 1,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP e 0,3  µM de cada oligonucleotídeo, para um volume final 

de reação de 25 µL. Para o 1o par utilizado foram feitas 3 reações alternativas, cada uma com a 

seguinte alteração: 0,8 U de Taq DNA polimerase, MgCl2 1 mM ou 0,2 µM de cada 

oligonucleotídeo. As condições de ciclagem ultilizadas foram: desnaturação inicial a 95°C por 5 

minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 

30 segundos, extensão a 72°C por 1 minuto e uma extensão final a 72°C por 5 minutos. Para o 

segundo par foi feita a seguite alteração na reação: 0,8 U de Taq DNA polimerase e 0,2 µM de 

cada oligonucleotídeo.  
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Quadro 1 - Sequência dos oligonucleotídeos senso e anti-senso para a HO-1 utilizados na técnica 

de PCR, temperatura de anelamento de cada oligonucleotídeo e número de ciclos. 

 

Oligonucleotídeo Sequência 
No de 

ciclos 

Temperatura de 

anelamento (oC) 

Senso HO-1 5’ TCG TTT TGC TCG TTG TTC TG 3’ 35 55 

Anti-senso HO-1 1 5’ AGC GTA GAA GCA TGG AAG GA 3’ 35 55 

Senso HO-1 5’ TCG TTT TGC TCG TTG TTC TG 3’ 35 54 

Anti-senso HO-1 2 5’ GAA TGA GAG AGG GTG CGT GT 3’ 35 54 

 

2.24 Análise dos Produtos da PCR 

 

 Para avaliar os produtos amplificados, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel 

de agarose a 1,7%, dissolvida pelo calor em tampão TBE (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM). O 

corante SYBR® safe DNA gel stain foi adicionado ao gel de agarose numa concentração final de 

1 X. No preparo das amostras, foi adicionado 2 µL de tampão de amostra (glicerol 30%, azul de 

bromofenol 0,25% e xileno cianol 0,25%) a cada 10 µL de cada reação de PCR. A eletroforese 

foi realizada em cuba horizontal (Life Technologies, EUA) a 80 V, por aproximadamente 1 hora 

e 30 minutos. O gel foi visualizado em transiluminador (modelo Gibco BRL UV, TFX-ZOM, 

Life & Technology, EUA), sob luz UV, e a imagem armazenada por sistema de captura de 

imagem automatizado (Alphaimager Mini Analysis System, modelo AT126D, Alpha Innotech 

Corp, EUA). 

 

2.25 Purificação dos produtos da PCR  

 

Após a amplificação, procedeu-se a purificação dos produtos obtidos, para posterior 

sequenciamento, utilizando a banda de DNA extraída do gel ou a partir diretamente da amostra 

obtida como produto da PCR. Para purificação a partir do produto da PCR diretamente, 

utilizamos 10 µL de cada reação com o produto desejado formando uma única amostra. À 

amostra foi adicionado NaCl e isopropanol para as concentraçõs finais de 0,2 M e 75%, 

respectivamente, por 15 minutos à temperatura ambiente. Após esse período então, a amostra foi 
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centrifugada a 16900 x g por 20 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida, o sedimento 

foi seco e suspenso em 10 µL de água deionizada. Para purificação, utilizando a banda de DNA 

extraída do gel, foi utilizado o IllustraTM GFXTM  PCR DNA and Gel Band Purification Kit, 

seguindo protocolo descrito pelo fabricante. Após ambos procedimentos de purificação para 

sequenciamento, as amostras foram quantificadas por dosagem espectrofotométrica (razão 

260/280 nm).  

 

2.26 Sequenciamento 

 

O sequenciamento das amostras foi realizado com o auxílio do kit Big Dye Terminator 

v3.1 (Applied Biosystems) em um sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems) seguindo as 

instruções dos fabricantes. Para cada amostra foram realizadas duas reações de sequenciamento 

independentes, a primeira com o iniciador senso e a segunda com o iniciador antisenso. A 

concentração dos iniciadores utilizados foi de 3,2 pmol e a reação de sequenciamento foi 

realizada com o seguinte ciclo: 96°C por 25 segundos (desnaturação inicial); seguido de 25 

ciclos: 96°C por 10 segundos (desnaturação), 50°C graus por 5 segundos (ligação dos 

iniciadores) e 60°C por 4 minutos (extensão). Em seguida, os produtos de extensão foram 

purificados pelo método de precipitação por etanol (Applied Biosystems) com o objetivo de 

retirar os nucleotídeos e iniciadores não incorporados. Após a purificação os produtos foram 

eletroinjetados com 1,5 KV por 15 segundos e eletroeluídos por 2 horas a 8,5 KV no 

seqüenciador. A análise das sequências foi realizada com o auxílio do programa Chromas 2.22. 

 

2.27 Análise estatística 

 

Análises descritivas (média, desvio padrão) das variáveis foram realizadas. Foi utilizado o 

One way Anova para avaliar a variância entre os grupos e o teste de Tukey para análise de 

significância, considerando significativo as diferenças com no mínimo p<0,05. Para realização do 

teste foi utilizado o programa “Graph Pad Prism”, Versão 3.0 (Graph Pad Software, Inc.). 
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3 RESULTADOS 

 
Resultados do nosso laboratório demonstram a presença de biliverdina, principal 

metabólito de heme, em Trypanosoma cruzi através de Espectrofotometria e HPLC. A partir 

destes resultados investigamos a possível existência de uma atividade Heme Oxigenase em T. 

cruzi. 

Uma vez que resultados do nosso grupo mostraram o aumento da proliferação das formas 

epimastigotas de T. cruzi de maneira dose-resposta em relação à adição de heme, mesmo em altas 

concentrações (Lara e cols., 2007), avaliamos o efeito do SnPPIX, inibidor da HO-1, na cultura 

de epimastigotas. A Figura 11 mostra um efeito inibidor dose e tempo-dependente desta porfirina 

sobre a proliferação do parasito, efeito contrário ao observado quando o heme é adicionado à 

cultura. 

 Vimos também que o SnPPIX inibe a proliferação celular tanto na ausência (Figura 11) 

quanto na presença de heme (Figura 12). Uma vez que o SnPPIX diminuiu a proliferação celular, 

adicionamos então ao meio biliverdina, produto da degradação do heme pela HO, e observamos 

que esta, juntamente com o heme, foi capaz de reverter parcialmente a inibição provocada pelo 

SnPPIX. O resultado pode ser visto na Figura 13. 

 A partir desse resultado foi então realizada uma curva de proliferação na presença de 

diferentes concentrações de biliverdina, na ausência de heme. Na Figura 14 podemos observar 

que a biliverdina sozinha não tem o efeito proliferativo do heme, não sendo capaz de aumentar a 

proliferação do parasito. Foi realizada então uma curva onde adicionamos biliverdina na presença 

de heme, e observamos um aumento da proliferação desse tratamento em relação ao tratamento 

somente com heme, mostrando um efeito sinérgico na proliferação do parasito (Figura 15). 

 Testamos também o efeito do CoPPIX, indutor da HO-1, na proliferação celular. Este não 

alterou a proliferação do parasito, como pode ser visto na Figura 16. Como esses resultados são 

de caráter fisiológico, faz-se necessário a utilização de anticorpo específico, para analisar 

diretamente a presença da proteína HO-1 e sua expressão.  

 Posteriormente, investigamos a presença da enzima HO-1 em T. cruzi através da técnica 

de immunoblotting, utilizando anticorpo monoclonal anti-HO-1. Para isso, formas epimastigotas 

foram incubadas por cinco dias na presença ou ausência de diferentes concentrações de heme. As 

amostras foram preparadas como descrito anteriormente em material e métodos.  
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Figura 11 - Efeito do SnPPIX na cinética de proliferação da forma epimastigota de T. 

cruzi. Formas epimastigotas de T. cruzi (0,25 x 107/mL) obtidos no 7º dia de crescimento, em 
meio BHI suplementado com 10% SFB foram incubados na presença de diferentes concentrações 
de SnPPIX por sete dias. O tratamento dos parasitos com heme 30 µM representa um controle 
positivo de proliferação. O número de parasitos foi quantificado com auxílio de câmara de 
Neubauer. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, #p<0,01 em relação ao grupo 
controle pelo teste de One-way ANOVA-Tukey. Figura representativa de três experimentos 
independentes. 
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Figura 12 - Efeito do SnPPIX, na presença de heme, na proliferação da forma 
epimastigota de T. cruzi. Os parasitos (0,25 x 107/mL) foram mantidos por 12 dias em cultura na 
presença ou na ausência de heme 30 µM bem como na presença ou na ausência de SnPPIX 30 ou 
100 µM (inibidor da HO-1). Nos grupos SnPPIX + heme, houve pré-tratamento com SnPPIX por 
20 minutos antes da adição de heme. O tratamento dos parasitos com heme 30 µM representa um 
controle positivo de proliferação. O número de parasitos foi quantificado com auxílio de câmara 
de Neubauer. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, *p<0,05 em relação ao grupo 
tratado com heme 30 µM pelo teste de One-way ANOVA-Tukey. Figura representativa de três 
experimentos independentes.   
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Figura 13 - Efeito da biliverdina após pré-tratamento com SnPPIX na proliferação da 
forma epimastigota de T. cruzi. Os parasitos (0,25 x 107/mL) foram mantidos por cinco dias em 
cultura na presença ou na ausência de heme (H) 30 µM bem como na presença ou na ausência de 
biliverdina (BV) 100 µM e SnPPIX 100 µM (inibidor da HO-1). Nos grupos tratados com 
SnPPIX, houve pré-tratamento com esta porfirina por 20 minutos antes da adição de heme e/ou 
BV. O tratamento dos parasitos com heme 30 µM representa um controle positivo de 
proliferação. O número de parasitos foi determinado no 5º dia com auxílio de câmara de 
Neubauer. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, #p<0,001 em relação ao grupo 
controle, *p<0,001 em relação ao grupo tratado com heme 30 µM e **p<0,01 em relação ao 
grupo heme 30 µM + SnPPIX 100 µM pelo teste de One-way ANOVA-Tukey. Figura 
representativa de dois experimentos independentes.   
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Figura 14 - Efeito da biliverdina na proliferação da forma epimastigota de T. cruzi. Os 
parasitos (0,25 x 107/mL) foram mantidos por cinco dias em cultura na presença ou na ausência 
de heme 30 µM bem como na presença ou na ausência de diferentes concentrações de biliverdina. 
O tratamento dos parasitos com heme 30 µM representa um controle positivo de proliferação. O 
número de parasitos foi determinado no 5º dia com auxílio de câmara de Neubauer. Os dados 
estão expressos em média ± desvio padrão, *p<0,05 em relação ao grupo controle e #p>0,05 em 
relação ao grupo controle pelo teste de One-way ANOVA-Tukey. Figura representativa de dois 
experimentos independentes.  
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Figura 15 - Efeito sinérgico de biliverdina e heme na proliferação da forma epimastigota 
de T. cruzi. Os parasitos (0,25 x 107/mL) foram mantidos por 12 dias em cultura na presença ou 
na ausência de biliverdina (BV) 100 µM e/ou na presença ou na ausência de heme 30 µM. O 
tratamento dos parasitos com heme 30 µM representa um controle positivo de proliferação. O 
número de parasitos foi quantificado com auxílio de câmara de Neubauer. Os dados estão 
expressos em média ± desvio padrão, *p<0,05 em relação ao grupo heme 30 µM pelo teste de 
One-way ANOVA-Tukey. Figura representativa de três experimentos independentes.  
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Figura 16 - Efeito do CoPPIX na proliferação da forma epimastigota de T. cruzi. Os 
parasitos (0,25 x 107/mL) foram mantidos por cinco dias em cultura na presença ou na ausência 
de heme 30 µM e/ou na presença ou na ausência de CoPPIX (indutor da HO-1). O tratamento dos 
parasitos com heme 30 µM representa um controle positivo de proliferação. O número de 
parasitos foi determinado no 5º dia com auxílio de câmara de Neubauer. Os dados estão 
expressos em média ± desvio padrão, *p<0,05 em relação ao grupo controle e #p>0,05 em relação 
ao grupo tratado com heme 30 µM pelo teste de One-way ANOVA-Tukey. Figura representativa 
de dois experimentos independentes. 
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Figura 17 - Análise dos níveis de expressão da HO-1 em formas epimastigotas de T. cruzi 
após tratamento com heme. As células (2,5 x 107) foram mantidas em BHI suplementado com 
10% de SFB na presença ou na ausência de diferentes concentrações de heme (0, 30 µM, 100 µM 
e 300 µM) por cinco dias. Os parasitos foram lisados no 5º dia, as proteínas foram separadas em 
eletroforese SDS-PAGE (12%) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose, incubada 
com o anticorpo monoclonal anti-HO-1 ou anti-tubulina (proteína constitutiva controle) e 
revelada com o kit ECL. (A) Figura representativa de três experimentos independentes (B). Os 
dados estão expressos em média ± erro padrão, *p<0,05 em relação ao grupo controle pelo teste 
de One-way ANOVA-Tukey.  
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Com base na Figura 17 podemos observar que o anticorpo, apesar de ser anti-mouse, teve 

afinidade por uma proteína de T. cruzi, de massa aproximada de 45 kDa. Curiosamente a proteína 

reconhecida pelo anticorpo apresenta massa molecular diferente da HO clássica, de 32 kDa, fato 

interessante indicando que pode se tratar de uma HO específica do parasito, com características 

próprias. Observamos também um aumento dos níveis de expressão da HO-1 em resposta ao 

heme, o que é mais uma evidência de que se trata realmente de uma HO, que é responsiva a 

heme, seu principal substrato. Além disso, verificamos a possibilidade de modulação da 

expressão da enzima na presença de CoPPIX, SnPPIX ou biliverdina. O SnPPIX não age 

diretamente na expressão da enzima pois é um inibidor de sua atividade. Sendo assim, existe um 

acúmulo da molécula de heme na sua presença, o que poderia levar ao aumento da expressão da 

enzima, uma vez que a molécula de heme também é um indutor de HO-1. Já a BV, por ser 

metabólito do heme, poderia também alterar a expressão da enzima, talvez inibindo a sua 

expressão pela presença do produto da reação. Na Figura 18, podemos observar que apenas o 

CoPPIX foi capaz de modular os níveis de expressão da HO-1, aumentando cerca de 50% a sua 

expressão em relação ao controle.  

 Dando continuidade à investigação da presença da enzima HO-1 em T. cruzi, realizamos a 

técnica de imunocitoquímica, utilizando anticorpo monoclonal anti-HO-1. Os parasitos foram 

tratados da mesma forma como anteriormente descrito no immunoblotting, e o material preparado 

como descrito em material e métodos. Podemos observar nessa análise ultraestrutural, que o 

anticorpo HO-1 foi localizado em epimastigotas na presença ou na ausência de heme, 

apresentando marcação principalmente no citoplasma do parasito, apesar de aparecer também em 

membranas e no interior de vesículas. Podemos notar também o aumento da marcação do 

anticorpo nos parasitos previamente tratados com heme, indicando uma maior expressão da 

enzima nessa condição (Figura 19). 

 Esse conjunto de resultados sugere a presença de uma proteína do tipo Heme Oxigenase 

em T. cruzi, embora esta proteína não esteja anotada em seu genoma recentemente publicado (El-

Sayed e cols., 2005a), uma vez que o anticorpo reage especificamente com uma proteína de T. 

cruzi, aumentando sua expressão no tratamento com heme. 
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Figura 18 - Análise dos níveis de expressão da HO-1 em formas epimastigotas de T. cruzi 
após diferentes tratamentos. As células (2,5 x 107) foram mantidas em BHI suplementado com 
10% de SFB na ausência e/ou na presença de CoPPIX (30 µM), SnPPIX (100 µM) ou biliverdina 
(BV) 100 µM. Os parasitos foram lisados no 5º dia, as proteínas foram separadas em eletroforese 
SDS-PAGE (12%) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose, incubada com o anticorpo 
monoclonal anti-HO-1 ou anti-tubulina (controle constitutivo) e revelada com o kit ECL. (A) 
Figura representativa de três experimentos independentes. (B) Os dados estão expressos em 
média ± erro padrão, *p<0,05 em relação ao grupo controle pelo teste de One-way ANOVA-
Tukey.  
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Figura 19 - Imunocitoquímica ultra-estrutural de HO-1 em formas epimastigotas de T. 

cruzi. Após incubação por cinco dias na presença ou na ausência de heme 300 µM, os parasitos 
foram fixados, desidratados e emblocados em resina Lowicryl. Os cortes foram incubados com 
anticorpo monoclonal anti-HO-1 e em seguida com anticorpo secundário acoplado a partículas de 
ouro coloidal. Por fim, as grades foram contrastadas e examinadas em microscópio eletrônico de 
transmissão. (a) Controle secundário (amostra tratada somente com o anticorpo secundário) não 
apresentando  partícula de ouro. (b,c) Parasitos controle (sem heme) não apresentando 
imunomarcação para HO-1 (b) ou com raras partículas citosólicas (c). (d-i) epimastigotas tratados 
com heme mostrando aumento da marcação no citosol (cabeças de setas pretas), membrana 
plasmática (seta pretas) ou no interior de vesículas citosólicas (cabeças de seta brancas). N - 
núcleo; K - kinetoplasto; F - flagelo; G - complexo de golgi; Cy - citosol. Barras = 200 nm. 
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Como a HO não consta no genoma de T. cruzi, o reconhecimento do anticorpo somente 

não é suficiente para dizermos que se trata realmente de uma HO. Então, partimos para uma 

abordagem mais molecular, a fim de identificar a proteína com atividade Heme Oxigenase em T. 

cruzi, utilizando como ferramenta a biologia molecular. O DNA genômico foi extraído pelo 

método fenol-clorofórmio para amplificação por PCR do gene da HO-1 utilizando 

oligonucleotídeos desenhados a partir do genoma de T. cruzi. Para isso nos baseamos em 

proteínas hipotéticas dos parasitos Theileria annulata e Plasmodium falciparum, que continham o  

domínio conservado da HO. A identidade desta proteína em Plasmodium falciparum foi 

confirmada por Okada, 2009. A Figura 20 mostra um esquema do desenho, onde o ponto de 

interrogação significa que não foi possível achar aquela região do gene, e como as três regiões 

(linhas coloridas) identificadas contra as sequências brutas de T. cruzi foram encontradas 

montadas em pontos diferentes do genoma, não sabemos se realmente formam um gene. 

Esperava-se como produto da amplificação um fragmento de cerca de 720 pares de base. A 

Figura 21 mostra como produto da amplificação por PCR em gel de agarose 1,7%, bandas 

correspondentes a 369, 492 e 738 pb. Como podemos observar, a banda de 369 pb aparece de 

forma predominante. Apesar de ser um produto de tamanho diferente do esperado, por ser a 

banda predominante, foi a primeira a ser sequenciada. As amostras que obtiveram somente essa 

banda como produto da amplificação foram reunidas e essa amostra única purificada como 

descrito em material e métodos. O resultado do sequenciamento identificou essa proteína como 

uma trans-sialidase, proteína bastante abundante em T. cruzi. A superfamília das trans-sialidases, 

que são proteínas de superfície, é codificada por aproximadamente 700 genes, representando de 1 

a 2% do genoma do parasito (El-Sayed e cols., 2005a). Em seguida, a banda de 738 pb, que é 

bem próxima ao tamanho esperado, também foi purificada e sequenciada, desta vez a partir do 

gel. Porém, o sequenciamento desse produto a partir da purificação da banda do gel gerou um 

cromatograma de baixa resolução, e impediu a identificação das sequências geradas, pela baixa 

confiabilidade da identificação dos nucleotídeos. Para tentar obter uma amplificação mais 

específica, utilizamos um segundo par de oligonucleotídeos, que geraria como produto da 

amplificação um fragmento menor, com cerca de 640 pares de base. Após padronização da 

reação de PCR, testando diferentes condições (como temperatura de anelamento, concentração de 

primer, taq e MgCl2), encontramos a condição ideal obtendo como produto da reação uma única 

banda, correspondente a um fragmento de aproximandamente 520 pb, tamanho um pouco abaixo 
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do esperado (Figura 22). Essa única banda foi então sequenciada a partir do produto como 

descrito em material e métodos. A Figura 23 mostra o resultado dos alinhamentos (em ordem 

decrescente de similaridade) da sequência obtida no sequenciamento frente às sequências 

depositadas no GenBank, apresentando similaridade principalmente com proteínas hipotéticas em 

T. cruzi, e em mamíferos com proteínas conhecidas como CCD39 (proteína 39 contendo domínio 

coiled-coil), todas com funções desconhecidas.  

Dando seguimento à tentativa de identificação da HO-1 de T. cruzi, utilizamos a técnica 

de espectrometria de massa a partir de eletroforese unidimensional do extrato proteico de T. 

cruzi. A Figura 24 mostra o gel SDS-PAGE 12%, utilizado para a extração de proteínas das 

bandas a serem utilizadas na espectrometria de massa. As amostras observadas no gel foram 

preparadas como para o immunoblotting, com a forma epimastigota do parasito incubada por 

cinco dias, desta vez na presença ou ausência de heme 30 µM. Após a coloração do gel por 

coomassie blue coloidal, foi selecionada a região do gel que teria as proteínas extraídas para 

digestão com tripsina. Foram selecionados cinco pares de bandas (referentes aos tratamentos com 

e sem heme) de 1 mm cada, abrangendo uma faixa de massa molecular de 40 a 50 kDa 

aproximadamente. Os extratos peptídicos da digestão tríptica foram analisados no espectrômetro 

de massas (nanoLC-ESI-ION TRAP). A análise das proteínas de massa aproximada de 45 kDa 

extraídas da eletroforese 1D revelou no espectômetro de massa 23 proteínas (Quadro 2), algumas 

já conhecidas de T. cruzi e algumas proteínas hipotéticas. O quadro 2 mostra então a lista dessas 

23 proteínas identificadas, juntamente com o número total de espectros MS/MS associados à cada 

proteína identificada e o número de peptídeos únicos. 

Tem sido sugerido que o número total de espectros é relacionado com à abundância da 

proteína, portanto um método promissor para quantificação. Esse método é conhecido como 

spectral counting, o qual compara o número de espectros MS/MS associado a cada proteína 

(Pang e cols., 2002; Gao e cols., 2003). Liu e colaboradores, em 2004, mostraram uma excelente 

correlação entre o spectral counting e a quantidade de proteína, utilizando uma mistura de 

proteínas solúveis de levedura.  
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Figura 20 - Esquema do desenho de oligonucletídeos para o possível gene da HO de T. 

cruzi - Os oligonucleotídeos específicos para Trypanosoma cruzi foram desenvolvidos, através do 
programa Primer3, utilizando-se como base a sequência de uma proteína hipotética de Theileria 

annulata (TA06150). M - metionina; REPET - região repetitiva antes de um stop codon; DC - 
domínio conservado. As três regiões identificadas no blast contra o WGS (usando a sequência de 
Theileria annulata) estão em cores diferentes, pois foram encontradas montadas em pontos 
diferentes do genoma. 
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Figura 21 - Análise dos produtos de PCR com o primeiro par de oligonucleotídeos para o 
gene da HO-1. O DNA genômico foi extraído pelo método fenol-clorofórmio e os primers 
desenhados a partir de proteínas hipotéticas dos parasitos Theileria annulata e Plasmodium 

falciparum. A temperatura de anelamento foi de 55oC. As condições normais do MIX foram: Taq 
1 U, tampão 1X, DNTP 0,2 mM, MgCl2 1,5 mM, primers 0,3 µM e de 32 a 128 ng de DNA 
genômico. MIX 1 - normal; MIX 2 - Taq 0,8 U; MIX3 - MgCl2 1 mM; MIX 4 - primers 0,2 µM. 
Controle negativo (sem DNA). 
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Figura 22 - Análise dos produtos de PCR com o segundo par de oligonucleotídeos para o 
gene da HO-1. O DNA genômico foi extraído pelo método fenol-clorofórmio e os primers 
desenhados a partir de proteínas hipotéticas dos parasitos Theileria annulata e Plasmodium 

falciparum. A temperatura de anelamento foi de 54oC. As condições do MIX foram: Taq 0,8 U, 
tampão 1X, DNTP 0,2 mM, MgCl2 1,5 mM, primers 0,2 µM e de 30 a 123 ng de DNA genômico. 
Controle negativo (sem DNA). 
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Figura 23 - Blastx: Análise da similaridade da sequência obtida no sequenciamento frente às 
sequências depositadas no GenBank do programa Blastx. (A) database nr e (B) database swissprot.  
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Figura 24 - Eletroforese unidimensional do extrato proteico total de T. cruzi. Formas 
epimastigotas de T. cruzi (2,5 x 107) foram mantidas em BHI suplementado com 10% de SFB na 
presença ou na ausência de heme 30 µM por cinco dias. Os parasitos foram lisados no 5º dia, as 
proteínas separadas em eletroforese SDS-PAGE 12%, e o gel corado por comassie coloidal. 
Foram extraídas do gel as proteínas referentes às cinco bandas de 1 mm de cada tratamento 
(controle - A; Heme 30 µM - B) para preparação dos extratos peptídicos por digestão tríptica e 
posterior análise no espectrômetro de massas (nanoLC-ESI-ION TRAP).  
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Desta forma, podemos especular que ao se obter mais espectros de uma mesma proteína 

em determinado tratamento, controle (sem heme) ou heme 30 µM, significa dizer que esta se 

encontra mais abundante, mais expressa nesse tratamento. Baseado nisso então podemos 

especular que as proteínas alanina aminotransferase, piruvato quinase, cistationa gama liase, 

prostaglandina F2 α sintase, álcool desidrogenase, frutose-bifosfato aldolase, gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase (GAPDH), nucleosídeo fosforilase, transaldolase e a proteína hipotética (no 

de acesso 71661567) encontram-se mais expressas nas células tratadas com heme. Enquanto que 

a aspartato aminotransferase mitocondrial teve maior expressão no grupo controle. Apesar do 

reconhecimento do anticorpo monoclonal anti-HO-1 visto na Figura 17, não encontramos 

nenhuma sequência equivalente a HO.  

A fim de refinar a análise proteômica, utilizamos a técnica de imunoprecipitação, com 

objetivo de concentrar a proteína alvo. Para isso formas epimastigotas de T. cruzi foram mantidas 

em BHI suplementado com 10% de SFB na presença ou na ausência de heme 300 µM por cinco 

dias. Os parasitos foram lisados e a imunoprecipitação realizada seguida de immunoblotting, 

utilizando anticorpo monoclonal anti-HO-1. Na Figura 25, podemos observar um aumento 

significativo do imunocomplexo nas células tratadas com heme 300 µM, cerca de duas vezes em 

relação ao controle. Além da banda específica, de 45 kDa, aparecem também duas bandas, 

provavelmente equivalentes às cadeias leve e pesada do anticorpo. Para identificar as proteínas 

imunoprecipitadas, realizamos uma nova espectrometria de massa. A Figura 26 mostra o gel 

SDS-PAGE 12%, utilizado para a extração das bandas utilizadas na espectrometria de massa. As 

amostras observadas no gel foram preparadas como as amostras para imunoprecipitação. Após a 

coloração do gel por coomassie blue coloidal, foram selecionadas as regiões que seriam extraídas 

do gel para digestão com tripsina. A análise dos peptídeos gerados levou a identificação de 72 

classes de proteínas, que foram listadas em três tabelas: proteínas encontradas somente em A 

(controle) (Tabela 1), proteínas encontradas somente em B (heme 300 µM) (Tabela 2), e 

proteínas encontradas em ambos tratamentos (Tabela 3). Apenas duas classes de proteínas foram 

identificadas somente no grupo controle, ATPase subunidade β e Glicose 6-fosfato isomerase. Já 

o grupo tratado com 300 µM de heme, apresentou 35 classes de proteínas, expressas somente 

nessa condição. E a Tabela 3 mostra as 35 classes proteínas identificadas em ambas condições, 

juntamente com o número total de espectros MS/MS associados à cada identificação e o número 

de peptídeos únicos. 
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Proteína 
Nº de acesso       

(gi) 

MM 
Teórica 
(kDa) 

Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5 

A B A B A B A B A B 

Heat shock protein 
70 (HSP70)  

71661434 73 8(7) 10(8)   7(6)     1(1) 1(1) 1(1) 2(2) 

HSP70, precursor 
mitocondrial 

71407515 71 18(11) 5(4) 2(1) 7(5)   3(2)         

Carnitina/colina 
acetiltransferase  

71652512 67               7(5)     

Proteína de ligação 
a poli-A  

71659778 61                 4(3)   

Alanina 
aminotransferase  

71660443 55             1(1) 5(4)     

Piruvato quinase 
(PK) 

4033434 55             1(1) 3(2)   1(1) 

Proteína dissulfeto 
isomerase  

71658893 54               2(2)     

Aspartato 
aminotransferase, 

mitocondrial  
71412236 46         6(3) 1(1)         

Tirosina 
aminotransferase  

1168606 46 7(5) 5(4) 2(2) 3(3)     1(1)   1(1)   

Quadro 2 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas por nanoLC-ESI-ION TRAP, com o número total de espectros MS/MS associados à cada 

proteína identificada e o número de peptídeos únicos entre parênteses.   

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastideos - gerado localmente) utilizando o algoritmo SEQUEST. Foram 
consideradas válidas identificações de peptídeos com Delta CN > 0,1 e XCorr > 1,8; 2,5 ou 3,5 para z = +1; +2 ou +3, respectivamente. Os parâmetros de 
procura foram: digestão por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 1,4 Da e para íon-fragmento de 0,5 Da; modificação fixa 
(carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met e Trp assim como alquilação de Cys por acrilamida). Foram aceitas apenas 
identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os dados foram validados pelo programa Scaffold versão 1.7. 
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Proteína 
Nº de acesso       

(gi) 

MM 
Teórica 
(kDa) 

Banda  1 Banda  2 Banda  3 Banda  4 Banda  5 

A B A B A B A B A B 

Cistationa gama 
liase  

71662043 44             3(2) 9(8) 8(6) 10(7) 

Proteína hipotética  71661567 43                 2(2) 8(8) 

 Prostaglandina F2 α 
sintase 

71659766 42 9(5) 1(1) 16(9) 20(13) 6(5) 17(9) 10(6) 17(8) 3(3) 7(5) 

Álcool 
desidrogenase 

71664570 42     3(3) 10(8) 1(1) 2(2)         

Proteína hipotética  71660170 42         1(1) 2(2)         

Frutose-bisfosfato 
aldolase, 

glicossomal  
71414543 41         2(2) 4(3) 4(3) 15(8) 1(1) 4(3) 

GAPDH 
glicossomal 

120679 39       1(1) 9(6) 15(11) 2(1) 4(2)     

Aspartato 
carbamoiltransferase  

71649785 36                 2(2)   

Quadro 2 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas por nanoLC-ESI-ION TRAP, com o número total de espectros MS/MS associados à cada 

proteína identificada e o número de peptídeos únicos entre parênteses (continuação).   

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastideos - gerado localmente) utilizando o algoritmo SEQUEST. Foram 
consideradas válidas identificações de peptídeos com Delta CN > 0,1 e XCorr > 1,8; 2,5 ou 3,5 para z = +1; +2 ou +3, respectivamente. Os parâmetros de 
procura foram: digestão por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 1,4 Da e para íon-fragmento de 0,5 Da; modificação fixa 
(carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met e Trp assim como alquilação de Cys por acrilamida). Foram aceitas apenas 
identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os dados foram validados pelo programa Scaffold versão 1.7. 
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Proteína 
Nº de acesso       

(gi) 

MM 
Teórica 
(kDa) 

Banda  1 Banda  2 Banda  3 Banda  4 Banda  5 

A B A B A B A B A B 

Desidrogenase 2-
hidroxiácida 

especifica para  D-
isômero 

71420052 39           2(2)   4(4) 12(10) 9(6) 

Ciclofilina 40 kDa 33867789 38           4(3) 2(2)       

Nucleosídeo 
fosforilase  

71652657 37           2(1) 9(5) 15(9) 3(3) 5(5) 

Oxidoreductase  71420395 37             2(2) 2(2)     

Transaldolase  71400573 36           1(1) 6(5) 18(9)     

Malato 
desigrogenase 

citosólica 
71405868 36                 8(3) 6(5) 

Quadro 2 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas por nanoLC-ESI-ION TRAP, com o número total de espectros MS/MS associados à cada 

proteína identificada e o número de peptídeos únicos entre parênteses (continuação).   

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastideos - gerado localmente) utilizando o algoritmo 
SEQUEST. Foram consideradas válidas identificações de peptídeos com Delta CN > 0,1 e XCorr > 1,8; 2,5 ou 3,5 para z = +1; +2 ou +3, 
respectivamente. Os parâmetros de procura foram: digestão por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 1,4 Da e para íon-fragmento de 
0,5 Da; modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met e Trp assim como alquilação de Cys por 
acrilamida). Foram aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os dados foram validados pelo 
programa Scaffold versão 1.7. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Imunoprecipitação e análise da expressão da HO-1 em epimastigotas tratados 
com heme. Formas epimastigotas de T. cruzi (2,5 x 107) foram mantidas em BHI suplementado 
com 10% de SFB na presença ou na ausência de heme 300 µM por cinco dias. Os parasitos foram 
lisados no 5º dia e a imunoprecipitação realizada com anticorpo monoclonal anti-HO-1 e proteína 
A/G agarose. Após a eluição, as proteínas foram separadas em eletroforese SDS-PAGE (12%) e 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, incubada com o anticorpo monoclonal anti-
HO-1 e revelada por ECL. Esta figura é representativa de três experimentos independentes. ET - 
extrato total; NL - não-ligado; IMP - imunoprecipitado. 
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Figura 26 - Eletroforese unidimensional do imunoprecipitado de T. cruzi com anticorpo 
anti-HO-1. Formas epimastigotas de T. cruzi (2,5 x 107) foram mantidas em BHI suplementado 
com 10% de SFB na presença ou na ausência de heme 300 µM por cinco dias. Os parasitos foram 
lisados no 5º dia, feita a imunoprecipitação com anticorpo anti-HO-1 e as proteínas separadas em 
eletroforese SDS-PAGE 12%. A partir da coloração por comassie blue coloidal, foram extraídas 
do gel cinco bandas de cada tratamento (controle - A; Heme 300 µM - B) para preparação dos 
extratos peptídicos e posterior análise no espectrômetro de massas (LC-ESI-Linear trap/Orbitrap). 
ET - extrato total; NL - não-ligado; IMP - imunoprecipitado. 

 

 

 

 

 

 

22 

98 

148 

64 

50  

36  

16  

6  

PM 
(kDa) 

1 

5 

2 
3 
4 

Heme (µM) 

0 300 0 300 300 (B) 0 (A) 

NL ET IMP 



87 
 

 
 

 

Tabela 1 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas apenas na condição A (sem heme) por LC-ESI-

Linear trap/Orbitrap.  

 

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastídeos - 
gerado localmente) utilizando o algoritmo ProLuCID. Os parâmetros de procura foram: digestão 
por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 50 ppm e para íon-fragmento de 0,5 Da; 
modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met). Foram 
aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os 
dados foram validados pelo programa SE-Processor. *gi de uma proteína representativa da classe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) 

ATPase subunidade β 70883049 56 

Glicose 6-fosfato isomerase 60548034 35 
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Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) 

Heat shock protein 85 

(HSP85) 
70867473 81 

Urocanato hidratase 71419309 75 

Proteína hipotética 70881954 72 

RNA helicase dependente de 

ATP 
71650107 69 

Flavoproteína succinato 

desidrogenase 
70873803 67 

Transcetolase 70870034 58 

Peptidase processadora 

mitocondrial   
71655600 54 

6-fosfo-1-frutoquinase 70887446 54 

Tripanotiona redutase 71405339 54 

Citrato sintase 71660323 53 

Peptidase M20/M25/M40 71649847 51 

Lipoamida Desidrogenase 194368485 49 

Glutamina sintetase 70865738 48 

Fator de elongamento 1-

gamma 
70870856 47 

Fator de iniciação eucariótico 

4a 
71666845 46 

Proteína hipotética 70874225 46 

Fosfoglicerato quinase 71654898 44 

Tabela 2 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas apenas na condição B (heme 300 µM) por LC-ESI-
Linear trap/Orbitrap.  
 

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastídeos - 
gerado localmente) utilizando o algoritmo ProLuCID. Os parâmetros de procura foram: digestão 
por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 50 ppm e para íon-fragmento de 0,5 Da; 
modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met). Foram 
aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os 
dados foram validados pelo programa SE-Processor. *gi de uma proteína representativa da classe. 
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Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) 

2-amino-3-cetobutirato 

coenzima A ligase 
71650629 44 

Acetilornitina deacetilase-like 71417045 43 

Aminoacilase 70876041 43 

Proteína hipotética 70884702 43 

Glutamamil carboxipeptidase 71410072 43 

Desidrogenase 2-hidroxiácida 

específica para D-isômero 
71420052 39 

Prolina racemase 71419827 38 

Proteína hipotética 70868053 37 

Proteína hipotética 70880016 32 

Proteína precursora p22 70878183 26 

Proteína ribossomal 60S L13a 71657094 26 

Proteassoma subunidade α-2 71420498 25 

Proteína ribossomal 40S S3 71748612 24 

Proteína flagelar ligadora de 

cálcio 
70869034 24 

Autoantígeno I/6 71655864 23 

Complexo HslVU, subunidade 

proteolítica 
74025044 23 

Triparedoxina peroxidase 71413207 22 

Fator de elongamento 2 71421496 17 

Tabela 2 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas apenas na condição B (heme 300 µM) por LC-ESI-

Linear trap/Orbitrap (continuação).  

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastídeos - 
gerado localmente) utilizando o algoritmo ProLuCID. Os parâmetros de procura foram: digestão 
por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 50 ppm e para íon-fragmento de 0,5 Da; 
modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met). Foram 
aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os 
dados foram validados pelo programa SE-Processor. *gi de uma proteína representativa da classe. 
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Utilizando o spectral counting como método de quantificação, podemos dizer que apenas 

quatro das 35 proteínas (tabela 3) não se encontram mais expressas nas células tratadas com 

heme, que são: piruvato fosfato diquinase, isocitrato desidrogenase, aspartato aminotransferase e 

a proteína hipotética (no de acesso 70887191). Portando, podemos dizer que a maioria das 

proteínas encontram-se mais expressas na presença de heme, indicando uma grande modificação 

do perfil proteico (ilustrado no diagrama de Venn, Figura 27), e expressão dessas, nos parasitos 

tratados com heme. Foi identificada também, utilizando o banco Swissprot, a proteína IGKC de 

camundongo, correspondente à cadeia kappa, um tipo de cadeia leve de imunoglobulinas, 

corroborando o resultado obtido na imunoprecipitação, onde aparecem bandas adicionais à banda 

desejada, derivadas provavelmente do anticorpo primário, utilizado na preparação da amostra. 

ATabela 4 apresenta a lista de proteínas em comum às duas análises proteômicas. Das 23 

proteínas encontradas na Tabela 1, 12 voltam a aparecer na segunda espectrometria de massa, 

dessa vez a partir de imunoprecipitação.  

Como muitas proteínas identificadas nas duas espectrometrias de massa são de 

localização glicossomal, e encontramos na imunocitoquímica alguma marcação do anticorpo anti-

HO-1 no interior de vesículas, realizamos uma nova imunocitoquímica, utilizando anticorpo 

primário policlonal anti-hexoquinase como marcador glicossomal, além do anticorpo monoclonal 

anti-HO-1, continuando a investigação da localização ultraestrutural da proteína de estudo no 

parasito. Como mostra a Figura 28, podemos observar que ocorre colocalização glicossomal, ou 

seja, há marcação do anticorpo anti-HO-1 no glicossomo, sugerindo que a proteína de estudo 

pode ter localização glicossomal. 
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Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) A B 

Piruvato fosfato 

diquinase 
71666490 101 12(3) 12(5) 

Heat shock protein 70 

(HSP70) 
71661432 71 12(5) 48(15) 

HSP70, precursor 

mitocondrial 
71407515 71 140(28) 202(34) 

ATP sintase  

subunidade α 
71904594 64 4(3) 12(5) 

Proteína de ligação a 

poli-A 
71659778 61 4(2) 7(2) 

Chaperonina HSP60, 

mitocondrial 
3023478 59 6(2) 20(6) 

Alanina 

aminotransferase 
71667866 55 6(3) 8(3) 

Hexoquinase 71655813 52 9(4) 18(6) 

β tubulina 71656281 50 10(6) 34(12) 

α tubulina 18568136 50 3(2) 4(2) 

Fator de elongamento  

1-α 
66476124 49 10(3) 46(7) 

Tiol-transferase Tc52 37781033 48 8(4) 17(6) 

  
 

 

 

 

 

Tabela 3 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas em ambas as condições por LC-ESI-Linear 

trap/Orbitrap com o número total de espectros MS/MS associados à cada identificação e o número de peptídeos 

únicos entre parênteses.  

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastídeos - 
gerado localmente) utilizando o algoritmo ProLuCID. Os parâmetros de procura foram: digestão 
por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 50 ppm e para íon-fragmento de 0,5 Da; 
modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met). Foram 
aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os 
dados foram validados pelo programa SE-Processor. *gi de uma proteína representativa da classe. 
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Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) A B 

S-adenosilhomocisteína 

hidrolase 
71654820 48 8(4) 19(9) 

Isocitrato desidrogenase 71659757 47 3(2) 3(2) 

Tirosina minotransferase 1168606 46 5(3) 17(7) 

Aspartato 

aminotransferase, 

mitocondrial 

71412236 46 9(4) 7(3) 

Enolase 71665461 46 19(6) 44(11) 

Succinil-CoA ligase 

cadeia β 
71663174 45 3(2) 11(5) 

Glutamato desidrogenase 71663732 45 49(13) 73(17) 

Cistationina β-sintase 71668089 44 8(4) 14(5) 

Proteína ligadora de 

GTP 
71661506 44 2(2) 4(2) 

Cistationa gama liase 71662043 44 2(2) 8(3) 

Proteína Hipotética 70883016 43 8(3) 9(4) 

Proteína Hipotética 70887191 42 6(2) 3(2) 

Álcool desidrogenase 71664570 42 6(2) 10(4) 

Proteína de interação 

Hsc70  
71663660 42 5(2) 6(3) 

Tabela 3 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas em ambas as condições por LC-ESI-Linear 

trap/Orbitrap com o número total de espectros MS/MS associados à cada identificação e o número de 

peptídeos únicos entre parênteses (continuação).  

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastídeos - 
gerado localmente) utilizando o algoritmo ProLuCID. Os parâmetros de procura foram: digestão 
por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 50 ppm e para íon-fragmento de 0,5 Da; 
modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met). Foram 
aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os 
dados foram validados pelo programa SE-Processor. *gi de uma proteína representativa da classe. 
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Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) A B 

Prostaglandina F2α 

sintase 
71659766 42 26(9) 51(13) 

Frutose-bifosfato 

aldolase, glicossomal 
71414543 41 8(5) 22(6) 

Arginina kinase 71407949 40 7(4) 14(6) 

GAPDH glicossomal 26393926 39 6(2) 12(3) 

Proteína Hipotética 70881732 37 8(4) 16(7) 

14-3-3 protein 71654806 30 3(2) 6(2) 

Proteína Gim5A 71659858 27 6(3) 18(3) 

Triosefosfato isomerase 1730005 27 3(2) 11(4) 

Proteína ativadora de 

proteassoma PA26 
71411031 25 4(2) 7(4) 

Tabela 3 - Lista de proteínas da 1D PAGE identificadas em ambas as condições por LC-ESI-Linear 
trap/Orbitrap com o número total de espectros MS/MS associados à cada identificação e o número de 
peptídeos únicos entre parênteses (continuação).  

Os espectros MS/MS gerados foram submetidos à procura em banco de dados (cinetoplastídeos - 
gerado localmente) utilizando o algoritmo ProLuCID. Os parâmetros de procura foram: digestão 
por tripsina; erro tolerado para massa de íon precursor de 50 ppm e para íon-fragmento de 0,5 Da; 
modificação fixa (carbamidometilação de Cys); modificações variáveis (oxidação de Met). Foram 
aceitas apenas identificações de proteínas com pelo menos dois peptídeos associados e todos os 
dados foram validados pelo programa SE-Processor. *gi de uma proteína representativa da classe. 
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Figura 27 - Diagrama de Venn indicando o número de classes de proteínas encontradas 
em cada estado por 1D PAGE LC-ESI-Linear trap/Orbitrap. 
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Tabela 4 - Lista de proteínas identificadas em ambas as espectrometrias de massa (LC-ESI-ION TRAP e 
LC-ESI-Linear trap/Orbitrap). 

 

 

Proteína (Classe) Nº de acesso (gi)* MM Teórica (kDa) 

Heat shock protein 70 

(HSP70) 
71661432 71 

HSP70, precursor 

mitocondrial 
71407515 71 

Proteína de ligação a poli-A 71659778 61 

Alanina aminotransferase 71667866 55 

Aspartato aminotransferase, 

mitocondrial 
71412236 46 

Tirosina aminotransferase 1168606 46 

Cistationa gama liase 71662043 44 

Prostaglandina F2α sintase 71659766 42 

Álcool desidrogenase 71664570 42 

Frutose-bifosfato aldolase, 

glicossomal 
71414543 41 

GAPDH glicossomal 26393926 39 

Desidrogenase 2-hidroxiácida 

específica para D-isômero 
71420052 39 

*gi de uma proteína representativa da classe. 
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Figura 28 - Imunocitoquímica ultra-estrutural em formas epimastigotas de T. cruzi com hexoquinase 
como marcador glicossomal. Após incubação por cinco dias na presença ou na ausência de heme 300 µM, os 
parasitos foram fixados, desidratados e emblocados em resina Lowicryl. Os cortes foram incubados com 
anticorpo monoclonal anti-HO-1 e anticorpo policlonal anti-hexoquinase e em seguida com anticorpos 
secundário acoplados a partículas de ouro coloidal de 10 nm e 5 nm, respectivamente. Por fim, as grades 
foram contrastadas e examinadas em microscópio eletrônico de transmissão. (a) Controle secundário 
(amostra tratada somente com o anticorpo secundário) não apresentando partícula de ouro. (b-d) Parasitos 
controle apresentando colocalização, com dupla marcação glicossomal, HO-1 (cabeças de seta pretas) e 
hexoquinase (cabeças de seta brancas). K - kinetoplasto. Barras = 200 nm. 
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4 DISCUSSÃO 

 
 Estudos bioquímicos mostraram a ausência da via completa da biossíntese de heme em T. 

cruzi, o que foi corroborado com o sequenciamento do genoma de T. cruzi.  Uma vez que o heme 

não é sintetizado pelo T. cruzi, torna-se uma molécula essencial para o parasito. O parasito capta 

a molécula de heme do intestino de seu hospedeiro invertebrado, o inseto triatomíneo, que é 

hematófago e se alimenta de grandes quantidades de sangue. No interior do intestino do barbeiro, 

esse sangue é digerido, levando a liberação de hemoglobina e sua degradação em moléculas de 

heme (que podem ser então ser internalizadas pelo parasito), e peptídeos livres ou ainda ligados à 

molécula de heme. Resultados do nosso grupo mostram que a molécula de heme é internalizada 

rapidamente pelas formas epimastigotas de T. cruzi, sendo incorporada aos reservossomas, e que 

esta promove uma indução na proliferação do parasito de forma dose-dependente (Lara e cols., 

2007). Esse trabalho teve o objetivo então, de identificar uma proteína HO-1 funcional em T. 

cruzi, visto a importância dessa enzima como um mecanismo intracelular no controle de sua 

homeostase. 

 A fim de investigar o possível envolvimento de uma atividade Heme Oxigenase na 

proliferação do parasito, testamos o efeito do CoPPIX, o indutor de sua síntese proteica (Gong e 

cols., 2008) e do SnPPIX, seu inibidor enzimático. A CoPPIX não provocou nenhum efeito sobre 

a proliferação do parasito (Figura 16). Ao contrário disso, observamos a inibição dose-resposta 

provocada pelo SnPPIX sobre a proliferação celular mesmo na ausência de heme porque apesar 

de não ter a adição de heme à cultura, o meio de cultura utilizado, o BHI, tem em sua composição 

hemeproteínas (Figura 11). Essas hemeproteínas podem ser internalizadas e posteriormente 

podem liberar a molécula de heme, servindo como fonte de ferro para o parasito. A diminuição 

observada na presença de SnPPIX (Figuras 11 e 12) poderia indicar que um, ou mais de um 

produto da degradação de heme seria importante para o evento de crescimento. De acordo com 

resultados desta tese, um dos produtos da degradação da molécula de heme, a biliverdina, quando 

adicionado à cultura não interfere na proliferação das formas epimastigotas (Figura 14). Além 

disso, dados do nosso laboratório mostram que a adição de ferro, ou um quelante de ferro como a 

deferoxamina, também não interefrem na proliferação. O monóxido de carbono, outro produto da 

degradação da molécula de heme, não teve seu efeito testado sobre a proliferação do parasito. 

Resultados do nosso grupo mostram que o efeito inibitório da proliferação celular mediada por 
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SnPPIX na presença de heme se dá pela competição das porfirinas pela entrada na célula, 

competindo pelo mesmo transportador (“A role for porphyrins heme-analogues: inhibit the 

heme uptake in Trypanosoma cruzi epimastigotes by ABC transporters competition and 

decrease its proliferation”, manuscrito em preparação). 

Quando adicionado à cultura o produto da degradação do heme, biliverdina, na presença 

de SnPPIX e heme, foi visto uma reversão parcial da inibição da proliferação causada pelo 

SnPPIX (Figura 13), embora crescentes concentrações de biliverdina adicionadas ao meio de 

cultura não tenha alterado a proliferação celular (Figura 14). Isto somado ao aumento da 

proliferação no tratamento BV + heme em relação ao tratamento com heme (Figura 15), nos faz 

especular que in vivo o parasito só entra em contato com a biliverdina depois de já ter estado na 

presença de heme, ocorrendo então uma sinalização celular que não é completa quando tratamos 

o parasito somente com BV, sem adição prévia de heme. A necessidade da presença da molécula 

de heme para que ocorra o aumento do crescimento de formas epimastigotas quando adicionado 

BV sugere que o heme tenha um papel sinalizador nas células de Trypanosoma cruzi.  

De fato, resultados anteriores do nosso laboratório mostram o heme como um sinalizador 

celular para este parasito. O heme leva a um aumento dose-resposta na proliferação celular do T. 

cruzi, através da ativação da via CaMKII (Souza e cols., 2009) que por sua vez está envolvida 

com as espécies reativas de oxigênio formadas pelos parasitos na presença de heme (“Heme-

induced reactive oxygen species formation stimulates proliferation of Trypanosoma cruzi 

and is associated with the CaMKII signalling pathway” – submetido a PLoS ONE). Nossos 

dados estão de acordo com Masuya e colaboradores que em 1999, mostraram também sinalização 

do heme via CaMKII, onde o heme leva à ativação de um proto-oncogene em células humanas.  

 Observamos por immunoblotting um aumento dos níveis de expressão da provável HO-1 

em resposta ao heme (Figura 17). O reconhecimento de uma proteína de T. cruzi pelo anticorpo 

anti-HO-1 juntamente com a identificação da molécula de biliverdina nas células tratadas com 

heme (dados não mostrados do doutorando Maurício Cupello) nos leva a crer na presença de uma 

enzima responsável pela degradação da molécula de heme semelhante a HO-1, apesar dessa 

proteína não estar anotada no genoma deste parasito recentemente publicado (El-Sayed et al., 

2005a).  

A observação do aumento dos níveis de expressão da proteína reconhecida pelo anticorpo 

em resposta ao heme sugere a presença de uma atividade Heme Oxigenase com regulação 
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parecida aos outros organismos nesse parasito. Quando investigado o efeito de CoPPIX sobre a 

modulação da expressão da enzima por immunoblotting, observamos um aumento significativo 

dos níveis de expressão da provável HO-1 em relação ao controle (Figura 18). Portanto, parece 

que o CoPPIX também é capaz de induzir a expressão da HO-1 em T. cruzi. A transcrição em 

tripanossomatídeos é policistrônica, longas unidades policistrônicas são transcritas, o que explica 

provavelmente a razão de poucos promotores terem sido identificados até hoje (Martínez-Calvillo 

e cols, 2010). A expressão diferencial de genes em tripanossomatídeos ocorre principalmente 

pós-transcricionalmente, através de um processamento primário do transcrito (trans-splicing e 

poliadenilação). 

 A indução de HSP tem sido um modelo eficiente para o estudo de mecanismos de 

espressão gênica e regulação em eucariotos. Em T. cruzi, a expressão gênica da HSP70 também 

tem sido investigada, mostrando que a síntese de HSP70 aumenta de 4 a 5 vezes após o choque 

térmico a 37 oC, enquanto os níveis de mRNA aumentam apenas 2 vezes, sugerindo um 

mecanismo de controle traducional (Requena e cols., 1992). Recentemente, em 2010, Rodrigues e 

colaboradores, mostraram os mecanismos regulatórios pós-transcricionais da indução do gene da 

HSP70, através do aumento da meia-vida do mRNA, e a participação de ambas  regiões 3'-UTRs 

e 5'-UTRs na estabilização do mRNA durante o choque térmico em T. cruzi. Portanto, o aumento 

da expressão da proteína reconhecida pelo anticorpo anti-HO-1 também pode estar ocorrendo 

através de regulação a nível pós-transcricional. 

 Um fato relevante é a massa molecular (45kDa) da proteína reconhecida pelo anticorpo 

(Figura 17), enquanto que a HO-1 clássica de mamíferos possui massa molecular de 32 kDa. A 

HO da bactéria patogênica Corynebacterium diphtheriae, a enzima Hmu O que possui atividade 

heme oxigenásica, também tem massa molecular diferente da HO de humanos: 24 kDa (Yoshida 

e Migita, 2000). Essa diferença na massa molecular é um outro indício de que se trata de uma 

HO-1 de estrutura diferente da enzima de mamífero, própria do parasito. 

 A imunocitoquímica, utilizando anticorpo anti-HO1, corrobora o resultado obtido no 

immunoblotting, com um aumento da marcação nos parasitos tratados com heme, sugerindo uma 

maior expressão desta enzima na presença de heme (Figura 19). E também observamos que a 

proteína de estudo apresenta marcação além do citosol, em membranas e no interior de vesículas, 

podendo ter mais de uma localização. Dados da literatura mostram algumas enzimas que se 

encontram presentes em mais de um compartimento em tripanossomatídeos. Enzimas envolvidas 
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na defesa contra espécies reativas de oxigênio (EROs) têm sido encontradas em ambos citosol e 

glicossomos (Dey e Datta, 1994; Wilkinson e cols., 2002). Por exemplo, uma peroxidase 

localizada em glicossomos de T. cruzi que, via glutationa e triparedoxina, recebe seus elétrons a 

partir da tripanotiona. Além disso, há indícios da presença de tripanotiona redutase não só no 

citosol mas também em glicossomos de T. cruzi e T. brucei (Wilkinson e cols., 2002; Hannaert e 

cols., 2003).      

 Esse conjunto de resultados sugere a existência da HO-1 em T. cruzi, e em 2007, 

Ciccarelli e colaboradores, mostraram um immunoblotting em T. cruzi, utilizando anticorpo 

policlonal anti-HO-1. Entretanto, como esta enzima não está anotada no genoma do parasito (El-

Sayed e cols., 2005a), para provar que se trata realmente de uma HO-1, apesar de fortes 

evidências, como a identificação de biliverdina, principal metabólito de heme, é preciso realizar 

uma abordagem molecular. 

 Utilizamos então a biologia molecular como ferramenta, e a técnica de PCR para 

amplificação do gene da HO-1 utilizando oligonucleotídeos desenhados a partir do genoma de T. 

cruzi, baseado em proteínas hipotéticas dos parasitos Theileria annulata e Plasmodium 

falciparum. Observamos como produto da amplificação bandas correspondentes a 369, 492 e 738 

pb (Figura 21). A banda de 369, produto predominante, foi a primeira a ser purificada para 

sequenciamento. Como resultado do sequenciamento identificou-se uma trans-sialidase, proteína 

bastante abundante em T. cruzi. Em 2005, com a publicação do genoma do T. cruzi, foi 

demonstrado que pelo menos 50% do genoma do parasito é constituído de seqüências repetitivas 

consistindo principalmente de famílias gênicas de proteínas de superfície, retrotransposons e 

repetições subteloméricas (El-Sayed e cols., 2005). Os membros das superfamílias das trans-

sialidases, mucinas, proteínas associadas à mucina (MASP) e a glicoproteína de superfície gp 63 

estão envolvidos nos processos de adesão e invasão das células do hospedeiro mamífero, 

virulência e evasão do sistema imune do hospedeiro (Frasch,1994).  

O produto de amplificação esperado através da análise do desenho dos oligonucleotídeos 

a partir do genoma do T. cruzi, é um fragmento de cerca de 720 pb. Obtivemos como produto do 

PCR também o fragmento de 738 pb (Figura 21), de tamanho bem próximo ao esperado, porém o 

sequenciamento deste fragmento a partir da purificação da banda extraída do gel de agarose 

gerou seqüências de baixa confiabilidade, pela dificuldade da determinação dos nucleotídeos 

devido à baixa resolução do cromatograma. O processo de purificação pode não ter sido muito 
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eficaz devido à presença ainda de resíduos de agarose na amostra. Foi utilizado então um novo 

par de oligonucleotídeos, já desenhados, de uma região mais interna da seqüência desejada, para 

tentar diminuir o aparecimento de bandas inespecíficas e facilitar a purificação do produto em 

questão. Conseguimos obter uma única banda como produto da reação, de 520 pb (Figura 22), 

que foi purificada e sequenciada, porém a sequência obtida não parece ser exatamente a região 

para qual os oligonucleotídeos foram desenhados (alinhamento < 100%), e também não gerou 

alinhamentos com nenhuma proteína de função conhecida, somente proteínas hipotéticas de T. 

cruzi e proteínas CCD39 de mamíferos (Figura 23). 

O seqüenciamento completo do genoma de T. cruzi, e de outros tripanossomatídeos foi 

concluído em 2005, porém até agora, o genoma de T. cruzi não foi totalmente montado, devido a 

um conteúdo gênico altamente repetitivo e a heterozigosidade das cepas disponíveis. Muitas 

proteínas preditas têm funções putativas ou desconhecidas que impedem a identificação correta 

dessas proteínas e consequentemente a elucidação do metabolismo do parasito (Berriman e cols., 

2005; El-Sayed e cols., 2005a e 2005b, Capriles e cols., 2010). Além disso, dentro da região 

selecionada para o desenho dos oligonucleotídeos há um trecho onde a sequência de DNA não 

consta como um gene e está entre duas regiões de repetição, sem qualquer notação. Com isso, não 

foi identitificada a sequência toda a ser amplificada, mas encontramos o que achávamos ser o 

início e o final da sequência que alinhava com a proteína com domínio HO de Theileria annulata. 

Portanto, apesar do desenho dos oligonucleotídeos a partir de análise dos dados brutos do genoma 

de T. cruzi ter sido uma tentativa de isolar o gene da HO, era possível que esses oligonucletídeos 

não levassem à sequência desejada já que não se sabe se trata-se de um gene verdadeiro, devido a 

dificuldade de se trabalhar com o genoma complexo e não totalmente montado de T. cruzi. 

Dando seguimento à identificação da HO-1, ou uma proteína com atividade HO em T. 

cruzi, utilizamos também a técnica de espectrometria de massa a partir de eletroforese 

unidimensional como tentativa de identificação da HO-1 de T. cruzi. A espectrometria de massa, 

atualmente, tem sido a ferramenta mais utilizada na identificação de proteínas, devido a sua 

sensibilidade e alta precisão (Görg e cols., 2004). Esta técnica permite determinar a massa 

molecular de uma biomolécula, como carboidratos, lipídeos e no caso em questão, proteínas.  

A utilização da análise proteômica nos possibilita o estudo do nível de expressão gênica 

em condições específicas, nos dá informações sobre a estrutura primária dessas biomoléculas, e 

também a identificação de proteínas que sofrem modificações pós-traducionais comumente 
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encontradas no T. cruzi, e que não são detectadas por análise do genoma. Esse pode ser um fator 

importante para a identificação da HO-1 de T. cruzi, já que esta não consta no genoma do 

parasito.    

A partir da análise da espectrometria de massa, foi possível a identificação de 23 proteínas 

(Quadro 2), obtidas a partir das bandas de massa aproximada de 45 kDa extraídas do gel SDS-

PAGE 12% (Figura 24), e seguindo o critério de seleção de proteínas que obtiveram pelo menos 

dois peptídeos associados. Utilizando como estratégia o spectral counting, podemos especular 

que 13 dessas proteínas encontradas estão mais expressas quando o parasito é tratado com heme. 

O spectral counting é uma estratégia viável para análise quantitativa relativa, onde o número de 

espectros associados aos peptídeos de uma proteína é utilizado como medida alternativa da 

abundância da proteína (Choi e cols., 2008; Lundgren e cols., 2010). Apesar de conceitualmente 

simples, estudos recentes têm demonstrado que o spectral counting pode ser tão sensível quanto a 

intensidade dos picos dos íons (em termos de faixa de detecção) mas ainda mantendo a 

linearidade da medida (Liu e cols., 2004; Blondeau e cols., 2004; McAfee e cols., 2006; Old e 

cols., 2005; Ishihama e cols., 2005; Colinge e cols., 2005; Zybailov e cols., 2006; Lu e cols., 

2007; Fu e cols., 2008). Uma limitação é que a resposta ao aumento da abundância da proteína é 

saturável e também que quando a contagem de espectros é baixa, a sensilibilidade à mudanças na 

quantidade de proteína diminui.  

Dentre as proteínas encontradas mais expressas na presença de heme, estão a 

prostaglandina F2 α sintase, a transaldolase, a HSP70 e duas proteínas da via glicolítica, piruvato 

quinase e frutose-bifosfato aldolase (Quadro 2). 

A prostaglandina F2 α sintase é chamada de old yellow enzyme em T. cruzi (TcOYE). Ela 

pertence à família das oxidorredutases flavina-dependente (Kubata e cols., 2002). A TcOYE é 

uma NADPH oxidorredutase que contém flavina monocleotídeo (FMN) como grupamento  

prostético que catalisa a síntese de prostaglandina F2α. Esta enzima pode reduzir também agentes 

tripanocidas (nifurtimox e outros) ou hidroperóxido (Williams e cols., 2002). Foi sugerido que 

esta enzima seria responsável pela maior parte da atividade antioxidante em T. cruzi (Kubata e 

cols., 2002). A transaldolase é uma enzima integrante da via das pentoses. Evidências 

bioquímicas têm sugerido que a via das pentoses exerce função essencial de proteção do parasito 

contra o estresse oxidativo, já que é a principal fonte de NADPH na célula. O NADPH funciona 

como cofator da enzima tripanotiona redutase para a manutenção do estado reduzido da 
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tripanotiona, importante defesa do parasito contra espécies reativas de oxigênio, em seu estado 

reduzido (Igoillo-Esteve e cols., 2007). 

É interessante observar o aumento de enzimas envolvidas na defesa antioxidante com o 

tratamento com heme já que este apresenta conhecido efeito pró-oxidante (Ryter e Tyrrell, 2000). 

Resultados do nosso grupo mostram que o heme está envolvido no balanço redox do T. cruzi, 

levando à formação de espécies reativas de oxigênio no parasito tratado com heme (“Heme-

induced reactive oxygen species formation stimulates proliferation of Trypanosoma cruzi 

and is associated with the CaMKII signalling pathway” - submetido a PLoS ONE). 

A imunoprecipitação com o anticorpo anti-HO-1 mostrou mais uma vez que o anticorpo 

reconhece uma proteína de T. cruzi, e podemos observar também no immunoblotting do 

imunoprecipitado que o imunocomplexo aumentou significamente nas células tratadas com heme 

(Figura 25), sugerindo novamente uma maior expressão desta enzima na presença de heme. 

Como a imunoprecipitação foi realizada para parcial purificação do extrato de proteínas do 

parasito, e concentração da proteína alvo, realizamos uma nova espectrometria de massa, para 

identificar as proteínas imunoprecipitadas. A análise proteômica dos cinco pares de bandas 

selecionadas desta imunoprecipitação levou à identificação de 72 classes de proteínas (Tabelas 1, 

2 e 3), destacando 35 que encontram-se expressas tanto na condição controle, quanto nas células 

tratadas com heme 300 µM (Tabela 3). Utilizando o spectral counting como método de 

quantificação, podemos dizer que cerca de metade das 35 proteínas listadas tem grande aumento 

de sua expressão na presença de heme, como por exemplo, HSPs, hexoquinase, fator de 

elongamento 1-α, tiol-transferase Tc52, S-adenosilhomocisteína hidrolase, tirosina 

aminotransferase, enolase, succinil-CoA ligase, glutamato desidrogenase, prostaglandina F2α 

sintase, frutose-bifosfato aldolase e arginina quinase. Analisando as 72 proteínas, podemos dizer 

que a maioria encontra-se mais expressa na presença de heme, e que há uma significativa 

alteração do perfil protéico quando os parasitos são tratados com heme (Figura 27). 

Verificando as proteínas encontradas nas duas espectrometrias de massa, notamos que 12 

das 23 encontradas primeiramente, se repetem na segunda análise proteômica, como a 

prostaglandina F2α sintase e a frutose-bifosfato aldolase, que são ricas em espectros e têm suas 

expressões significantemente aumentadas em ambas as análises, além de terem massa molecular 

na faixa da proteína de interesse (Tabela 4). No entanto, não foi possível identificar a proteína 

HO-1 funcional. Desta forma futuros experimentos são necessários e deverão ser desenvolvidos, 
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incluindo a eletroforese 2D para refinamento da análise proteômica e identificação da proteína 

alvo. Além disso, é interessante destacar que dados na literatura a partir de análises proteômicas 

de T. cruzi, mostram que de 30 a 36% das proteínas identificadas nesses estudos são de genes 

designados como hipotéticos, que validam estes como genes genuínos de T. cruzi (Lima e cols., 

2010).  

Como muitas proteínas identificadas em ambas as espectrometrias de massa são de vias 

metabólicas que ocorrem dentro dos glicossomas, como transaldolase e transcetolase (via das 

pentoses), nucleosídeo fosforilase (recuperação de purinas), frutose-bifosfato aldolase, glicose-6-

fosfato isomerase, enolase, triose fosfato isomerase, hexoquinase (via glicolítica), entre outras, 

fizemos uma nova análise imunocitoquímica com marcação glicossomal, e vimos que ocorre 

colocalização com o anticorpo anti-HO-1, sugerindo que a proteína de estudo também possa ter 

localização glicossomal (Figura 28). 

A glicólise não é o único processo metabólico que ocorre nos glicossomas. Enzimas 

envolvidas no metabolismo de peróxidos também podem ser encontradas nessas organelas, 

embora a catalase, enzima característica de peroxissomos, não tenha sido detectada em T. brucei 

e Leishmania. Mas encontra-se presente em glicossomos de Phytomonas e Crithidia. Outras vias 

metabólicas ou enzimas compartilhadas com os peroxissomos são a β-oxidação de ácidos graxos, 

via das pentoses, a primeira parte da biossíntese de lipídios éter e a HMG-CoA redutase para a 

síntese de isoprenóides. Único nos glicossomos é, entretanto, a presença de enzimas envolvidas 

no salvamento de purinas, biossíntese de pirimidinas e gliconeogênese (Opperdoes, 1987; 

Opperdoes, 1988; Michels e cols., 2000; Hannaert e cols., 2003). 

Vias metabólicas que são comuns a diversos organismos são compostas principalmente 

por reações enzimáticas que são catalizadas por proteínas conservadas. Enzimas que realizam 

reações químicas semelhantes geralmente compartilham estruturas similares, entretanto enzimas 

análogas têm pouca ou nenhuma similaridade estrututural, mas compartilham a mesma atividade 

catalítica, e parecem não ser evolucionalmente relacionadas (Fitch, 1970). A análise de 

sequências in silico e comparações de estruturas primárias e secundárias por si só não podem 

provar que duas sequências não são relacionadas a partir de um ponto de vista evolutivo.        

Uma origem comum pode ser sugerida a partir da conservação da estrutura da proteína, mesmo 

quando a evidência da homologia pela sequência de aminoácidos tenha sido descartada por 

divergência. A possibilidade de uma origem comum pode ser considerada altamente improvável 
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pela confirmação adicional de que duas proteínas têm diferentes estruturas tridimensionais (3D) 

(Galperin e cols., 1998). Além disso, essas diferenças na estrutura 3D são um fator importante na 

seleção de uma proteína como potencial alvo terapêutico (Capriles e cols., 2010).  

A busca de alvos para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de 

parasitoses é atualmente baseada na identificação de enzimas específicas de vias metabólicas do 

parasito. Entretanto, dados sobre frequência e distribuição de enzimas análogas sugerem que 

estas podem representar uma fonte inexplorada de alvos, já que enzimas análogas compartilham a 

mesma atividade mas possuem estruturas terciárias diferentes, um fator interessante para o 

desenvolvimento de drogas (Capriles e cols., 2010). 

O sistema de degradação enzimática do heme em parasitas protozoários é desconhecida. 

A primeira demonstração foi a HO de Plasmodium falciparum, protozoário do filo Apicomplexa, 

a PfHO. Esse estudo mostra que o mecanismo de clivagem de heme é conservado no parasito da 

malária humana, P. falciparum, e que a clivagem de heme resulta na produção de bilirrubina IXα 

(BR IXα). Um fato interessante é que a PfHO é uma enzima com dupla atividade: HO e BVR 

(Okada, 2009). 

O ano de 2009 marcou o centenário da descoberta da doença de Chagas, descoberta por 

Carlos Chagas em 1909. A doença é um grave problema na América Latina, e apesar disso a 

quimioterapia existente para a doença ainda não é satisfatória, sendo pouco eficaz em seus 

estágios avançados (fase crônica), além de ser extremamente tóxica para o hospedeiro. Novas e 

efetivas drogas no combate às doenças tropicais, como a doença de Chagas, poderiam reduzir 

drasticamente o grau de morbidade dessas doenças em regiões em desenvolvimento como o 

Brasil e o restante da América Latina. 

Esses resultados são pioneiros na indicação da presença de uma possível Heme Oxigenase 

em T. cruzi. A demonstração dessa proteína em T. cruzi seria de grande importância, já que 

parece ser tão característica do parasito e diferente da enzima clássica de mamíferos, o que é de 

extrema importância para o estudo de alvos quimioterápicos para o tratamento da doença, pela 

possibilidade de ação seletiva da droga sobre o patógeno. 
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5 CONCLUSÕES 

 
• O SnPPIX, inibidor da HO-1, inibiu parcialmente a proliferação do parasito, na ausência ou 

na presença de heme, diferentemente do heme, que aumenta a proliferação celular de forma 

dose dependente, como mostram resultados anteriores do grupo.  

 

• A biliverdina, produto da degradação do heme pela HO, quando adicionado ao meio de 

cultura na presença de heme, foi capaz de reverter parcialmente a inibição da proliferação 

mediada por SnPPIX. Observou-se também que a biliverdina só aumenta a proliferação 

celular na presença de heme.  

 

• O CoPPIX, indutor da HO-1, por sua vez, não interferiu na proliferação das formas 
epimastigotas de T. cruzi. 

 

• Verificamos um aumento dos níveis de expressão da provável HO-1 de T. cruzi em resposta a 

adição de heme, através das técnicas de immunoblotting, imunocitoquímica e 

imunoprecipitação.  

 

• A provável HO-1 de T. cruzi possui  uma massa molecular de aproximadamente 45 kDa, 

diferente da HO-1 de mamíferos.  

 

• Verificamos a expressão da provável HO-1 na presença de CoPPIX, SnPPIX e biliverdina, e 

somente o CoPPIX foi capaz de modular os níveis de expressão da HO-1. 

 

• Observamos na análise ultraestrutural que o anticorpo anti-HO-1 está localizado 

principalmente no citoplasma do parasito, mas também apresentou marcação glicossomal, 

sugerindo que a provável HO-1 de T. cruzi pode ter mais de uma localização. 

 

• Os resultados de espectrometria de massa mostraram uma grande alteração do perfil protéico 

na presença de heme, mas futuros experimentos são necessários, como eletroforese 

bidimensional, para a identificação da proteína alvo.  
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