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“O destino não é uma questão de sorte, é uma questão de escolha; não é algo a se 

esperar, é algo a se conquistar”.            
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Resumo 

Trypanosoma cruzi, o agente etiológico da doença de Chagas, exibe um notável 

grau de heterogeneidade estrutural e funcional, o qual pode modular sua patogenicidade, 

sobrevivência e adaptação. Em eucariotos superiores, mecanismos de fosforilação e 

desfosforilação são fundamentais para a regulação de uma ampla variedade de eventos 

celulares. Por essa razão, um melhor entendimento da atividade de fosfatases em T. cruzi 

pode ser útil para a identificação de potenciais alvos para o desenvolvimento de terapias 

mais específicas. Neste trabalho, analisou-se o perfil das fosfatases, em homogenatos de 

duas cepas de T. cruzi, Tulahuen 2 e Y. A atividade de fosfatases foi determinada 

espectrofotometricamente utilizando-se o p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como substrato. Na 

cepa Tulahuen 2, que apresenta maior resistência ao estresse oxidativo gerado pelo 

peróxido de hidrogênio (H2O2), foi observada uma atividade de fosfatase sete vezes maior 

quando comparada a cepa Y. Em relação ao pH ótimo a Tulahuen 2 mostrou uma 

expressiva atividade em pH 4,0, a qual foi aumentada na presença de Mg2+ exógeno em 

uma ampla faixa de pH (5,0 - 8,0). A cepa Y, embora em menores níveis, exibiu o mesmo 

perfil sem a adição de Mg2+, apresentando na presença desse íon um pico de atividade em 

pH 7,0. A adição de Ca2+ ao meio reacional afetou significativamente a cepa Tulahuen 2 

em pH 8,0 e inibiu a atividade das fosfatases na cepa Y nos pHs 7,0 e 8,0. Inibidores 

clássicos de fosfatase ácida, bem como inibidores de proteína tirosina fosfatase e 

fosfatase alcalina, mostraram padrões distintos de inibição em ambas as cepas, reforçando 

a heterogeneidade entre os isolados de T. cruzi. 

 

 

 

 



 xii

Summary 

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas`disease, displays a remarkably high 

degree of both, structural and functional intraspecific heterogeneity, which could 

modulate its pathogenicity, survival and adaptability. In higher eukaryotes, 

phosphorylation and dephosphorylation are fundamental pathways that regulate a wide 

variety of cellular events. Therefore, a better understanding of phosphatases activities in 

T. cruzi could be useful to identify potential targets for the development of a more 

specific therapy.  In this work, we analysed the phosphatase activity profile in T. cruzi 

homogenates of two strains (Tulahuen 2 and Y). The phosphatase activities was 

determined spectrophometricaly using p-nitrophenylphosphate (p-NPP) as substrate.   In 

the strain more resistant to the oxidative stress generated by H2O2, Tulahuen 2, it was 

observed a seven-fold higher phosphatase activity when compared to the other strain. In 

relation to optimum pH and substrate specificity, Tulahuen 2 had an expressive acid 

phosphatase activity (optimum pH at 4.0), which was even higher in the presence of Mg2+ 

and had a broad range (pH 5-8).  Y strain, although at lower levels, showed the same 

activity profile in the presence or absence of Mg2+. The presence of calcium showed 

significant effect on the Tulahuen 2 strain only at pH 8.0 and had an inhibitory effect on 

phosphatase activity in the Y strain at pHs 7-8. Classical inhibitors of acid phosphatases, 

as well as inhibitors of phosphotyrosine phosphatase, showed distinct patterns of effects 

in phosphatases from both strains. 
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1- Introdução: 

1.1 Doença de Chagas: 

O protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi, é o agente etiológico da doença 

de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase americana (Dias & Coura, 1997; 

Manoel-Caetano & Silva, 2007). Descoberta em 1909, pelo médico brasileiro Carlos 

Justiniano Ribeiro das Chagas, essa antropozoonose permanece até os dias atuais sem 

cura, vacina ou tratamento eficaz, principalmente em sua fase crônica (Brener et al., 

2000). A Tripanossomíase americana acomete aproximadamente 20 milhões de pessoas e 

ainda 90 milhões encontram-se em áreas de risco (Dutra et al., 2006).  Distribui-se por 

todo o continente americano, desde o sul dos Estados Unidos até o extremo sul da 

Argentina, com prevalência que varia de 5 a 60% (Rojas de Arias et al., 1999). 

Estimativas apontam que 5 a 6 milhões de pessoas estejam contaminadas no Brasil, 

ocorrendo 6000 óbitos/ano relacionados à doença (WHO, 2005). 

No final da década de 1970, 18 estados e mais de 2200 municípios, nos quais se 

comprovou a presença de triatomíneos domiciliados, faziam parte da área com risco de 

transmissão vetorial da doença de Chagas no Brasil. Contudo, mudanças ambientais, 

maior concentração da população em áreas urbanas e melhor compreensão dos 

mecanismos de transmissão, aliados as eventuais ações de controle químico de 

populações domiciliadas do vetor, resultaram em alteração do quadro epidemiológico da 

doença de Chagas no Brasil (Rocha et al., 2005). Atualmente, no Brasil evidenciam-se 

duas áreas distintas geograficamente, onde os padrões de transmissão são diferenciados. 

Regiões originalmente de risco para a transmissão vetorial são compreendidas, pelos 

Estados: AL, BA, CE, DF, GO, MA, MG, MS, MT, PB, PE, PI, PR, RN, RS, SE, SP, TO. 

A outra área representada pela Amazônia legal formada pelos Estados do AC, AM, AP, 

RD, RR, PA, parte de TO, MA e MT, apresenta mecanismos de transmissão 
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diferenciados, compreendendo: transmissão oral, vetorial extradomiciliar, domiciliar ou 

peridomiciliar sem colonização do vetor (Rocha et al., 2005). Eventualmente, têm sido 

relatados casos de transmissão oral a partir de alimentos contaminados como suco de cana 

de açúcar e açaí na região amazônica (Coura et al., 1994) e mais recentemente nos 

Estados de Santa Catarina (Manoel-Caetano & Silva, 2007) e Ceará (Dias, 2006). 

No atual panorama de controle da transmissão transfusional obtido a partir da 

introdução do monitoramento sorológico na rotina da rede hemoterápica (Anvisa, 2005) e 

da transmissão vetorial, a forma vertical passa a ser o principal mecanismo de transmissão 

do T. cruzi no Brasil. O Brasil foi a primeira nação da América latina a controlar e 

eliminar a transmissão do mal de Chagas pelo Triatoma infestans. O certificado 

internacional de eliminação da transmissão da doença de Chagas foi entregue ao 

Ministério da Saúde em 2006 pela Organização Pan Americana de Saúde (Opas, 2007). 

Em outros países da América Latina, a forma de transmissão vetorial do T. cruzi é 

a mais destacada (80 à 90%), seguindo-se a transfusional (8 à 18%) e a congênita (0,5 à 

2%) (Dias  & Coura, 1997). Transplante de órgãos, leite materno e acidentes laboratoriais 

são considerados formas importantes de transmissão do parasita (Amato Neto, 1984).   

A doença de Chagas apresenta um variável curso clínico, incluindo uma fase 

denominada aguda ou inicial, a qual pode ser assintomática, oligossintomática ou 

sintomática, com febre, adenomegalia, conjutivite unilateral, miocardite e 

meningoencefalite. A fase inicial pode ser fatal em mais de 10% dos casos severos, com 

alta mortalidade em crianças menores de três anos em decorrência da meningoencefalite 

(Coura, 2003). A fase crônica é representada por um período de latência que varia de 10-

15 anos, referida como forma indeterminada, após a qual aproximadamente 27% dos 

indivíduos infectados desenvolvem sintomas cardíacos, podendo morrer repentinamente, 

6% apresentam danos digestivos e 3% têm envolvimento do sistema nervoso periférico 
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(Coura, 2003). As variabilidades genéticas tanto do parasita como do hospedeiro podem 

influenciar a forma clínica da doença de Chagas (Macedo & Pena, 1998), entretanto o 

tropismo individual envolvido na patogênese da doença não está totalmente esclarecido 

(Manoel-Caetano & Silva, 2007). 

Apenas duas drogas são geralmente utilizadas no tratamento da doença de Chagas. 

O benzonidazole (Rochagan®), atualmente é a única droga disponível no Brasil. O 

nifurtimox (Lampit®), existente na América Central, pode ser utilizado como alternativa 

no caso de intolerância ao benzonidazol (Rocha et al., 2005). Ambas promovem alta 

incidência de toxicidade, efeitos colaterais severos, podem ser mutagênicas e são efetivas 

apenas na fase aguda da doença (Letelier et al., 1986; Dias, 1999). Atualmente, sabe-se 

que os efeitos tóxicos do nifurtimox e benzonidazole são uma conseqüência da 

diminuição significativa dos níveis de glutationa e tripanotiona, causados pela conjugação 

com metabólitos de ambas as drogas. A concentração de tripanotiona e glutationa seria 

reduzida a um ponto que os níveis das espécies reativas de oxigênio (EROs) produzidas 

pelo ciclo redox, aumentariam causando dano as macromoléculas celulares (Maya et al., 

1997). 

 

1.2 Trypanosoma cruzi: 

O T. cruzi pertence ao Reino Protozoa, Filo Euglenozoa, Classe Kinetoplastidae, 

Ordem Bodonidae, Família Trypanosomatidae, Gênero Trypanosoma e Espécie cruzi 

(Dias & Coura, 1997). Outros agentes etiológicos como Leishmania donovani, T. brucei e 

T. rhodesiense também pertencem da Classe Kinetoplastidae. Essa classe, engloba 

protozoários com 1 (T. cruzi) ou 2 flagelos, que são distinguidos principalmente pela 

presença de um agregado de DNA mitocôndrial, o cinetoplasto (kDNA) (Dias & Coura, 

1997; Siqueira-Batista et al., 1996). A presença do T. cruzi na Terra é muito antiga, 



 4 

remontando-se a mais de 150 milhões de anos sua presença no planeta, sendo largamente 

distribuído na natureza, ocorrendo sua circulação primitivamente entre insetos vetores 

(Triatominae, Hemíptera, Reduviidae) e mamíferos silvestres (Dias, 2006). 

Ao lado de organelas típicas encontradas em células eucarióticas, todas as formas 

evolutivas de T. cruzi apresentam organelas especializadas como acidocalcisomas e 

glicossomas. Apenas as formas epimastigotas apresentam compartimentos pré-

lisossomais denominados reservossomos. Essas organelas são ácidas, contêm cisteína 

protease cruzipaina, (Cuevas et al., 2005), fosfatase ácida, albumina, peroxidase, 

transferrina e lipoproteína de baixa densidade, tendo como principal função o acúmulo de 

lipídeos e macromoléculas ingeridas pelo parasita durante o processo de endocitose 

(Adade et al., 2007). 

A dispersão física e evolução clonal do T. cruzi promoveram uma grande 

diferenciação biológica, ocasionando o aparecimento de diferentes cepas de T. cruzi (Dias 

& Coura, 1997).  Mais de 60 cepas já foram descritas segundo diferentes critérios, como a 

interação com células hospedeiras, tropismo, resistência ao estresse oxidativo, curvas de 

parasitemia, origem geográfica e resistência ou sensibilidade às drogas e medicamentos 

(Dias & Coura, 1997; Rey, 1991; Dutra et al., 2006).    

Estudos baseados na amplificação por PCR de seqüências do gene 24S alfa, 

apontam para um dimorfismo, permitindo a identificação de duas linhagens principais de 

T. cruzi (Dias & Coura, 1997). A linhagem I, embora também presente em ambiente 

silvestre, está associada preferencialmente ao ciclo doméstico sendo capaz de induzir 

manifestações patológicas em humanos. A linhagem II está freqüentemente associada ao 

ciclo silvestre, apresentando baixa infectividade humana (Zingales et al., 1998). Além dos 

grupos I e II existe o grupo I/II, que se originou de um evento de transferência genética do 

grupo II a para o grupo I (Souto et al., 1996). A heterogeneidade é a grande responsável 
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pelas diferenças na evolução clínica da doença de Chagas e representa um grande desafio, 

pelo fato desses organismos responderem diferentemente a situações diversas, 

principalmente ao tratamento disponível (Dias & Coura, 1997). 

O T. cruzi possui um complexo ciclo de vida, envolvendo quatro principais 

estágios morfológicos, alternando entre um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado 

(Tyler & Engman, 2001). Esse ciclo pode ser resumido da seguinte forma (Figura 1): ao 

picar o hospedeiro mamífero infectado, o inseto vetor adquire uma população pleomórfica 

de tripomastigotas sanguíneas (e aproximadamente 10% de amastigotas, Fig 1(5)). No 

trato intestinal, as tripomastigotas diferenciam-se em amastigotas, transformando-se 

posteriormente em epimastigotas Fig. 1(6). Os epimastigotas anexam-se a parede 

intestinal do vetor, multiplicam-se Fig. 1(7) e sofrem modificação para a forma 

tripomastigota metacíclica Fig. 1(8). Uma vez transformadas, elas se destacam da parede 

do intestino e são excretadas. O vetor defeca no momento do repasto sanguíneo Fig.1(1) e 

geralmente o ato de coçar a região da lesão da picada provoca a contaminação da ferida 

ou de mucosas do hospedeiro mamífero, levando à infecção. As formas tripomastigotas 

metacíclicas parasitam um grande número de células mamíferas nucleadas, diferenciando-

se em amastigotas Fig. 1(2), que multiplicam-se por divisão binária Fig. 1(3) e originam 

posteriormente as tripomastigotas sanguíneas Fig. 1(4). Uma vez formadas, as 

tripomastigotas escapam para o sangue, podendo invadir novas células e tornarem-se 

amastigotas novamente, ou serem destruídos por mecanismos do sistema imunológico do 

hospedeiro (Manoel-Caetano & Silva, 2007). Essa mistura de tripomastigotas e 

amastigotas presentes no sangue do mamífero infectado completa o ciclo quando esses 

parasitas são resgatados durante a picada do vetor Fig. 1(5) (Tyler & Engman, 2001). 
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, onde: (i) formas 
infectivas e (d) estágio onde o diagnóstico da parasitemia é possível. 
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/). 

 

 

Estes processos de transformação morfológica do parasita são altamente 

regulados e incluem significativas modificações bioquímicas, em vias de transdução de 

sinal, expressão gênica, alterações estruturais de moléculas de superfície e em 

componentes intracelulares do parasita (Dutra et al., 2006).  A melhor compreensão de 

enzimas chaves do metabolismo do parasita, como as fosfatases, poderá levar à 

identificação de alvos para o desenvolvimento de uma terapia mais específica. 
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1.3 Fosfatases: 

As proteínas quinases e fosfatases catalisam de forma dinâmica reações opostas 

de fosforilação e desfosforilação, respectivamente. A adição ou remoção do grupamento 

fosfato de uma proteína pode, entre diversas conseqüências, gerar um motivo de 

reconhecimento para interação proteína-proteína, alterar a estabilidade protéica e 

modular a ativação de enzimas (Aoyama et al., 2003). De forma importante, esse 

mecanismo reversível de fosforilação protéica está envolvido na regulação de vias de 

sinalização celular (Barford, 1995), sendo a base para o controle de diversos eventos 

biológicos disparados por efetores extracelulares, como mitógenos, carcinógenos, 

hormônios, citocinas ou neurotransmissores (Jia, 1997). Em conseqüência à ação destes 

efetores, ocorre regulação da divisão, diferenciação, desenvolvimento e morte celular 

(Klumpp & Krieglestein, 2002), regulação do metabolismo, expressão gênica, 

locomoção celular, aprendizado e memória (Barford, 1995).  

A importância da fosforilação protéica como meio de regulação de processos 

celulares é demonstrada pelo fato de 30% das proteínas intracelulares serem 

fosfoproteinas, estimando-se que os genes para quinases e fosfatases juntos, 

compreendam 4% do genoma eucariótico (Hunter, 1995; Aoyama et al., 2003).  

As atividades das proteínas quinases e fosfatases são altamente reguladas in 

vivo. Mudanças anormais em suas atividades contribuem para o desenvolvimento de 

patologias como câncer e outras doenças resultantes de defeitos imunológicos (Barford, 

1995; Hunter, 2002). As proteínas quinases e fosfatases também influenciam a 

sobrevivência, internalização e replicação de patógenos pela modificação dos níveis de 

fosforilação das células do hospedeiro, assim interferindo com muitas vias de 

transdução de sinal (Aguirre-Garcia, 2005).  
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As fosfatases são hidrolases que utilizam como substratos os fosfomonoésteres, 

encontram-se amplamente distribuídas na natureza sendo identificadas em vegetais, 

animais e em microorganismos (Aoyama et al., 2003). Com base na função, estrutura, 

especificidade, inibidores e ativadores, as fosfatases são divididas em três grupos 

principais: fosfatases ácidas, fosfatases alcalinas, e proteínas fosfatases (Aoyama et al., 

2003). 

 

1.3.1 Fosfatases ácidas: 

As fosfatases ácidas (EC 3.1.3.2) apresentam um pH ótimo para catálise em 

torno de 5,0 e utilizam como substratos compostos com baixa massa molecular, como 

açúcares fosforilados (Aoyama et al., 2003). Inicialmente, a distinção entre fosfatases 

ácidas e alcalinas era baseada apenas no pH ótimo para catálise enzimática. Entretanto, 

Neuman observou em 1968 que as fosfatases ácidas catalisam a hidrólise de 

monoésteres O-substituídos de ácido fosforotióico do tipo ROPO2SKH, produzindo 

álcool e tiofosfato, enquanto as fosfatases alcalinas apresentam mecanismo diferente. 

Além disso, as fosfatases ácidas não necessitam de íons divalentes para a catálise 

(Aoyama et al., 2003).  

Em eucariotos superiores como mamíferos, de acordo com a massa molecular 

relativa e inibição, as fosfatases ácidas podem ser classificadas em: fosfatase ácida de alta 

massa molecular relativa (AMr) e massa molecular intermediária (IMr). A forma maior 

está associada ao lisossomo e a membrana celular, sendo um clássico marcador da 

inflamação, já a menor é uma enzima citoplasmática (De Duve et al., 1962). 

Caracteristicamente, as AMr são fortemente inibidas por tartarato e fluoreto, as 

IMr apresentam resistência ao fluoreto e dividem-se em fosfatase ácida sensível e 

fosfatase ácida resistente ao tartarato (FATR) (Zhang & Van Etten, 1990). Níveis 
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normalmente altos da FATR no soro são encontrados em Doença Gaucher (Robinson & 

Glew, 1980) e leucemia tipo célula pilosa (Lau et al., 1991). 

As fosfatases ácidas ocorrem em diversos tecidos animais de mamíferos como 

próstata, corpo lúteo, placenta, testículos, útero, cérebro, fígado, tireóide, coração, rim, 

baço, glândulas salivares e ossos. No sangue, podem ser detectadas tanto nos eritrócitos e 

leucócitos, como no plasma, onde normalmente são utilizadas no diagnóstico de algumas 

patologias (Taga, 1979). Em células de origem mesenquimal, bem como células epiteliais 

distribuem-se em diversas regiões, como na membrana celular (Himeno, et al., 1989), 

lisossomos (De Duve et al., 1955), citoplasma (Mies & Miranda, 1976) e aparelho de 

Golgi (Schofield & McDonald, 1980).  

Nos vegetais, sua função metabólica não é totalmente compreendida e o estudo 

dessas enzimas decorre do possível envolvimento das mesmas no metabolismo do 

fósforo, elemento essencial ao desenvolvimento normal dos órgãos das plantas (Senna et 

al., 2006). Além disso, parecem ser estimuladas em resposta as deficiências de fosfato, 

água e estresse salino (Granjeiro et al., 1999). Métodos citoquímicos confirmaram a 

presença destas enzimas na parede celular e no citoplasma de plantas, observando-se 

também aumento de sua atividade durante a germinação ou deficiência de fosfato 

inorgânico em trigo, arroz e rabanete (Lee, 1988).  

Em tripanossomatídeos, não está descrito uma divisão das fosfatases ácidas como 

ocorre com os mamíferos. Estudos têm mostrado que muitos desses parasitas como 

Leishmania donovavi, Leishmania mexicana, Herpetomonas muscarum muscarum, 

Leptomonas collosoma, T. gambiense e T. cruzi entre outros, apresentam essas enzimas 

ligadas a membrana endoplasmática, sendo as mesmas denominadas ectofosfatases (de 

Almeida-Amaral et al., 2006; Gomes et al., 2006). Em 1996, utilizando procedimentos 

citoquímicos, Omalokoho e seu grupo demonstraram a presença de fosfatase ácida na 
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superfície externa da membrana endoplasmática de T. congolense (Omalokoho et al., 

1996). Em T.cruzi, a atividade de fosfatase ácida ligada à membrana plasmática é 

aumentada durante a modificação morfológica de tripomastigota para amastigotas mas 

não se sabe claramente se a elevada atividade enzimática é uma conseqüência da 

transformação morfológica ou uma estratégia para a adaptação às células do hospedeiro. 

A presença dessa enzima em L. donovani foi relacionada com mecanismos de adaptação 

do parasita ao ambiente intracelular do hospedeiro (Nagakura et al., 1985). Embora, o 

papel fisiológico dessas ectofosfatases em tripanossomatídeos não esteja bem 

estabelecido, supõe-se que estejam envolvidas em nutrição, proteção, mecanismo de 

escape, virulência e diferenciação celular (Letelier et al., 1986; Gomes et al., 2006). As 

fosfatases nos tripanossomatídeos também estão presentes no citoplasma e em outras 

organelas. As fosfatases ácidas são enzimas marcadoras típicas de lisossomos, mas 

também foram citoquimicamente detectadas no complexo de Golgi e dentro da bolsa 

flagelar de vários tripanossomatídeos. Supõe-se que desempenhem papel importante na 

nutrição tanto do T. cruzi quanto da Crithidia fasciculata, por estarem relacionadas à 

digestão lisossomal e da membrana da bolsa flagelar (Adade et al., 2007).  

Em 1985, Letelier e seus colaboradores mostraram que em formas epimastigotas 

de T. cruzi, no mínimo dois tipos de fosfatase ácida estão presentes. Estando uma ligada a 

membranas (microssomal, mitocôndria e núcleo) com pH ótimo 4 e outra solúvel no 

citosol com pH ótimo 5,5. 

 

1.3.2 Fosfatases alcalinas:  

As fosfatases alcalinas (EC 3.1.3.1) apresentam um pH ótimo para a catálise em 

torno de 8,0 - 9,0 e semelhantemente as fosfatases ácidas atuam na hidrólise dos 

substratos de baixa massa molecular relativa. Entretanto, necessitam de íons bivalentes 
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como magnésio, cobalto ou manganês como cofatores para exibirem sua atividade 

máxima (Letelier et al., 1985; Aoyama et al., 2003).  

Neuman observou em 1968, que as fosfatases alcalinas hidrolisam monoésteres 

S-substituídos de ácido fosforotióico RSPO3Na2 do tipo S-P, produzindo ortofosfato e o 

tioálcool correspondente. Este fato nos permite visualizar mecanismos de reação 

diferentes entre as fosfatases ácidas e as alcalinas, uma vez que apenas as ácidas 

requerem para sua atividade um oxigênio entre o radical e o fosfato. 

As fosfatases alcalinas compreendem um grupo heterogêneo de enzimas que estão 

amplamente distribuídas em células de mamíferos, plantas e microorganismos.  Em 

tripanossomatídeos freqüentemente estão associadas às membranas endoplasmáticas 

(Fernandes & Kidney, 2007), mas também são conhecidas formas solúveis no citoplasma, 

como a presente em formas epimastigotas de T. cruzi (Letelier et al.,1985). Embora sua 

função biológica não esteja totalmente esclarecida, sabe-se que em eucariotos possui 

importante papel no processo de mineralização, transporte de fosfato e regulação celular 

através da hidrólise de proteínas fosforiladas (Letelier et al., 1985). Além disso, estão 

envolvidas no processo de secreção da saliva, uma vez que localizadas nas glândulas 

salivares e tendo sua atividade diminuída, uma diminuição no fluxo salivar foi observada 

(Togari et al., 1987). 

São amplamente utilizadas em análises bioquímicas como indicadores de doenças 

hepáticas, principalmente colesterolemia. O aumento na atividade de fosfatase alcalina no 

soro e em outros fluídos corpóreos pode refletir modificações fisio ou patológicas 

diferentes das de origem hepática, como observado nas gestantes que possuem alta 

concentração dessa enzima secretada pela placenta. Doenças ósseas, endócrinas, 

neoplasias e outras desordens podem resultar do aumento dessas hidrolases (Fernandes & 

Kidney, 2007). 
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1.3.3 Proteínas Fosfatases 

1.3.3.1 Proteínas Tirosina Fosfatases (PTPs): 

A fosforilação de resíduos de tirosina em proteínas é o mecanismo chave no 

controle de muitas funções celulares em eucariotos, incluindo metabolismo, mobilidade, 

crescimento, diferenciação, migração celular e expressão gênica entre outros. As PTPs 

formam uma grande família, composta por mais de 100 membros. Existem tanto como 

receptores transmembrânicos como formas citosólicas (Bakalara et al., 1995).  

As proteínas tirosina fosfatases caracterizam-se por possuir aproximadamente 240 

resíduos de aminoácidos, e um domínio altamente conservado com uma seqüência 

consenso no sítio catalítico característico desta família ([I/V]HCXAGXXR[S/T]G), onde 

I- isoleucina, V- valina, H- histidina, C- cisteína, A- alanina, G- glicina, R-arginina, S- 

serina, T- treonina e X- qualquer aminoácido, compartilhando um padrão de sítio ativo 

constituído por uma cisteína e uma arginina, que são essenciais para a catálise (Aoyama 

et al., 2003).   

PTPs clássicas podem ser identificadas pela sensibilidade ao vanadato, 

insensibilidade ao ácido ocadáico, perda da dependência de íons metálicos, pH ótimo 

ácido ou neutro e total perda da atividade catalítica em caso de mutação entre a cisteína 

por serina no sitio ativo (Senna et al, 2006).  

Estudos bioquímicos e farmacológicos mostraram que essas enzimas exercem 

controle fisiológico de muitos tecidos regulando tanto positivamente, como 

negativamente vias de sinalização celular (Zhang et al., 2002). Mudanças anormais na 

atividade dessas enzimas acarretam na fosforilação inapropriada de resíduos de tirosina, 

contribuindo para o desenvolvimento de várias patologias como neoplasias. Em uma 

transformação oncogênica ou estimulação de fatores de crescimento, o nível de proteínas 
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fosforiladas em resíduos de tirosina aumenta de 1 a 2% na célula, podendo levar a graves 

doenças como o câncer (Zhang et al., 2002; Aoyama et al., 2003).  

Essas proteínas podem ser divididas de acordo com sua homologia de seqüência 

no sítio ativo e especificidade por substratos em PTPs específicas, fosfatases com 

especificidade dual e proteínas fosfatases de baixa massa molecular relativa (Aoyama et 

al., 2003). 

- PTP específica: hidrolisam apenas resíduos de tirosina fosforilados; foram 

subdividas em dois subgrupos (PTP tipo receptor e citossólica), e estão envolvidas em 

mecanismos de comunicação célula-célula e transdução de sinal.  

           -Fosfatases com especificidade dual: capazes de hidrolisar fosfatos monoésteres 

de peptídeos contendo fosfotirosina e fosfoserina/treonina, porém exibindo maior 

afinidade com fosfotirosina.  Esta característica dual parece estar associada à 

profundidade do sítio ativo. Essas enzimas estão envolvidas no controle do ciclo celular, 

entre outras funções.  

 - PTPs de baixa massa molecular relativa: são curiosa e caracteristicamente 

ativas em pH ácido (Aguirre-Garcia et al., 2005). Não compartilham nenhuma homologia 

de seqüência com qualquer outra PTP, exceto pelo padrão do sítio ativo e mecanismo de 

catálise. Possuem um importante papel na regulação da proliferação celular através de 

mecanismo que culmina na inibição da divisão celular. 

PTPs foram identificadas em bactérias como Yersinia sp., Salmonella sp e 

Entamoeba histolytica e em protozoários como T. brucei. (Aguirre-Garcia, et al., 2005). 

A diferenciação do T. brucei da forma sanguínea para a forma procíclica é aparentemente 

acompanhada por aumento da fosforilação em resíduos de tirosina (Fernandes et al., 

2007). Bakalara e seu grupo em 1995, observaram diferenças na atividade de PTPs 

(entretanto sem identificar ou caracterizá-las) em formas epimastigotas e tripomastigotas 
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de T. cruzi e sugeriram que a atividade dessas enzimas nesses organismos é regulada pelo 

ciclo celular (Bakalara et al., 1995). 

 

1.3.3.2 Serina-Treonina fosfatases (Ser/Thr): 

As proteínas fosfatases (PPs) hidrolisam proteínas fosforiladas em serina/treonina 

e ou com menos especificidade em tirosina (Harrison et al., 1999). Seis principais classes 

de proteínas fosfatases foram identificadas em células eucarióticas, Proteína Fosfatase 1 

(PP1), PP2A, PP2B, PP2C, PP4, PP5 e PP7. Esta classificação é baseada no uso de 

ativadores, inibidores e substratos específicos, e requerimento de cátions bivalentes (Orr 

et al., 1999).  Sequenciamento de aminoácidos e cDNA revelaram que PP1, PP2A, PP2B, 

PP4, PP5 e PP7 são membros da mesma família de genes, denominada de família PPP, a 

qual apresenta caracteristicamente uma seqüência homóloga de 280 aminoácidos. A 

proteína PP2C é estrutural e mecanicamente diferente dos membros da família PPP, 

sendo classificada como um membro da família PPM, família essa das proteínas 

fosfatases dependentes de Mg2+ (Orr et al., 2000; González et al., 2003).  

A importância das PPs em eucariotos superiores se deve a sua participação em 

processos como arranjo de microtúbulos, crescimento, diferenciação e proliferação 

celular, uma vez que as mesmas podem regular a atividade de outras enzimas por 

desfosforilação de resíduos de serina, treonina e tirosina. A PP1, um tipo de proteína 

Ser/Thr fosfatase com importante papel em vários processos celulares do ponto de vista 

bioquímico, genético e farmacológico (Aoyama et al., 2003), está envolvida na 

diferenciação e crescimento celular de formas epimastigotas de T. cruzi, estando ativa em 

pH 7,0 apresentando 61% de homologia com a PP1 de mamíferos (Orr et al., 2000). 

Gonzáles e seu grupo demonstraram a presença de PP2A em T. cruzi, também ativa em 

pH 7,0 e propuseram que tenha papel central na diferenciação de formas tripomastigotas 
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para amastigotas, provavelmente regulando a estabilidade de microtúbulos (Gonzaléz et 

al, 2003). 

Em T. cruzi cepa G, PP2A é importante para a completa transformação de 

tripomastigotas em amastigotas durante o ciclo de vida deste protozoário. Esta enzima 

tem uma alta homologia com a PP2A de T. brucei, mas homologia não significativa com 

a enzima presente em humanos (Gonzaléz et al, 2003). 
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2. Objetivos:  

Como descrito na Introdução, muitos grupos de pesquisa têm focado seus estudos 

nas ectofosfatases, justificando sua importância pela localização possível envolvimento 

em interações célula-célula, e papel central na modulação de diversas funções 

bioquímicas em Trypanosoma spp. Nosso principal interesse foi determinar a atividade de 

fosfatases utilizando-se homogenados celulares, de duas cepas de T. cruzi pertencentes a 

diferentes linhagens e com diferentes resistências ao estresse oxidativo. As cepas 

selecionadas para esse estudo foram: Y (linhagem II) e Tulahuen 2 (linhagem I). 

Os objetivos desse trabalho foram: 

Comparar as duas cepas quanto às seguintes características: 

- Especificidade das fosfatases pelo substrato (p-NPP), e determinação dos 

parâmetros cinéticos como Km e Vmáx; 

- Influência do tempo de reação na atividade enzimática; 

- Comportamento das fosfatases ao longo da curva de crescimento em relação ao 

pH e a presença e/ ou ausência de provável cofator no meio de reação; 

- Comportamento das enzimas na presença de Ca2+; 

- Avaliação da atividade enzimática na presença de inibidores específicos. 
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3. Materiais e métodos: 

3.1 Cultura de células e obtenção do homogenato celular: 

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepas Tulahuen 2 e Y) foram crescidas à 28ºC 

em meio LIT (76 mM NaCl, 5,9 mM KCl, 12,3 mM de glicose, 78,5 mM Na2HPO4, 

0,56% triptose, 0,56% de infusão de fígado, 20 mg.L-1 de hemina, pH 7,4) e 10% de 

soro fetal bovino inativado (Castellani et al., 1967). O homogenado celular foi 

preparado com células em início da fase estacionária (após 5 dias de proliferação) 

(Cicarelli et al., 2007). As células foram coletadas por centrifugação (2500 rpm, 5 min a 

4 ºC), lavadas uma vez com solução fisiológica, sendo posteriormente ressuspendidas 

em tampão Hepes (10 mM) pH 7,0 ou tampão Acetato de Sódio (10 mM) pH 5,0 de 

acordo com o descrito nas legendas das figuras. A sonicação foi realizada em sonicador 

da marca Bandelin Sonoplus, em dois ciclos de 10 segundos (intervalo de 10 segundos 

entre os ciclos) com 45% de potência. Utilizando-se essas condições, todas as células 

foram lisadas. A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método do 

Biureto (Gornall et al., 1949), utilizando-se albumina sérica bovina como padrão. Para 

as determinações durante as diferentes fases de crescimento, as células foram coletadas 

após 3 dias (fase log) e 7 dias (final da fase estacionária) dias e o mesmo procedimento 

descrito acima foi empregado. 

 

3.2 Avaliação da atividade fosfatásica: 

O homogenato celular foi incubado por 15 minutos a 37 ºC em 1 mL de meio 

reacional, contendo o tampão e 10 mM do substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP). Os 

tampões utilizados na concentração final de 0,1 M foram: Citrato de sódio para pH 3,0, 

Acetato de sódio para ensaios em pH 4,0 e 5,0, para pH 6,0 Bis-Tris, nas determinações 

em pH 7,0 Hepes e Tris-HCl para pH 8 (Letelier et al., 1986). A reação foi iniciada pela 
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adição do homogenato celular e paralisada com 1 mL de NaOH 1 M. No branco, o 

homogenato celular foi adicionado após a adição da solução de NaOH. A atividade 

também foi determinada na presença de 10 mM de Mg2+ e 1 mM de Ca2+ 

(concentrações finais) exógenos. A formação do p-nitrofenol (p-NP), produto da reação 

enzimática foi determinada pela leitura da absorbância em 405 nm, considerando-se o 

valor de 18000 L mol-1. cm-1 como a absortividade molar da forma do p-NP (Prazeres et 

al, 2004). Em todos os ensaios, uma unidade de atividade enzimática (UE) foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 µmol de produto por minuto. A 

atividade enzimática específica (AE) foi expressa como unidade de atividade enzimática 

por miligrama de proteína (AE = UE. mg-1).  

 

 

 

 

 

 

3.3 Ensaios com inibidores: 

A atividade de fosfatases na presença de inibidores foi realizada como descrito 

em 3.2, na presença do inibidor. Foram estudados os inibidores de: proteína tirosina 

fosfatase, ZnSO4, o-vanadato de sódio, p-hidroximercurobenzoato (pHMB) e 

pervanadato (de Almeida-Amaral et al., 2006); fosfatase ácida, tartarato e fluoreto de 

sódio (Fernandes et al., 2007) e fosfatase alcalina, KH2PO4 (Dutra et al., 2006). As 

concentrações de inibidores utilizadas nos ensaios estão descritas nas figuras. 

 

 

Fórmula da unidade enzimática: 
 

U.E. =           Abs (405nm) x volume total* (mL) x 106 

          Tempo reação (min) x volume extrato (µL) x ε (p-NP) 
 
 
* volume reacional + volume de NaOH adicionado. 
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3.4 Análise estatística: 

Os resultados representam as médias de no mínimo cinco experimentos 

independentes, os quais foram realizados em duplicata. As barras representam o desvio 

padrão. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Student’s t test, valores de p 

igual ou menor que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

Valores aparentes de Km e Vmáx, foram calculados utilizando-se a regressão 

não linear computadorizada dos dados para a equação de Michaelis-Menten através de 

programa Microcal TM Origin®, versão 6,0. 
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4. Resultados e discussão: 

 Estudos realizados anteriormente em nosso laboratório apontaram diferenças 

importantes entre as cepas de T. cruzi, Y e Tulahuen 2, em relação à resistência ao 

estresse oxidativo gerado pelo peróxido de hidrogênio (H2O2), níveis de proliferação 

celular e concentração de triparedoxina peroxidase citosólica (Mielniczki-Pereira et al., 

2007). Visto que em eucariotos reações de fosforilação e desfosforilação são vias 

fundamentais na regulação de uma ampla variedade de funções, como proliferação celular 

e nutrição entre outras, decidiu-se investigar as atividades das fosfatases nessas duas 

cepas. 

 

4.1 Determinação da concentração de extrato celular: 

O primeiro passo na realização deste trabalho foi determinar a concentração 

protéica ideal do extrato celular (homogenato), visando padronizar os experimentos 

subseqüentes. 
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Figura 2 - Efeito da concentração de proteínas totais sobre o nível 
de p-NPP hidrolisado. Diferentes concentrações de extrato celular, das 
cepas de T. cruzi Tulahuen 2 (●) e Y (▲) foram incubadas em tampão 
Acetato de sódio pH 5,0 e a hidrólise do p-NPP foi determinada 
conforme descrito em materiais e métodos. 
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A desfosforilação do p-NPP foi dependente da concentração de proteína (Fig.2) 

para ambas as cepas, embora a Y tenha mostrado atividade de fosfatases menor em 

relação à outra cepa. Esse resultado, levou a escolha das concentrações de 0,1 mg/mL e 

0,6 mg/mL de extrato celular para Tulahuen 2 e Y respectivamente, uma vez que 

aproximadamente o mesmo valor de absorbância é observado para as duas cepas. Isso é 

importante, pois efeitos de estímulo ou inibição da atividade enzimática puderam ser 

detectados na faixa de sensibilidade do espectrofotômetro.   

Letelier e colaboradores em 1985 realizaram um estudo semelhante com a cepa 

Tulahuen (diferente da Tulahuen 2) comparando a atividade de fosfatases em extrato 

celular e em células intactas. Os resultados obtidos demonstraram que a produção do p-

NP foi proporcional à concentração de células ou a concentração protéica, embora o 

extrato celular tenha promovido uma maior hidrólise do p-NPP em relação às células 

intactas. Tal fato foi atribuído à penetração e solubilidade do substrato em células inteiras; 

uma vez estando homogeneizadas, a disponibilidade e facilidade da interação fosfatases – 

pNPP é maior. 

 

4.2 Tempo de incubação: 

Partindo-se das concentrações de extrato celular pré-determinadas, analisamos o 

efeito do tempo reacional, objetivando estabelecer as condições ideais para a realização 

desse estudo (Fig.3). 

A atividade de fosfatases presentes na cepa Tulahuen 2 foi linear com o aumento do 

tempo de incubação. O mesmo perfil foi exibido pela cepa Y até 15 minutos de reação, 

quando se constatou não haver diferença significativa na atividade enzimática com o 

aumento do tempo de incubação. Assim esse tempo foi adotado para os testes posteriores. 
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Neste tempo observamos uma atividade específica de 0,86 para a cepa Tulahuen 2 enquanto 

que a capa Y apresentou atividade específica aproximadamente 32 vezes menor. 
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   Figura 3 - Determinação da atividade de fosfatases 
em função do tempo de incubação. Incubações do 
extrato celular (Tulahuen 2, 0,1 mg/ml (●) e Y (▲), 
0,6 mg/ml) em tampão Acetato de sódio pH 5,0 por 25 
min foram realizadas e a atividade enzimática foi 
determinada conforme descrito em materiais e 
métodos. Análise estatística: *p> 0,05 representa 
diferença não significativa. 
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4.3 Parâmetros cinéticos: 

A Figura 4 e Tabela I resumem os parâmetros cinéticos das fosfatases das duas 

cepas. 
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Figura 4 - Determinação dos parâmetros 
cinéticos das cepas Tulahuen 2 (●) e Y (▲). 
Concentrações crescentes de p-NPP foram 
utilizadas, para se determinar os valores aparentes de 
Km e Vmáx. A incubação foi feita em tampão 
Acetato de sódio pH 5,0 por 15 min.  

 

 

Tabela I - Determinação dos parâmetros cinéticos das fosfatases de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Os parâmetros cinéticos foram calculados a partir da Figura 4. Análise estatística: p < 
0,05 para todos os resultados. 

0.147 0.012 Constante de 
especificidade 
(Vmáx/Km) 

0.087 0.013 Vmáx  
(µmol/min) 

 

0.59 ± 0.2 1.04 ± 0.04 Km  
(mM) 

 

Tulahuen 2 Y Parâmetros 
cinéticos 

Cepas  
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Os parâmetros cinéticos exibidos na Tabela I, revelam um valor de Km obtido 

para a cepa Y cerca de 1,8 vez maior que para a Tulahuen 2, refletindo uma baixa 

afinidade das enzimas da cepa Y pelo substrato p-NPP. Comparando-se os valores 

aparentes de Vmáx e constante de especificidade, a cepa Tulahuen 2 alcançou valores 7 

e 12,3 vezes respectivamente, maiores que os da cepa Y. Este grupo de resultados 

mostra que a alta capacidade de hidrólise do substrato pelas enzimas da Tulahuen 2 

(Fig. 2) é reflexo da maior especificidade pelo substrato.  

 

4.4 Atividade de fosfatases nas diferentes fases da proliferação celular: 

Alguns autores vêm demonstrando a capacidade do T. cruzi em se adaptar aos 

micro habitats com diferentes pHs aos quais é submetido ao longo de suas 

transformações morfológicas. As formas epimastigotas são aptas a sobreviver em 

ambientes com pH variando de 5,0 a 9,0; as tripomastigotas metacíclicas sobrevivem 

por poucas horas no meio ácido do vacúolo fagocitário (pH 4,5 – 5,5) e as amastigotas, 

multiplicam-se e transformam-se em tripomastigotas, os quais destroem a célula do 

hospedeiro escapando para o ambiente intercelular e sangue em meio neutro (pH 7,0 – 

7,2). Além disso, as fases do ciclo de vida deste protozoário são condicionadas por uma 

série de mudanças abruptas no pH extracelular (Gil et al., 2003). 

Partindo desses conhecimentos decidiu-se investigar a atividade de fosfatases em 

diferentes pHs ao longo da curva de proliferação de formas epimastigotas (Fig. 5). Após 

3 dias (começo da fase logarítmica), 5 dias (começo da fase estacionária) e 7 dias (fase 

estacionária) de proliferação as atividades enzimáticas foram determinadas. 
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Figura 5 - Análise da atividade de fosfatases nas diferentes fases de proliferação 
celular. A atividade das fosfatases foi determinada nos extratos protéicos das cepas 
Tulahuen 2 (A- com 10mM de Mg+2) e (B- sem Mg+2) e na Y (C- com 10mM de 
Mg+2) e (D- sem Mg2+), nas diferentes fases da proliferação. Análise estatística: 
diferença significativa para todos (p < 0,05). Não significativa em: (A – 3º e 5º dias 
pH 5.0 e 3º and 7º dias no pH 8.0); (B - 3º e 5º dias: pH 4,0-8,0 5º e 7º dias: pH 3 e 7, 
3º and 7º dias: pH 3, 5,0-8,0); (C - 3º and 5º dias, pH 4.0, 5º and 7º dias: pH 3.0, 3º 
and 7º dias: pH 5,0-8,0) e (D - 3º e 5º dias, pH 6,0, 5º e 7º dias: pH 3,0 e 7,0, 3º e 7º 
dias: pH 4,0-6,0).  

 

Em geral, observou-se um aumento na atividade de fosfatases 

concomitantemente com a progressão da proliferação celular até a fase estacionária (7º 

dia), onde as atividades diminuíram a níveis próximos ou abaixo dos observados no 

início da fase log (3º dia).  

O efeito da adição do magnésio foi avaliado uma vez que o mesmo é cofator 

para as fosfatases alcalinas. É importante ressaltar que com a adição de magnésio a 

atividade dependente e independente de magnésio foram medidas. 

● – 3º 
■ – 5º  
♦ – 7º 

● – 3º 
■ – 5º  
♦ – 7º 

○ – 3º 
□ – 5º 
◊ – 7º 

○ – 3º 
□ – 5º 
◊ – 7º 

A

B

C

D 
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Com a cepa Tulahuen 2, na presença de Mg2+, estando as células no início da 

fase estacionária (5º dia), um aumento significativo na atividade de fosfatases foi 

observado em pH 4,0 e 8,0 (21 e 40% respectivamente) (Fig. 5A).  Na fase estacionária 

de crescimento (7 dias), uma diminuição de 55% em todos os pHs foi observada em 

comparação ao início desta fase. Este resultado assemelha-se ao obtido por Letelier e 

seu grupo, que reportaram a diminuição da atividade de fosfatases ácidas e alcalinas em 

60% quando as culturas atingiram a fase estacionária de crescimento (Letelier et al., 

1985). No mesmo trabalho estabeleceram uma correlação entre essas atividades e as 

fosfatases localizadas no citosol e não ligadas a membranas.  

  Observando os resultados obtidos com células no início da fase estacionária, 

em ambas as cepas, a atividade de fosfatases foi maior em relação aos outros dias (Fig. 

5A e C), indicando um papel importante das fosfatases nessa fase de crescimento. É 

interessante notar que na cepa Tulahuen 2 a atividade de fosfatases em pH 4,0 foi a mais 

pronunciada, enquanto que na Y uma maior atividade foi observada em pH 7,0. Muitos 

autores têm atribuído às fosfatases ácidas envolvimento em processos de nutrição do T. 

cruzi (Avila et al., 1979; Letelier et al., 1985; Dutra et al., 2006) e às proteína tirosina 

fosfatases (PTPs), envolvimento na proliferação celular (Bakalara et al., 1995). Um 

trabalho realizado em nosso laboratório com as cepas Tulahuen 2 e Y mostrou 

diferenças entre a densidades populacionais quando as duas cepas atingiram a fase 

estacionária de crescimento, tendo a Tulahuen 2 atingido a fase estacionária no mesmo 

tempo que a Y, porém com uma densidade populacional maior (Mielniczki-Pereira et 

al., 2007). Um dos fatores que favorecem a entrada das células na fase estacionária é a 

disponibilidade de substratos. Assim, os resultados obtidos para as fosfatases em 

conjunto com o estudo de Mielniczi-Pereira sugerem que a cepa Tulahuen 2 por ter uma 
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maior atividade de fosfatases ácidas, seja capaz de proliferar-se mais rapidamente que a 

cepa Y. 

Ainda analisando os resultados obtidos com adição de Mg2+ ao meio reacional 

(Fig. 5A e C), há a sugestão de que o Mg2+ seja um importante cofator para as fosfatases 

alcalinas, principalmente na cepa Y (Fig. 5C). Surpreendentemente, quando os ensaios 

foram realizados sem adição de Mg2+ ao meio reacional, uma diferença significativa na 

atividade de fosfatases (diminuição de 40%), para ambas cepas em pH 4,0 foi observada 

quando atingiram a fase estacionária (7º dia) (Fig. 5B e D).    

Quando analisamos a atividade de fosfatases na cepa Y com adição de magnésio 

ao meio reacional, diferenças estatisticamente significativas foram observadas entre o 

começo da fase estacionária e o começo da fase logarítmica e a fase estacionária, sendo 

as duas últimas iguais nos pHs 6,0 – 8,0 (Fig. 5C). É importante mencionar que 

diferentemente da cepa Tulahuen 2, na cepa Y atividades similares foram observadas no 

3º e 7º dia de proliferação. 

 

4.5 Efeito da adição de Ca2+ sobre a atividade de fosfatases: 

O aumento na concentração intracelular de Ca2+ em T. cruzi e nas células do 

hospedeiro é indispensável para o processo de invasão do parasita (Moreno et al., 

2007). Além do mais, mudanças no desenvolvimento e níveis de proliferação celular 

podem igualmente depender de cálcio (Moreno et al., 2007). Uma proteína homóloga de 

calcineurina (PP2B) foi identificada em T. cruzi.  Aparentemente, a mesma perdeu sua 

regulação por Ca2+, sendo regulada diferentemente no T. cruzi. Entre as Ser/Thr 

fosfatases esta é a única conhecida que possui regulação pelo sistema Ca2+/ 

Calmodulina e é importante, pois está envolvida em ativação de cascata apoptótica 

(Moreno et al., 2007). Em Leishmania donovani essa fosfatase foi identificada, estando 
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ativa em pH 7,5, exibindo dependência do sistema Ca2+-calmodulina para estar ativa, 

entretanto seu papel fisiológico não está elucidado (Banerjee et al., 1999).  

Tomando essas informações, decidimos investigar os efeitos do cálcio sobre a 

atividade de fosfatases nos homogenatos celulares em uma ampla faixa de pH.  
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Figura 6 – Influência do cálcio sobre a atividade de fosfatases do T. cruzi. 
O extrato celular das cepas Tulahuen 2 (A) e Y (B), foi incubado na presença (coluna 
rachurada) e ausência (coluna preenchida) de 1mM de CaCl2. Os tampões utilizados e 
as demais condições encontram-se em materiais e métodos. Análise estatística: *p< 

0,05 representa diferença significativa. 
 

Como pode ser visto na Figura 6, a adição de cálcio ao meio de reação, 

provocou efeito inibitório significativo na atividade de fosfatases da cepa Tulahuen 2 

(A) em pH 8,0,  promovendo uma redução de 50% da atividade enzimática. A 

atividade das fosfatases da cepa Y (B) foi inibida, porém, nos pHs 7,0 (50%) e 8,0 

(75%). 

A literatura disponível relata que as fosfatases alcalinas têm pH ideal entre 8,0 e 

9,0 e que dependem de cofatores como magnésio, cobalto ou manganês (Aoyama et 

al., 2003). Embora o cálcio seja um íon bivalente, não há referências do mesmo como 

cofator para fosfatases alcalinas. Entretanto, o cálcio compete com os cofatores, 

exercendo inibição sobre a atividade enzimática de fosfatases alcalinas. O 

comportamento do cálcio como um inibidor ocorreu em valores altos de pH (8,0) para 

as duas cepas, onde as fosfatases alcalinas estão ativas. Curiosamente na cepa Y em 

* 

* * 

A B 
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pH 7,0 um efeito inibitório (50%) foi observando, entretanto essa inibição foi mais 

pronunciada em pH 8,0 (75%). O trabalho publicado por Dutra e colaboradores em 

2006, relatando que em pH 6,8 o cálcio não causa nenhuma alteração na atividade de 

fosfatases de formas epimastigotas de T. cruzi, assemelha-se ao resultado obtido com 

a cepa Tulahuen 2, uma vez que em pH 7,0 o cálcio não interferiu significativamente 

na atividade das fosfatases (Dutra et al., 2006). Visto que nessa faixa de pH não estão 

ativas as fosfatases alcalinas e mesmo o grupo de Dutra empregando uma 

concentração 5 vezes maior de cálcio do que a utilizada nesse estudo, não detectaram 

diminuição na atividade enzimática (Dutra et al., 2006). Intrigantemente o ocorrido 

com a cepa Y, levou-nos a outra hipótese, talvez nessa cepa em pH 7,0 algum tipo de 

proteína fosfatase dependente de cofator esteja ativa e não uma fosfatase alcalina, já 

que esse grupo de fosfatases apresenta atividade apenas em valores acima do pH 8,0. 

 

4.6 Ação dos inibidores sobre a atividade das fosfatases: 

Ao observarmos, o comportamento das cepas em relação ao pH, decidimos 

utilizar os valores onde a atividade mostrou-se mais pronunciada (4,0 e 7,0), para 

realizar os testes com inibidores específicos. Desde o começo do trabalho, estudamos as 

fosfatases em células no início da fase estacionária (5 dias), com interesse de entender 

mecanismos que se diferenciam nas duas cepas, nesse período da proliferação.De fato, 

os dados mostrados na Fig. 4, nos indicaram ser essa a fase da proliferação mais 

interessante para o estudo ser conduzido. 

O estudo voltou-se então à investigação do perfil de alguns inibidores sobre a 

atividade de fosfatases nos pHs 4,0 (Tabela II) e 7,0 com e sem adição de Mg2+ (Tabela 

III).  
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Tabela II – Efeito de moduladores sobre a atividade de fosfatases de 
T.cruzi em pH 4,0 

 
 
 

Moduladores 

Inibição da atividade de fosfatases (%) 

 
Tulahuen 2 

 

             
               Y 

EDTA (1 mM) 11* 10* 

NaF (10 mM) 92 88 
Tartarato (10 mM) 77 68 
KH2PO4 (5 mM) 25 -* 
pHMB (1 mM) 26 -* 
ZnSO4 (1 mM) 16* -* 
o-vanadato (1 mM) 93 62 

Pervanadato (0.1 mM) 
88 70 

Pervanadato (1 mM) 84 66 
 

Os homogenados celulares foram incubados em tampão Acetato, pH 4,0 por 15 
min, na presença de diferentes moduladores. Controle (100% de atividade de 
fosfatase): 1,75 ± 0,36 e 0,05 ± 0,008 µmol.min-1.mg-1 para as cepas Tulahuen 2 e 
Y, respectivamente. Análise estatística: * p> 0,05 foram considerados não 
significativos. Ausência de inibição é representada por (-). 

 

Os resultados da (Tabela II) demonstraram que em pH 4,0 o agente quelante 

EDTA não teve efeito em ambas as cepas, indicando a ausência de fosfatases 

dependentes de metal neste pH nessas duas cepas de T. cruzi. Os inibidores clássicos de 

fosfatases ácidas, tartarato e fluoreto de sódio (Bakalara et al., 1995) causaram o mesmo 

efeito nas duas cepas (inibição de 70 e 90% da atividade respectivamente), embora o 

fluoreto de sódio tenha sido mais efetivo. Fosfato monobásico de potássio (KH2PO4), 

um inibidor de fosfatase alcalina, inibiu em 25% a atividade enzimática na cepa 

Tulahuen 2 e falhou na inibição na cepa Y. Interessantemente, Dutra e colaboradores 

observaram o mesmo efeito deste inibidor sobre a atividade de ectofosfatases da cepa Y 

(Dutra et al., 2006). Achamos intrigante o fato do KH2PO4 ter exibido efeito inibitório 

sobre as fosfatases da cepa Tulahuen 2 em pH 4,0 uma vez que nesse valor de pH as 
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fosfatases alcalinas não estão ativas, esse resultado nos levou à hipótese de que este 

inibidor não seja específico para fosfatases alcalinas. 

A fosforilação de proteínas especificamente em resíduos de tirosina compreende 

um dos principais mecanismos de controle para uma série de eventos como, proliferação 

celular, diferenciação, metabolismo, ciclo celular e expressão gênica, entre outros 

(Cuevas et al., 2005). As PTPs, como dito anteriormente, dependem do resíduo de 

cisteína, que é essencial para a catálise enzimática (Ferraro et al., 2007). Esse resíduo de 

cisteína pode ser regulado por reações reversíveis de oxidação/redução por agentes 

oxidantes celulares (Ferraro et al., 2007; Chiarugi, 2005) que provavelmente estão 

envolvidos no mecanismo de regulação in vivo da atividade desta classe de enzimas 

(Huyer et al., 1997). Bakalara e colaboradores propuseram em 1995, que a atividade de 

PTPs pode desempenhar um papel central no crescimento e diferenciação de formas 

sanguíneas do T. brucei (Bakalara et al., 1995). 

As células da cepa Tulahuen 2 alcançam a fase estacionária no mesmo ponto que 

as da cepa Y, porém com uma densidade celular maior (Mielniczki-Pereira et al., 2007). 

Essa diferença no número de células pode ser resultado de um aumento da atividade de 

PTPs nas mesmas, estimulando sua proliferação. Os dados representados na Figura 5 A 

e B, mostram em todas as fases da proliferação celular uma maior atividade de 

fosfatases na cepa Tulahuen 2 em comparação a outra cepa. 

A partir destes resultados e das informações obtidas na literatura evidenciando a 

importância das PTPs, decidimos testar os efeitos de diferentes inibidores clássicos 

sobre a atividade desse grupo de fosfatases. O pHMB, um conhecido inibidor de 

enzimas dependentes de grupamentos SH, promoveu baixa inibição da atividade 

enzimática na cepa Tulahuen 2 (26%), enquanto que na cepa Y não afetou a atividade. 

Zinco, cujo mecanismo inibitório pode envolver oxidação reversível do resíduo de 
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cisteína, ou ainda a ligação coordenada de átomos de zinco no sítio ativo (Ferraro et al., 

2007), não teve efeito expressivo em ambas as cepas. 

Os inibidores o-vanadato e pervanadato têm sido amplamente estudados por 

seus efeitos insulino miméticos e são geralmente empregados para inibir a atividade 

catalítica das PTPs. Pervanadato (combinação 1:1 de o-vanadato e peróxido de 

hidrogênio) é um inibidor irreversível das PTPs, diferente do o-vanadato que possui 

inibição completamente reversível (Lau et al., 1989; Huyer et al., 1997). O pervanadato 

é um potente inibidor de PTP graças ao H2O2, que promove a inativação enzimática 

através da oxidação da cisteína essencial para a catálise (Huyer et al., 1997).  Estudos in 

vitro mostram que tal inibição é revertida apenas em incubações contendo tióis 

(Chiarugi, 2004). O mecanismo de inibição pelo o-vanadato é atribuído a sua 

conformação quando oxidado, pois assume forma tetraédrica, semelhante a estrutura do 

fosfato, agindo competitivamente (Chiarugi, 2004).  Houve inibição de 93% na 

atividade das fosfatases da cepa Tulahuen 2 e 62% nas da cepa Y quando o-vanadato foi 

testado. O pervanadato, inibiu em 88 e 70% a atividade enzimática nos extratos 

celulares de Tulahuen 2 e Y respectivamente. 
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Tabela III - Efeito de moduladores sobre a atividade de fosfatases de T.cruzi dosadas 
em pH 7,0 com ou sem adição de Mg2+ (10mM). 
 
 
 
 
 

 Moduladores 

                    
                   Inibição da atividade de fosfatases (%) 

 
Tulahuen 2  

 

 
Y 

-Mg2+  + Mg2+ - Mg2+ 

 
+ Mg2+ 

EDTA (1 mM) 4 ND 43 ND 
NaF (10 mM) 80 96 75 86 
pHMB (1 mM) 65 67 57 7* 
Tartrato (10 mM) 12*  18* 20* 7* 
o-vanadato (1 mM) 75 90 84 86 
KH2PO4 (5  mM) 33 34 20*  21* 
ZnSO4 (1  mM)   42 83 36   71 
Pervanadato (0.1 mM) 79 83 59 79 
Pervanadato (1 mM) 69 89 75 93 

 
Os homogenatos celulares foram incubados em tampão Hepes 1M, pH 7,0 por 15 min, na presença de 
diferentes moduladores. Controle (100% de atividade de fosfatase): 0,52 ± 0,09 e 1,60 ± 0,39 µmol.min-

1.mg-1 para a cepa Tulahuen 2, com e sem adição de Mg2+ (10 mM) adicionado  respectivamente. Para a 
cepa Y 0,044 ± 0,008 e 0,14 ± 0,04 µmol.min-1.mg-1, com ou sem adição de Mg2+ respectivamente. 
Análise estatística: * p> 0,05 foram considerados sem diferença significativa. Ausência de inibição é 
representada por (-) e não determinada por (ND). 

 

Analisando-se os resultados obtidos com a cepa Tulahuen 2 em meio reacional 

com pH 7,0 sem adição de Mg2+ (Tabela III), EDTA e tartarato não inibiram 

significativamente as fosfatases. Entretanto, o fluoreto (NaF), outro inibidor de 

fosfatases ácidas promoveu uma inibição na ordem de 80%. O inibidor de fosfatase 

alcalina, KH2PO4, levou a uma inibição de 33% na atividade enzimática, sendo o 

mesmo padrão de inibição observado com a adição de magnésio à reação, mas como em 

pH 7,0 as fosfatases alcalinas estão inativas, provavelmente esses resultados são 

devidos à inibição da atividade de outro tipo de fosfatase, talvez uma proteína fosfatase. 

Relacionando esse resultado aos obtidos na presença de cálcio (Fig. 6-A) podemos 

levantar a hipótese de que a cepa Tulahuen 2 possua um tipo de fosfatase ativa em pH 

7,0 e que provavelmente sua atividade não dependa de cofator. Os inibidores de PTP, 
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pHMB e Zn2+, promoveram uma inibição de 65 e 42% respectivamente. O o-Vanadato 

e pervanadato tiveram efeito similar, que foi de 75 e 79%. Comparando este perfil com 

o da cepa Y, notamos que o EDTA tem um forte efeito inibitório, enquanto que o do 

tartarato e do KH2PO4 não foi significativo (20%). O pHMB, Zn2+ e o-vanadato, 

inibiram a atividade em 57, 36 e 84% respectivamente. Talvez a fosfatase alcalina da Y 

seja semelhante a do trabalho de Dutra, onde levantam a suposição de estarem tratando 

de uma nova fosfatase, pois o KH2PO4 falhou em inibir a atividade desta enzima sem 

magnésio adicionado ao meio. No caso deste trabalho observamos que tanto na 

presença quanto ausência do Mg2+ os níveis de inibição foram baixos 

(aproximadamente 20%) respectivamente. Interessantemente, foi necessário aumentar 

em 10 vezes a concentração de pervanadato quando a atividade de fosfatases foi dosada 

na cepa Y, para se obter o nível semelhante de inibição alcançado na cepa Tulahuen 2.  

Quando Mg2+ exógeno estava presente na reação, uma alta porcentagem de 

inibição foi observada com fluoreto, zinco e pervanadato, para ambas as cepas. O o-

vanadato promoveu nas duas cepas alta inibição, entretanto na cepa Tulahuen 2 essa 

inibição foi maior na presença de magnésio. Tartarato não promoveu inibição 

significativa, KH2PO4 (e pHMB inibiram as fosfatases da Tulahuen 2 de forma 

diferente, tendo o pHMB exibido praticamente o dobro de inibição em relação ao 

KH2PO4. 

Resultados interessantes foram obtidos com a cepa Y na presença de pHMB e 

tartarato. Especulamos que o Mg2+ pôde interagir no sítio de reação bloqueando o 

acesso do inibidor à enzima, uma vez que a presença de magnésio reverteu a inibição 

alcançada na reação sem a adição desse cátion. 

 O substrato artificial, inespecífico e de baixo peso molecular pNPP utilizado 

nesses experimentos permitiu determinar a atividade de fosfatases presentes em extrato 
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celular das  cepas  Tulahuen 2 e Y de T. cruzi. O entendimento mais preciso sobre essas 

proteínas fosfatases requer uma investigação detalhada com substratos específicos, 

visando uma melhor caracterização das fosfatases nos pHs estudados. 

 

5. Conclusões: 

- As cepas Tulahuen 2 e Y apresentam diferentes parâmetros cinéticos, 

resultantes  da diferença na constante de especificidade pelo substrato, exibindo a cepa 

Tulahuen 2  12 vezes mais afinidade pelo p-NPP que a cepa Y. 

- As fosfatases da cepa Tulahuen 2 foram mais ativas em pH 4,0 mesmo com 

adição de Mg2+ ao meio. Na cepa Y, a maior atividade de fosfatases após a adição do 

magnésio foi em pH 7,0. 

- O perfil de inibição promovido pelo Ca2+ sugere que as cepas Tulahuen 2 e Y 

possuem fosfatase alcalina ativa apenas em pH 8,0; na cepa Y provavelmente uma 

proteína fosfatase dependente de cofator está ativa em pH 7,0.   

- Os inibidores mostraram que em pH 4,0 o perfil de fosfatases ácidas é 

semelhante nas duas cepas. Entretanto, a cepa Tulahuen 2 apresenta maior atividade de 

PTP. Isso nos leva a concluir que não apenas as fosfatases ácidas são as responsáveis 

pelas diferenças observadas na proliferação celular (início da fase estacionária). Talvez 

ocorra sinergismo entre esses dois grupos de enzimas promovendo a proliferação das 

células. 

- Diferentemente do descrito na literatura, ambas as cepas apresentam fosfatases 

ácidas ativas também em pH neutro, uma vez que o NaF inibiu cerca de 80% da 

atividade de fosfatases medidas em pH 7,0. 

Esses resultados reforçam a heterogeneidade existente na população de T. cruzi e 

indicam um possível envolvimento das fosfatases no ciclo celular do parasita, assim  
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uma caracterização mais específica dessas enzimas poderá fornecer indícios de novos 

alvos para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da doença de Chagas. 
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