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RESUMO 

 

Toxoplasma gondii constitui o agente etiológico da toxoplasmose, doença de 
abrangência global e que afeta principalmente pacientes imunocomprometidos e 
bebês durante o desenvolvimento gestacional, desencadeando severas 
manifestações clínicas que incluem encefalite, alterações oculares e até mesmo 
transtornos psiquiátricos. Os fármacos atuais apresentam diversos efeitos adversos 
aos pacientes e são efetivos apenas sobre a fase proliferativa dos parasitos. Uma das 
possíveis vias a serem exploradas para novos tratamentos pode estar relacionada ao 
metabolismo energético de Toxoplasma, que diferente dos demais organismos, 
privilegia as vias glicolíticas como principal fonte de ATP. Na literatura é apontado que 
na ausência do complexo piruvato desidrogenase (PDH) mitocondrial em Toxoplasma 
e demais apicomplexas, ocorreu uma reconversão bioquímica do complexo 
desidrogenase de alfa-cetoácidos de cadeia ramificada (BCKDH), o qual assumiu uma 
função enzimática do tipo PDH, ou seja, voltada à conversão do piruvato, diferente do 
seu papel “canônico” voltado ao metabolismo de aminoácidos ramificados, como 
ocorre nos demais organismos. O complexo BCKDH geralmente é regulado pela 
quinase BCKDK, enquanto o complexo PDH tem como enzima regulatória a quinase 
PDK. Essas quinases fosforilam resíduos de serina presentes na subunidade E1-alfa 
dos seus respectivos complexos desidrogenases. Entretanto, em Toxoplasma são 
reportadas as quinases PDK e BCKDK na mitocôndria dos parasitos, mantendo-se 
como uma questão em aberto qual dessas enzimas estaria participando da regulação 
do complexo BCKDH, e, indiretamente, promovendo a predominância das vias 
glicolíticas. Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa apontaram que o ácido 
dicloroacético (DCA), droga voltada à inibição da quinase PDK em modelos tumorais, 
reduz a proliferação dos parasitos in vitro. Dessa forma, esse trabalho busca 
compreender se as quinases TgPDK e/ou TgBCKDK atuam regulando o complexo 
BCKDH de Toxoplasma e se essas enzimas seriam os alvos biológicos de DCA. Para 
elucidar essa questão metabólica, utilizamos diferentes abordagens, envolvendo 
análises filogenéticas, ensaios enzimáticos, análises por docking molecular e técnicas 
de imunoprecipitação. Até o momento a literatura aponta a existência de somente uma 
subunidade E1-alfa (E1-alfa-01) para o complexo BCKDH dos parasitos, entretanto, 
nossas análises filogenéticas apontaram a existência de uma nova subunidade, que 
denominamos como E1-alfa-02, ainda não reportada na literatura. Nossos testes 
enzimáticos apontaram que a quinase recombinante BCKDK aumenta a sua atividade 
catalítica in vitro na presença de peptídeos sintéticos relacionados tanto à E1-alfa-01 
quanto E1-alfa-02, sugerindo que a nova subunidade identificada também é um alvo 
biológico dessa quinase. Abordagens de imunoprecipitação, seguidas de análises 
proteômicas, identificaram que o componente E2 do complexo BCKDH está associado 
a ambas as quinases (TgPDK e TgBCKDK), reforçando a hipótese de que ambas as 
enzimas poderiam atuar sobre a regulação de ambas as subunidades E1-alfa de 
BCKDH. Além disso, análises de docking molecular indicaram a ligação de DCA em 
BCKDK e PDK, e ensaios enzimáticos confirmaram o efeito inibidor de DCA sobre a 
atividade de BCKDK, o que amplia o entendimento sobre a atuação desse fármaco no 
metabolismo de Toxoplasma. 
 
Palavras-chave: PDK; BCKDK; DCA; ensaios de cinética enzimática. 
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ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is the etiological agent of toxoplasmosis, a globally widespread 
disease that primarily affects immunocompromised individuals and fetuses during 
gestational development, triggering severe clinical manifestations such as 
encephalitis, ocular alterations, and even psychiatric disorders. Current drugs have 
various adverse effects on patients and are only effective against the proliferative stage 
of the parasites. One potential pathway for the development of new treatments involves 
the energy metabolism of Toxoplasma, which, unlike many other organisms, relies 
predominantly on glycolytic pathways as its main source of ATP. According to the 
literature, in the absence of mitochondrial pyruvate dehydrogenase (PDH) complex 
in Toxoplasma and other apicomplexans, the branched-chain α-keto acid 
dehydrogenase (BCKDH) complex has undergone biochemical repurposing, acquiring 
a PDH-like enzymatic function directed toward pyruvate conversion. This function 
diverges from its canonical role in branched-chain amino acid metabolism, as seen in 
other organisms. The BCKDH complex is typically regulated by the BCKDH kinase 
(BCKDK), while the PDH complex is regulated by pyruvate dehydrogenase kinase 
(PDK). These kinases phosphorylate serine residues on the E1-alpha subunits of their 
respective dehydrogenase complexes. However, in Toxoplasma, both PDK and 
BCKDK have been reported in the mitochondria, raising the question of which enzyme 
is responsible for regulating the BCKDH complex and thereby contributing to the 
parasite’s glycolytic predominance. Previous data from our research group indicated 
that dichloroacetic acid (DCA), a drug known to inhibit PDK in tumor models, reduces 
parasite proliferation in vitro. This study aims to determine whether TgPDK and/or 
TgBCKDK regulate the BCKDH complex in Toxoplasma and whether these kinases 
are biological targets of DCA. To explore this metabolic question, we employed several 
approaches, including phylogenetic analyses, enzymatic assays, molecular docking, 
and immunoprecipitation techniques. While the literature describes only one E1-alpha 
subunit (E1-alpha-01) for the BCKDH complex in Toxoplasma, our phylogenetic 
analyses identified a previously unreported subunit, which we named E1-alpha-02. 
Enzymatic assays demonstrated that recombinant BCKDK exhibits increased catalytic 
activity in the presence of synthetic peptides corresponding to both E1-alpha-01 and 
E1-alpha-02, suggesting that the newly identified subunit is also a target of this kinase. 
Immunoprecipitation followed by proteomic analysis revealed that the E2 component 
of the BCKDH complex interacts with both TgPDK and TgBCKDK, supporting the 
hypothesis that both kinases may regulate the E1-alpha subunits. Furthermore, 
molecular docking analyses showed that DCA binds to both BCKDK and PDK, and 
enzymatic assays confirmed DCA's inhibitory effect on BCKDK activity. These findings 
expand our understanding of DCA’s action on Toxoplasma metabolism. 

 

Keywords: PDK; BCKDK; DCA; enzymatic kinetics assays. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A toxoplasmose se caracteriza como uma infecção de abrangência global com 

severos impactos sobre a saúde dos animais (silvestres, domésticos e de produção), 

atingindo também as populações humanas em todos os continentes (STELZER et al., 

2019). Essa patologia tem como agente causador o organismo Toxoplasma gondii, 

patógeno intracelular obrigatório, pertencente ao filo Apicomplexa, capaz de infectar 

virtualmente qualquer célula nucleada de hospedeiros endotérmicos (MARINO; 

BOOTHROYD, 2017). A ocorrência desses parasitas tem sido reportada em mais de 

300 espécies de mamíferos e 30 espécies de aves, tornando essencial o 

monitoramento adequado da saúde dos rebanhos, uma vez que o consumo de carnes 

contaminadas é uma via importante de transmissão da toxoplasmose aos humanos 

(FLEGR et al., 2014; VANWORMER et al., 2014).  

Diferentes índices de soroprevalência são reportados conforme a região 

geográfica, podendo superar os 60% da população em determinadas localidades do 

Brasil, assim como em alguns países da África e do sudeste asiático (PAPPAS; 

ROUSSOS; FALAGAS, 2009). Regiões com menores níveis socioeconômicos, como 

áreas rurais e populações com baixa escolaridade, geralmente apresentam taxas mais 

elevadas de infecção, constituindo um grave problema de saúde pública (CABRAL 

MONICA et al., 2022). 

Indivíduos imunocompetentes geralmente são assintomáticos frente à infecção 

por T. gondii, entretanto, a circulação de cepas atípicas e mais virulentas, 

especialmente nas Américas, tem sido associada à ocorrência de quadros clínicos 

mais severos (BRITO et al., 2023). Pacientes imunocomprometidos, ou sob condições 

medicamentosas que induzem à imunossupressão, também podem apresentar 

formas graves da toxoplasmose devido à rápida multiplicação dos parasitos bem como 

reativação de cistos latentes. Nesses casos, a doença pode desencadear quadros 

sistêmicos, afetando diferentes órgãos, com a ocorrência de convulsões, danos 

oculares, encefalite e problemas respiratórios, o que pode resultar na morte dos 

pacientes (WANG, ZE DONG et al., 2017). 

As gestantes são consideradas um grupo de risco para a toxoplasmose, devido 

à transmissão vertical dos parasitos através da placenta, o que leva à alterações 

graves nos embriões, com quadros associados a danos oculares e neurológicos, além 

da ocorrência de abortos, implicando na necessidade de diagnósticos mais precoces 
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e tratamento adequado tanto das gestantes quanto dos recém-nascidos infectados 

(MCAULEY, 2014). 

As vias de transmissão ocorrem principalmente através do consumo de carnes 

cruas ou malcozidas, contendo cistos teciduais, ou ainda devido à contaminação de 

alimentos ou fontes de água por oocistos (ATTIAS et al., 2020). Um dos maiores surtos 

de contaminação por toxoplasmose no Brasil ocorreu na cidade de Santa Maria/RS, 

em 2018, e foi associado à contaminação de água tratada e distribuída para o 

abastecimento urbano, gerando mais de 900 casos confirmados através de exames 

sorológicos (MINUZZI et al., 2021). 

Atualmente não existem terapias farmacológicas totalmente efetivas contra a 

essa infecção. O protocolo de tratamento mais utilizado consiste no uso combinado 

dos fármacos sulfadiazina e pirimetamina, que agem somente contra a fase 

proliferativa do ciclo de vida dos parasitos, constituída pelos taquizoítas, mas sem 

efeitos sobre a forma latente, que se apresenta na forma de cistos teciduais (contendo 

bradizoítas), que podem reiniciar a infecção (BEN-HARARI; GOODWIN; CASOY, 

2017).  

Essa combinação de drogas atua reprimindo a multiplicação dos parasitos 

através da inibição da via metabólica do folato. Entretanto, essa mesma via metabólica 

é importante para o metabolismo adequado das células normais do paciente, o que 

desencadeia severos efeitos colaterais (DUNAY et al., 2018). Em alguns casos, o uso 

de suplementos a base ácido fólico pode ser recomendado como forma de reduzir os 

efeitos adversos dessas terapias (NZILA; OKOMBO; MOLLOY, 2014). Pacientes 

intolerantes à medicação podem apresentar quadros severos de hipersensibilidade, 

incluindo alterações hematológicas e de medula óssea (AZAMI et al., 2021).  

Devido aos graves efeitos colaterais e a necessidade de tratamentos 

prolongados, estima-se que 30% dos pacientes abandonem as terapias (ALDAY; 

DOGGETT, 2017), o que representa um grande risco à saúde considerando a possível 

recidiva da doença. Dessa forma, estudos que ajudam a distinguir especificidades do 

metabolismo parasitário em relação ao metabolismo das células do hospedeiro, 

podem contribuir para terapias mais eficientes, de menor duração e menores efeitos 

adversos, o que permitiria também a eliminação das formas latentes.  

Entre as características marcantes presentes em Toxoplasma, e que poderiam 

constituir alvos importantes para novas terapias estão as proteínas quinases ligadas 

ao metabolismo do carbono (SANTOS et al., 2023), a grande dependência da glicólise 
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para o metabolismo energético dos parasitos (SHUKLA et al., 2018), bem como as 

características bioquímicas únicas que levaram à adaptação de um complexo 

desidrogenase mitocondrial para uma função não-tradicional voltada ao metabolismo 

do piruvato (OPPENHEIM et al., 2014).  

Em células normais de mamíferos, o ATP é produzido majoritariamente através 

das vias mitocondriais, onde o complexo piruvato desidrogenase (PDH) promove a 

conversão do piruvato (originado da glicólise) em acetil-CoA, o qual é então 

metabolizado pelo ciclo de Krebs, gerando cofatores que ativam a fosforilação 

oxidativa (BULTHUIS et al., 2019). Entretanto, em Toxoplasma, ocorre um predomínio 

da glicólise sobre o metabolismo mitocondrial (SHUKLA et al., 2018), fenótipo também 

verificado nas fases eritrocíticas de Plasmodium, sendo um mecanismo metabólico 

essencial para sustentar a rápida proliferação e os processos de invasão de novas 

células (VAN NIEKERK et al., 2016). 

Nos parasitos, a intensa produção de piruvato pela glicólise, juntamente à sua 

limitada degradação pelas vias mitocondriais, acarreta a acumulação desse 

metabólito no citoplasma. Dessa forma, o piruvato é então convertido a lactato, 

fornecendo tanto energia para o metabolismo parasitário quanto biomassa suficiente 

para sustentar a contínua proliferação celular (SALCEDO-SORA et al., 2014). Além 

disso, a excreção de lactato para o meio extracelular promove a acidificação do 

vacúolo parasitóforo, contribuindo para o egresso dos parasitos (HUYNH; 

CARRUTHERS, 2022). A formação de cistos teciduais, essenciais para a forma latente 

da doença, também é fortemente dependente da glicólise (SHUKLA et al., 2018). 

Esse perfil metabólico, apresentado pelos apicomplexas, é fenotipicamente 

similar ao apresentado pelas células tumorais, e conhecido como Efeito Warburg, no 

qual, mesmo sob condições ricas em oxigênio, ocorre supressão do metabolismo 

mitocondrial, com a produção de ATP sendo conduzida majoritariamente pela glicólise 

(MARTINS PINTO et al., 2023). Essa estratégia metabólica garante a manutenção de 

uma alta concentração intracelular de compostos de carbono, o que sustenta uma 

contínua proliferação celular, além da repressão das vias apoptóticas ligadas ao 

metabolismo mitocondrial (MATHUPALA; KO; PEDERSEN, 2010). Nos tumores, esse 

fenótipo ocorre através da superexpressão da quinase PDK (piruvato desidrogenase 

quinase), que atua na fosforilação de resíduos de serina presentes na subunidade E1-

alfa do complexo PDH (piruvato desidrogenase), reduzindo a sua atividade, e 

promovendo de forma indireta as vias glicolíticas (HE et al., 2017). A superexpressão 
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da quinase PDK3 também está associada à maior agressividade dos tumores, além 

de piores prognósticos (KUO et al., 2021). 

O ácido dicloroacético (DCA) é capaz de inativar a quinase PDK em células 

tumorais, e, indiretamente, reestabelecer a atividade do complexo PDH, o que leva os 

tumores à morte celular (TIERSMA et al., 2022). Dessa forma, o reposicionamento de 

fármacos antitumorais, e que são capazes de reverter esse fenótipo glicolítico em 

tumores, também poderia constituir a base de novas estratégias terapêuticas contra 

T. gondii. 

Nesse sentido, dados obtidos anteriormente em nosso grupo de pesquisa 

demonstraram que o DCA também é capaz de reduzir a proliferação de taquizoítas in 

vitro, com aumento da atividade mitocondrial e da conversão do piruvato em acetil-

CoA (FERRARINI et al., 2021), entretanto ainda se desconhecem os alvos 

moleculares dessa droga nos parasitos. 

Entre os fatores que dificultam a atribuição precisa do alvo molecular de DCA 

em Toxoplasma, destaca-se as especificidades metabólicas desses parasitos em 

relação à maior parte dos demais organismos, além da ausência de um complexo 

PDH na mitocôndria. Neste caso, o complexo PDH encontra-se restrito ao apicoplasto 

(organela similar aos plastídios de algas) (FLEIGE et al., 2007). 

Apesar da ausência de um complexo PDH mitocondrial, os parasitos ainda 

apresentam o complexo BCKDH (complexo desidrogenase de alfa-cetoácidos de 

cadeia ramificada) que é normalmente envolvido no metabolismo de aminoácidos 

ramificados (derivados de valina, leucina e isoleucina, BCAAs) (WHITE et al., 2018). 

Nos apicomplexas é proposto que esse complexo apresentou uma adaptação 

evolutiva, tornando-se um complexo PDH-like, com sua atividade enzimática 

majoritária voltada à conversão do piruvato em acetil-CoA, o que permitiu a 

continuidade das vias energéticas mitocondriais, mesmo na ausência de um complexo 

PDH “canônico”. Entretanto, a literatura também pontua que esse complexo 

desidrogenase manteve uma atividade catalítica basal frente aos BCAAs 

(OPPENHEIM et al., 2014). Dessa forma, o complexo BCKDH de Toxoplasma teria a 

capacidade teórica de metabolizar 04 substratos diferentes, com atuação enzimática 

em vias metabólicas distintas, algo muito diferente do que é normalmente observado 

nos demais organismos. 

Essa situação metabólica de Toxoplasma é contrastante com a verificada em 

Plasmodium, que evolutivamente perdeu a capacidade de metabolizar os BCAAs. Em 
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contrapartida, Toxoplasma manteve a enzima BCAT (aminotransferase de 

aminoácidos de cadeia ramificada) (MATHUR; WAKEMAN; KEELING, 2021), que 

realiza o pré-processamento dos aminoácidos valina, leucina e isoleucina, fornecendo 

os substratos adequados para uma função catalítica canônica associada a um 

complexo BCKDH (NONG et al., 2022). 

Os complexos PDH e BCKDH são estruturalmente semelhantes e regulados 

por proteínas quinases. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, reportaram 

a ocorrência de duas proteínas quinases na mitocôndria desses parasitas (TgPDK e 

TgBCKDK), sem a ocorrência de proteínas relacionadas à essas enzimas no 

apicoplasto (FERRARINI et al., 2021). Ainda se desconhece o papel dessas quinases 

na regulação do complexo BCKDH, e se essas enzimas poderiam ser o alvo 

metabólico de DCA. Portanto, investigações mais detalhadas, focadas em avaliar os 

aspectos funcionais in vitro, bem como a avaliação das redes de interação metabólica 

dessas enzimas, podem trazer dados relevantes para o desenvolvimento de terapias 

mais eficazes contra a toxoplasmose. 

Além disso, a atividade catalítica do complexo BCKDH está diretamente 

associada à sua subunidade E1-alfa, e a literatura descreve apenas uma enzima E1-

alfa em T. gondii, mesmo sendo postulada uma função metabólica dupla para esse 

complexo desidrogenase (OPPENHEIM et al., 2014). Por isso, tivemos a iniciativa de 

realizar análises evolutivas dessa subunidade, visando comparar os dados obtidos 

com as análises filogenéticas que realizamos para as quinases TgBCKDK e TgPDK, 

e esclarecer, a partir de dados evolutivos, o panorama metabólico encontrado nos 

parasitos. 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

 

Novas estratégias farmacológicas são de extrema urgência para o tratamento 

da toxoplasmose, dado à sua abrangência global (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 

2009), às severas consequências verificadas sobre gestantes e bebês ainda na fase 

gestacional (FLORES et al., 2021), assim como a ocorrência de alterações oculares 

(CONCEIÇÃO et al., 2021) e comportamentais que são verificadas nos casos mais 

graves (DESMETTRE, 2020). Além disso, as drogas atuais são incapazes de eliminar 

as fases latentes da doença, bem como acarretam severos efeitos adversos aos 

pacientes, levando ao abandono das terapias (ALDAY; DOGGETT, 2017). 
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É reportado na literatura que o ácido dicloroacético (DCA) inibe a proliferação 

de T. gondii em estudos in vitro (FERRARINI et al., 2021), porém os alvos moleculares 

desse fármaco, no metabolismo dos parasitos, ainda são desconhecidos. Nesse 

sentido, os potenciais alvos biológicos de DCA podem estar relacionados às quinases 

PDK e/ou BCKDK, cuja localização mitocondrial as tornam candidatas à regulação do 

complexo BCKDH de T. gondii (FERRARINI et al., 2021), porém, ainda há uma 

carência na literatura dos dados funcionais de ambas as quinases, bem como de 

estudos visando a expressão e caracterização de formas recombinantes dessas 

enzimas.  

Além disso, a literatura postula que o complexo BCKDH, apesar de sua 

atividade majoritária voltada ao piruvato, ainda mantém uma atividade basal voltada 

aos aminoácidos (OPPENHEIM et al., 2014), o que caracterizaria esse complexo com 

uma atividade “dupla”, participando de duas vias metabólicas diferentes. Nesse 

sentido, também se justifica que análises filogenéticas sejam realizadas a fim de se 

verificar a possibilidade de existir alguma subunidade E1-alfa de BCKDH ainda 

desconhecida, possivelmente voltada ao metabolismo dos aminoácidos, e que 

também se constituiria em um possível alvo biológico para as quinases PDK e/ou 

BCKDK.  

Esses dados em conjunto podem fornecer subsídios tanto para uma melhor 

compreensão de questões ligadas ao metabolismo de Toxoplasma, quanto para o 

desenvolvimento de terapias mais efetivas voltadas à eliminação dos parasitos em 

diferentes fases do seu ciclo de vida. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Características gerais do protozoário Toxoplasma gondii 
 

As primeiras evidências científicas sobre a biologia do organismo Toxoplasma 

gondii remontam ao ano de 1908 e são atribuídas aos estudos conduzidos de forma 

independente por Nicolle e Manceaux, ligados ao Instituto Pasteur da Tunísia, e por 

Splendore, no Brasil (DUBEY, 2020). Nicolle e Manceaux observaram o novo 

patógeno a partir da análise histológica de tecidos infectados do roedor Ctenodactylus 

gundi, que ocorre no norte da África. Inicialmente esse novo microrganismo foi 

classificado junto ao gênero Leishmania (NICOLLE, CHARLES; MANCEAUX, 1908). 

Enquanto isso, Splendore relatou a presença do mesmo parasita ocorrendo em 

coelhos (SPLENDORE, 1908). 

No ano seguinte, em 1909, Nicolle e Manceaux repropõem a classificação 

desse parasita, o qual não estaria adequadamente relacionado ao gênero Leishmania, 

mas que se tratava efetivamente de uma nova espécie (posicionando-a também em 

um novo gênero), a qual denominaram de Toxoplasma gondii (NICOLLE, C; 

MANCEAUX, 1909). Os radicais que compõem o nome do gênero (toxon: arco e 

plasma: forma), estão relacionados ao formato curvado do parasita, e o epíteto 

específico gondii seria uma referência ao roedor onde esse organismo foi 

originalmente encontrado (DUBEY, 2020). 

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, grupo que abriga mais de 6.000 

espécies de parasitas intracelulares obrigatórios, com a maior parte de seus 

representantes sendo classificados como de importância médica, dado os impactos 

negativos que proporcionam tanto sobre a saúde dos animais silvestres e 

domesticados quanto à saúde humana (VOTÝPKA et al., 2016).  

Dentro do filo Apicomplexa, podemos elencar outros gêneros importantes, 

como Plasmodium (ligado a organismos causadores da malária), Cryptosporidium 

(vinculado à criptosporidíase, doença relacionada à problemas intestinais) e Babesia 

(causador da babesiose, enfermidade transmitida por carrapatos e que desencadeia 

quadros de anemia) (ARISUE; HASHIMOTO, 2015). 

Além desses, outros gêneros de importância veterinária também podem ser 

citados como Besnoitia (causador da besnoitiose, doença que acomete bovinos, 

causando prejuízos na pecuária) (DELOOZ et al., 2021), Neospora (causador da 
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neosporose em bovinos e animais de produção, e que apresenta como hospedeiro 

definitivo os cães) (SOKOL-BORRELLI; COOMBS; BOYLE, 2020) e o gênero 

Hammondia, que afeta os enterócitos de diferentes hospedeiros, mas que se 

apresenta menos patogênico que Toxoplasma (WALZER et al., 2013). 

Os apicomplexas possuem algumas características exclusivas que os 

distinguem dos demais grupos, entre elas a presença do complexo apical que é um 

conjunto de organelas envolvidas no parasitismo de novas células hospedeiras, sendo 

composto pelas róptrias, micronemas e conoide (Figura 1) (KATRIS et al., 2014). 

As róptrias são organelas secretórias que ocupam de 10 a 30% do volume total 

da célula e atuam na liberação de proteínas que participam dos processos de invasão 

da célula hospedeira, formação do vacúolo parasitóforo, além de auxiliarem na troca 

de nutrientes e sinais entre o parasita e a célula hospedeira (DONGCHAO; NING; 

QIJUN, 2020; SHEINER et al., 2010).  

Os micronemas atuam na liberação de complexos proteicos que favorecem as 

interações entre o parasito e os receptores das células hospedeiras. Organismos 

contendo deleção gênica para proteínas secretadas pelos micronemas apresentam 

seus processos de invasão fortemente comprometidos (SHEINER et al., 2010).  

Os conoides são estruturas compostas por longos filamentos de tubulina, com 

disposição helicoidal, que formam uma estrutura em formato de funil e atuam na etapa 

de invasão da membrana plasmática da célula hospedeira (MORRISSETTE; 

GUBBELS, 2013). 

Além do complexo apical, os apicomplexas apresentam os grânulos densos, 

organela secretória que atua na liberação de proteínas que interagem com a 

membrana do vacúolo parasitóforo, promovendo a formação de poros e aumentando 

a permeabilidade em relação a nutrientes originados da célula hospedeira, o que 

favorece a proliferação dos parasitos (GRIFFITH; PEARCE; HEASLIP, 2022). 

Além do complexo apical, outra organela específica e importante na biologia 

desse grupo de organismos é o apicoplasto, que se caracteriza como um plastídio 

não-fotossintetizante, originado evolutivamente a partir de processos de 

endossimbiose secundária, contendo quatro membranas e que apresenta genoma 

próprio (ELAAGIP; ABSALON; FLORENTIN, 2022). Em termos metabólicos, o 

apicoplasto participa da síntese de ácidos graxos, isoprenoides e heme, os quais 

estão interligados a vias bioquímicas importantes para a sobrevivência dos parasitos 

(ARISUE; HASHIMOTO, 2015; SATO, 2011). Em relação aos ácidos graxos, no 
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apicoplasto está presente a via de produção de ácidos graxos do tipo II (FAS II 

pathway) que também ocorre em outros organismos que contém plastídios (como 

algas, outros cromalveolatas, e até vegetais superiores) (RYALL; HARPER; KEELING, 

2003). Entretanto, apesar da grande participação metabólica atribuída ao apicoplasto, 

alguns representantes desse filo, como as gregarinas e os representantes do gênero 

Cryptosporidium, perderam essa organela durante o processo evolutivo (VOTÝPKA et 

al., 2016).  

 

 

Os dados relacionados ao genoma do apicoplasto têm sido utilizados para 

traçar a história evolutiva dos Apicomplexas, auxiliando na compreensão de questões 

relacionadas à epidemiologia e fisiologia de todo o grupo. O DNA do apicoplasto foi 

isolado pela primeira vez de Plasmodium lophurae como um extracromossomo 

circular com tamanho de 35 kb. Análises genéticas indicaram que as sequências 

nucleotídicas dessa organela estão organizadas de forma similar à encontrada nos 

plastídios de algas vermelhas, o que confirma a sua origem evolutiva através de 

eventos de endossimbiose secundária (ARISUE; HASHIMOTO, 2015). 

Genomas de plastídios apresentam em média de 150 a 250 kb de 

comprimento. Em contrapartida, plastídios de vegetais não-fotossintetizantes 

apresentam genoma reduzido a 70 kb, e o mesmo ocorre em T. gondii, cujo genoma 

do apicoplasto contém tamanho aproximado de apenas 35 kb. A redução do genoma 

dessa organela está diretamente ligada às adaptações aos ciclos de vida voltados ao 

Figura 1. Esquema da ultraestrutura da forma taquizoíta de Toxoplasma gondii. Próximo à
extremidade apical encontram-se o conoide, os micronemas e as róptrias. Proteínas derivadas dos
micronemas e das róptrias são liberadas nos processos de invasão das células hospedeiras. Adaptado 
de AJIOKA; FITZPATRICK; REITTER, 2001. 
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parasitismo obrigatório, onde a capacidade fotossintética passou a não ser mais 

necessária, ocorrendo a perda seletiva desses genes (SEEBER et al., 2020). 

Dados filogenéticos apontam que o apicoplasto teve origem em um processo 

de endossimbiose secundária, explicando a presença das quatro membranas 

observadas nessa organela. Em um período inicial, uma cianobactéria 

fotossintetizante foi endocitada por um ancestral eucarioto ligado às algas, permitindo 

a aquisição da capacidade fotossintética, similar ao encontrado nos cloroplastos dos 

demais vegetais. Em uma segunda etapa evolutiva, ocorreu um processo de 

endocitose dessa alga ancestral em um hospedeiro secundário, resultando assim na 

obtenção de um plastídio em um organismo ancestral ligado ao supergrupo dos 

Chromalveolatas, ramo ao qual pertence os Apicomplexas (Figura 2) (STRIEPEN, 

2011). 

 

A sobrevivência de T. gondii é totalmente dependente das vias metabólicas do 

apicoplasto. Em parasitas duplo-nocautes para as quinases PYK1 e PYK2, que atuam 

na conversão do fosfoenolpiruvato em piruvato, e que ocorrem no citoplasma e 

apicoplasto, respectivamente, se observa que o bloqueio na conversão do piruvato 

acarreta a paralisação das vias metabólicas ligadas ao apicoplasto, sendo que esse 

substrato é essencial para a via metabólica dos ácidos graxos e para a síntese de 

Figura 2. Origem do apicoplasto nos apicomplexas. A. Representação esquemática da origem do 
apicoplasto através de sucessivas etapas de endossimbiose. B. Caminho mais provável da evolução, 
envolvendo o endocitose que uma alga vermelha por um ancestral ligado ao Chromalveotas. Adaptado 
de STRIEPEN, 2011. 
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isoprenoides. Como consequência, os parasitos perdem os apicoplastos, ocorre 

redução da expressão gênica do complexo PDH dessa organela, e, por consequência, 

os parasitos são incapazes de realizar a proliferação celular (XIA et al., 2019). 

Abordagens farmacológicas voltadas ao bloqueio de vias bioquímicas do 

apicoplasto também têm sido sugeridas, como o uso da azitromicina, que bloqueia a 

maquinaria de tradução dessa organela (AMANZOUGAGHENE et al., 2024). As 

drogas relacionadas à fluoroquinolonas e rifampicina também tem perfil de ação sobre 

a enzima DNA girase e sobre a transcrição de RNA do apicoplasto, bloqueando de 

forma indireta a proliferação dos parasitos (LOW et al., 2018). 

 

2.2 Ciclo de vida 
 

T. gondii apresenta ciclo de vida complexo, envolvendo diferentes estágios de 

desenvolvimento. Os felinos (tanto domésticos quanto selvagens) são considerados 

os hospedeiros definitivos, pois no sistema digestivo destes animais ocorre a fase 

sexuada do ciclo de vida, com a formação de oocistos que são liberados no ambiente 

através das fezes (DJURKOVIĆ-DJAKOVIĆ et al., 2019).  

Os oocistos podem contaminar fontes de água e vegetais usados na 

alimentação humana e animal. Após a ingestão, a membrana dos oocistos é 

degradada e ocorre a liberação dos esporozoítas, que invadem o epitélio intestinal 

dos hospedeiros. Dentro das células, os esporozoítas se diferenciam em taquizoítas, 

forma caracterizada pela grande capacidade de infecção, pois podem invadir novas 

células e se multiplicar rapidamente (ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

Durante o processo de invasão da forma taquizoíta, que dura aproximadamente 

de 20 a 30 segundos, proteínas liberadas pelo complexo apical do parasito promovem 

interações com os receptores da célula hospedeira, promovendo a sua invaginação e 

a interiorização do parasita, com a consequente formação do vacúolo parasitóforo 

(SIBLEY; DAVID SIBLEY, 2011). Dentro do vacúolo parasitóforo, ocorrem sucessivas 

etapas de multiplicação do parasita que levam ao rompimento da célula hospedeira. 

Após a lise celular, os parasitas são liberados, reiniciando as etapas de infecção e 

multiplicação celular (PORTES et al., 2023). Todo esse processo leva à ativação do 

sistema imunológico do hospedeiro e, por consequência, à queda na multiplicação 

dos taquizoítas. Em contrapartida, para conseguir evadir do sistema imune, alguns 
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taquizoítas passam a se diferenciar em bradizoítas, forma de crescimento lento e 

caracterizada pela formação de cistos teciduais que afetam principalmente a 

musculatura e o sistema nervoso dos pacientes (CERUTTI; BLANCHARD; 

BESTEIRO, 2020). 

Os cistos teciduais presentes na carne de animais contaminados também são 

fontes de contágio aos animais carnívoros (como os felinos) e aos seres humanos. 

Casos de contaminação através de procedimentos de transfusão de sangue e 

transplante de órgãos também já foram relatados. Além disso, a transmissão vertical 

dos parasitos durante a gravidez também ocorre, acarretando severos danos 

neurológicos e oculares nos fetos (Figura 3) (MAREZE et al., 2019). 

Figura 3. Etapas do ciclo de vida de Toxoplasma gondii, mostrando as rotas de transmissão do 
parasita entre diferentes hospedeiros. A. Felinos são os hospedeiros definitivos e neles ocorre a 
fase sexual do ciclo de vida de T. gondii. B e C. Os oocistos esporulam e contaminam o solo, alimentos 
e corpos de água. D. Herbívoros podem se contaminar através desses oocistos espalhados pelo 
ambiente, constituído os hospedeiros intermediários. E. Após a ingestão dos oocistos, ocorre a 
infecção dos hospedeiros intermediários, dando origem aos cistos teciduais. F e G. Contaminação 
dos seres humanos ou de outros animais carnívoros através da ingestão de carne crua ou malcozida. 
H. Transmissão vertical do parasita durante a gestação, causando graves problemas de saúde aos 
bebês. I e J. Infecção em humanos por T. gondii em transfusões de sangue e transplante de órgãos. 
Adaptado de ATTIAS et al., 2020. 



32  

2.3 Distribuição geográfica e Diversidade Genética 
 

Os primeiros estudos sobre a diversidade genética de T. gondii foram 

realizados por Howe e Sibley em 1995 a partir da análise de 106 isolados originados 

da América do Norte e Europa. Utilizando técnicas de PCR/RFLP, os autores 

observaram a existência de três linhagens clonais diferentes, as quais foram 

nomeadas de Tipos I, II e III. Nessa época foi proposto uma maior prevalência do Tipo 

I em infecções congênitas, o Tipo II em pacientes com AIDS acometidos por encefalite, 

e o Tipo III presente em animais (HOWE; SIBLEY, 1995). 

Em 2011, uma 4ª linhagem clonal (Tipo IV) foi identificada na América do Norte 

(também conhecida como halogrupo 12), possivelmente endêmica para esse 

continente e ocorrendo majoritariamente junto à fauna silvestre (KHAN et al., 2011). 

Entretanto, diferente do originalmente proposto, T. gondii é altamente diverso 

em outras regiões geográficas. Dados moleculares envolvendo a análise conjunta de 

marcadores de polimorfismos em 950 isolados, abrangendo mais de 30 regiões 

gênicas indicou uma alta taxa de recombinação e diversidade gênica para a América 

do Sul, o que contrasta com os perfis gênicos mais conservados da América do Norte, 

permitindo então a classificação os isolados em 06 clados distintos (SU et al., 2012). 

Outro estudo, utilizando abordagens de genotipagem de cepas por PCR-RFLP 

identificou a presença de mais de 156 genótipos ocorrendo conjuntamente na América 

do Sul e Central, sem a presença de genótipos dominantes, diferente do que ocorre 

no hemisfério norte e em outros continentes (Figura 4) (SHWAB et al., 2014).  

No Brasil, somente no estado do Mato Grosso foram identificados 22 genótipos 

de T. gondii junto à fauna (cães, gatos, animais de produção e silvestres), com 05 

genótipos ainda desconhecidos, o que também traz preocupações sérias em relação 

às questões de saúde pública dado o consumo de carnes ser uma das principais vias 

de infecção em humanos (BRITO et al., 2023). 

As cepas atípicas têm sido associadas a um perfil de virulência maior, assim 

como quadros patológicos mais graves. Na América do Sul os casos de toxoplasmose 

ocular tendem a gerar lesões mais graves, maiores e mais numerosas do que as 

encontradas na Europa (DE-LA-TORRE et al., 2013). Dados experimentais in vivo, 

com o uso de murinos, têm demostrado que a cepa atípica CK2 (isolada a partir de 

aviários do Rio Grande do Norte), leva a um maior número de cistos cerebrais e de 

infiltrados inflamatórios, bem como quadros de ansiedade e depressão, em 
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comparação com a linhagem ME49 (Tipo II), além de alterações na relação fisiológica 

entre neurônios e micróglia. 

Quadros infecciosos de cepas atípicas da Amazônia (também conhecida como 

toxoplasmose amazônica) têm sido associados com febre persistente, aparecimento 

de sinais cutâneos, além de hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia 

(BLAIZOT et al., 2019). 

 

Análises de filogeografia usando 168 isolados derivados de todos os 

continentes, têm indicado que o ancestral de T. gondii, emergiu na América do Sul há 

cerca de 1,5 milhões de anos e esteve ligado à migração dos felídeos entre as 

Américas, depois da formação do Istmo do Panamá (BERTRANPETIT et al., 2017; 

O’BRIEN et al., 2008). De forma semelhante, roedores da família Muridae, possíveis 

hospedeiros intermediários iniciais, também adentraram o território sul-americano 

nessa mesma época (WEBB, 2006). A expansão dos felídeos pelo continente sul-

americano, bem como dos roedores, levou o parasita para novos ambientes, bem 

como permitiu a ocorrência da infecção em uma gama maior de hospedeiros. Assim, 

Figura 4. Distribuição geográfica dos genótipos de Toxoplasma gondii. Os círculos escuros 
indicam os locais de amostragem dos isolados e os gráficos coloridos indicam a quantidade de 
genótipos encontrados em cada região. Adaptado de SHWAB et al., 2014. 
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as novas pressões evolutivas favoreceram a seleção de novas linhagens com maior 

virulência e infectividade (Figura 5) (BERTRANPETIT et al., 2017). 

Dessa forma, as cepas da América do Sul adquiriram uma maior competência 

no processo transmissão oral (pelo carnivorismo de presas contaminadas) do que as 

cepas originais, gerando vantagem competitiva na etapa de transmissão. Devido a 

migração dos animais entre as Américas, alguns dos novos genótipos de Toxoplasma 

podem ter voltado à América do Norte, passando então pelo Estreito de Bering, 

chegando à Ásia, Europa e África (BERTRANPETIT et al., 2017). A expansão de 

poucas linhagens de T. gondii no Velho Mundo pode ser atribuída ao fato de que, 

diferente da diversidade de felídeos das Américas, o gato doméstico foi o principal 

hospedeiro definitivo, e com isso, somente os genótipos de parasitas mais adaptados 

a esse animal foram os que puderam ser mais facilmente dispersos (Müller & Howard, 

2016). 

 
 
 
 
 

Figura 5. Histórico de dispersão das linhagens de T. gondii inferida a partir de cinco marcadores 
moleculares. A diversidade de haplótipos dentro das populações (círculos cinza) é correlacionada à 
distância geográfica de várias origens, indicada pelo sombreamento de cores. O caminho mais curto 
correspondente da origem até as várias populações é indicado pelas linhas pretas sólidas. Adaptado 
de BERTRANPETIT et al., 2017. 



35  

2.4 Toxoplasmose como problema de saúde pública 
 

Estimativas indicam que 30 a 50% da população mundial está infectada com T. 

gondii, porém essas taxas variam conforme o país e as condições socioeconômicas 

(Figura 6). Altas taxas de infecção são verificadas no Brasil (77,5%), Colômbia 

(63,5%), Cuba (61,8%) e São Tomé e Príncipe (75,2%) (PAPPAS; ROUSSOS; 

FALAGAS, 2009). Em países desenvolvidos, como nos Estados Unidos, as taxas de 

infecção verificadas são menores (22,5%), porém as estimativas para esse país 

apontam para mais de 1 milhão de novos casos a cada ano (MONTAZERI et al., 2017). 
 

 
 

Embora o sistema imune seja capaz de controlar a infecção primária, a 

presença de cistos teciduais pode reativar a infecção e induzir danos irreversíveis. 

Nos casos de reativação de cistos oculares, as lesões da retina podem evoluir para a 

perda total da visão (FABIANI et al., 2022). Pacientes imunocomprometidos ou sob 

condições medicamentosas de imunossupressão (como no caso de pacientes 

oncológicos sob tratamentos quimioterápicos), a toxoplasmose pode evoluir para 

Figura 6. Mapa simplificado da soroprevalência global para Toxoplasma gondii. Legenda de cores: 
vermelho-escuro: >60%; vermelho: 40-60%, amarelo: 20-40%, azul: 10-20%; verde: <10%; branco: sem 
dados. Áreas listradas apresentam diferentes conforme a localidade. Adaptado de PAPPAS et al., 2009. 
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quadros sistêmicos, podendo desencadear miocardite, inflamações na musculatura e 

encefalite (GHARAMTI et al., 2018). 

O mesmo ocorre em pacientes portadores do vírus HIV, cujo acometimento do 

sistema imune permite uma maior proliferação dos parasitos levando a um número 

aumentado de casos de toxoplasmose cerebral (BOKHARAEI-SALIM et al., 2020). 

Além disso, a presença de cistos no sistema nervoso central tem sido correlacionada 

a mudanças no comportamento, com risco aumentado de transtornos psiquiátricos 

como esquizofrenia (ROSADO et al., 2024), impulsividade e agressividade 

(COCCARO et al., 2016). 

Gestantes também são um grupo de risco para a toxoplasmose, dado a 

transferência materno-fetal dos parasitos. A incidência da toxoplasmose congênita 

varia em relação ao período da gestação no qual a infecção materna foi adquirida. Em 

mulheres não-tratadas, a taxa de transmissão para os fetos é de aproximadamente 

25% no primeiro trimestre, de 54% no segundo trimestre e de 65% no terceiro 

trimestre. Estudos em animais demonstram que os taquizoítas podem infectar as 

células uterinas, atingindo o embrião através da placenta (MCAULEY, 2014). 

Estudos conduzidos na França mostraram que durante a gravidez, tanto a 

prevenção como a administração de fármacos adequados, ajudam a diminuir os riscos 

de sintomas e sequelas nos recém-nascidos (WALLON; PEYRON, 2015). As 

manifestações clínicas da toxoplasmose congênita podem ser variadas, incluindo 

micro ou macrocefalia, nascimento prematuro, alterações motoras, presença de 

calcificações cerebrais, alterações hematológicas, catarata e cegueira (BOLLANI et 

al., 2022). 

 

2.5 Tratamentos para a toxoplasmose: fármacos atuais e principais desafios 
 

A estratégia farmacológica normalmente utilizada contra a infecção por 

Toxoplasma consiste na combinação de duas drogas: pirimetamina e sulfadiazina. 

Esses fármacos agem sinergicamente, atuando sobre a proliferação e a sobrevivência 

dos parasitos através da inibição da via metabólica do folato (DUNAY et al., 2018). 

Contudo, estas drogas também podem afetar vias presentes em células 

humanas, visto que efeitos adversos associados à pirimetamina estão associados à 

inibição da via do ácido fólico em tecidos com alta atividade metabólica, como epitélio 
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e medula óssea, e ocorrem de forma significativa e independem da manifestação 

clínica da infecção (BEN-HARARI; GOODWIN; CASOY, 2017).  

De modo geral, é consenso que os efeitos tóxicos das drogas rotineiramente 

usadas são significativos. Um estudo, com a análise de 115 pacientes acometidos 

pela toxoplasmose e com sintomas de encefalite, indicou que 62% sofreram efeitos 

adversos devido ao uso de sulfadiazina, resultando no abandono das terapias de 1/3 

dos pacientes (ALDAY; DOGGETT, 2017). 

Em pacientes alérgicos à sulfadiazina esse fármaco pode ser substituído por 

clindamicina, porém o tratamento se torna menos efetivo e ainda com possibilidade 

de efeitos adversos (Katlama et al., 1996). O uso combinado de sulfametoxazol e 

trimetoprima também tem demonstrado eficácia semelhante a pirimetamina-

sulfadiazina e pode ser usada como uma alternativa em pacientes que não toleram 

pirimetamina, ou quando a droga não está disponível. Além dos efeitos colaterais, 

pirimetamina e sulfadiazina estão associadas com reações severas raras, como 

necrólise epidermal, danos hepáticos e alterações hematológicas (ALDAY; 

DOGGETT, 2017). 

Outro agravante é a necessidade de terapias de longa duração, que podem ser 

de 4 a 6 semanas para os casos de infecção ocular, e até 1 ano em pacientes com 

infecção congênita (DE-LA-TORRE et al., 2011). Tratamentos ainda mais longos 

podem ser necessários dado que os medicamentos atuais são incapazes de afetar os 

bradizoítas e por consequência são ineficazes na eliminação dos cistos teciduais, que 

podem levar reiniciar os processos infecciosos (HAN et al., 2020). 

Para formulações de novos tratamentos algumas questões precisam ser 

contempladas, como a diminuição dos efeitos colaterais, a redução do tempo de 

exposição aos fármacos, bem como a busca por alvos específicos de T. gondii, 

focando em atingir também os cistos teciduais em prol de terapias mais efetivas e com 

menores efeitos colaterais. 

Nesse contexto, explorar as características exclusivas que distinguem os 

parasitas em relação às células de mamíferos pode se constituir em uma abordagem 

promissora para o desenvolvimento de terapias mais eficientes, em especial para o 

desenvolvimento de fármacos voltados à saúde humana.  

Uma das características marcantes do metabolismo energético em Toxoplasma 

em relação as células hospedeiras está relacionada à produção de ATP 

majoritariamente através da glicólise, com uma menor participação das vias 



38  

mitocondriais, onde a glicólise é uma via essencial para os estágios replicativos, bem 

importante nas etapas de formação dos cistos teciduais (SHUKLA et al., 2018).  

Esse perfil glicolítico de Toxoplasma se aproxima com o perfil metabólico 

apresentado pelas células de tumores, o qual é conhecido como efeito Warburg 

(Figura 7), cujo metabolismo tende a reprimir as vias mitocondriais em prol da 

glicólise, o que produz um acúmulo de biomassa de carbono no interior de célula, 

favorecendo a proliferação celular (LIBERTI; LOCASALE, 2016). A produção de 

lactato, verificada tanto em tumores quanto nos apicomplexas, é relacionada à evasão 

do sistema imune no caso de tumores (ZHANG, YUANYUAN et al., 2022) e à 

acidificação do vacúolo parasitóforo, no caso dos parasitos, permitindo seu egresso 

da célula hospedeira (HUYNH; CARRUTHERS, 2022). 

 

Os tumores promovem a superexpressão de quinases do tipo PDKs (piruvato 

desidrogenase quinases), que em humanos ocorrem em quatro variantes (PDKs 1 a 

Figura 7. Diferenças metabólicas entre tecidos diferenciados e tecidos proliferativos ou 
tumorais. Células diferenciadas tendem a metabolizar o piruvato através das vias mitocondriais em 
condições fisiológicas ricas em oxigênio, porém em condições anóxicas ocorre a reversão do 
metabolismo para um perfil fermentativo, com a conversão do piruvato (substrato final da glicólise) em 
lactato. Células altamente proliferativas ou tumorais, mesmo quando o oxigênio não é um recurso 
limitante, mantem um metabolismo central na glicólise. Adaptado de BOSE et al., 2021. 
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4). Essas quinases atuam bloqueando a atividade do complexo piruvato 

desidrogenase (PDH) através de fosforilação (Figura 8), o que impede a atividade 

catalítica desse complexo na conversão do piruvato em acetil-CoA (TAO; TAO; CAI, 

2024). 

O ácido dicloroacético (DCA) é um inibidor de quinases voltadas à inibição de 

PDKs, e é eficiente na redução de tumores através da reversão do perfil glicolítico 

dessas células, o que também reativa as vias mitocondriais ligadas à apoptose 

(KOLTAI; FLIEGEL, 2024). 
 

 
 

Esse mesmo fármaco demonstrou eficácia no tratamento dos sintomas de 

acidose láctica verificados em pacientes com malária (Plasmodium, Apicomplexa), 

que, em casos severos, pode acarretar a morte dos pacientes (AGBENYEGA et al., 

2003). Do mesmo modo, estudos in vitro evidenciaram que DCA reprime a proliferação 

de T. gondii, com o aumento da produção de ATP, o que indicaria a presença de algum 

alvo molecular de DCA no metabolismo desses parasitos, possivelmente relacionado 

a uma possível quinase regulatória, que atuaria reprimindo a ação de um complexo 

desidrogenase (FERRARINI et al., 2021).  

Figura 8. Mecanismo de ação de DCA sobre a quinase PDK. A quinase PDK atua fosforilando o 
complexo PDH, desativando a sua atividade catalítica. Em contrapartida, a enzima PDP (piruvato 
desidrogenase fosfatase) atua reativando o complexo PDH através da remoção do grupo fosfato. A 
droga DCA atua sobre a enzima PDK, impedindo a sua atividade, o que mantem o complexo PDH 
constantemente ativo. Figura do autor, utilizando a ferramenta online Biorender. 
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Entretanto, algumas características únicas encontradas nos parasitos 

dificultam a determinação adequada do alvo biológico de DCA nos parasitos. Os 

apicomplexas apresentam duas organelas distintas que atuam sobre o metabolismo 

do piruvato, o apicoplasto e a mitocôndria, e que contém os complexos 

desidrogenases PDH e BCKDH, respectivamente. Além disso, a presença de duas 

quinases na mitocôndria (PDK e BCKDK) que poderiam regular o complexo 

desidrogenase dessa organela, dificulta ainda mais o esclarecimento de todo esse 

panorama bioquímico.  

Para entendermos melhor a atuação desses complexos desidrogenases, e a 

possível participação de quinases regulatórias a nível mitocondrial, é importante um 

olhar mais aprofundado em relação aos aspectos funcionais e de atividade enzimática 

desses complexos enzimáticos e sua regulação. Dessa forma, é essencial a busca 

por mais informações a partir de dados científicos já consolidados para outros grupos 

de organismos. 

 

2.6 Complexos desidrogenases no metabolismo celular 
 

2.6.1 Estrutura dos complexos desidrogenases 
 

 Entre os diferentes complexos desidrogenases presentes nos organismos, a 

família dos complexos desidrogenases de alfa-cetoácidos (KDH, alfa ketoacid 

dehydrogenase complexes), desempenha um papel metabólico central, permitindo a 

degradação de substratos derivados de monossacarídeos, aminoácidos e ácidos 

graxos, e garantindo uma grande flexibilidade energética para as células. Na família 

dos KDHs estão incluídos o complexo Piruvato Desidrogenase (PDH), complexo 

desidrogenase de alfa-cetoácidos de cadeia ramificada (BCKDH), complexo 

desidrogenase de alfa-cetoglutaratos (KGDH) e complexo desidrogenase de 

oxoadipatos (KAGH) (MAILLOUX, 2024).  

Esses complexos estão estruturalmente e filogeneticamente relacionados, e 

apresentam a mesma configuração básica desde os procariotos até os eucariotos 

(SCHNARRENBERGER; MARTIN, 2002), e são estruturados a partir de múltiplas 

cópias de três componentes fundamentais (E1, E2 e E3), sendo que o componente 
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E2 estrutura uma região central permitindo a ligação dos componentes E1 e E3 que 

estão posicionados na região periférica do complexo (SZABO et al., 2024).  

Além dessa configuração básica, o complexo PDH de eucariotos apresenta 

algumas peculiaridades, como a estruturação do componente E2 na forma de 

icosaedro, diferente da estrutura de octaedro observada em BCKDH e KGDH 

(HEVLER et al., 2023) e a presença de um componente adicional de denominado de 

E3BP (E3-binding protein) encontrado em fungos e mamíferos (FORSBERG, 2023) 

(Figura 9). 

 

As reações catalíticas básicas desses complexos envolvem a descarboxilação 

de um alfa-cetoácido pelo componente E1, seguida de transesterificação com uma 

Coenzima A (CoA), gerando um acil-CoA com a participação do componente E2. Esse 

processo também conta com a participação do componente E3, que fornece energia 

a partir da clivagem de FAD, formando ao final um NADH (Figura 10) (SZABO et al., 

2024). 

 
Figura 9. Esquema representativo da organização estrutural dos complexos desidrogenases. A. 
O complexo KGDH (reportado para quase todos os organismos) e os complexos PDH e BCKDH da 
maioria das bactérias gram-negativas apresenta componente E1 estruturado na forma de homodímero. 
B e C. Complexos PDH e BCKDH de bactérias gram-positivas e dos eucariotos apresentam 
componente E1 na forma de heterotetrâmero, com a fusão de cadeias peptídicas relacionadas às 
subunidades E1-alfa e E1-beta. Ocorre também diferenças quanto a estruturação do componente E2 
nesses organismos. Figura do autor, utilizando a ferramenta online Biorender, com bases nas 
informações de HEVLER et al., 2023. 
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 Dados de filogenia têm apontado para uma origem mais ancestral do complexo 

BCKDH em relação ao complexo PDH, o qual surgiu posteriormente a partir do 

aumento da disponibilidade de oxigênio na atmosfera há cerca de 02 bilhões de anos, 

permitindo aos organismos a geração de ATP a partir da respiração aeróbica 

(STACPOOLE; MCCALL, 2023). Essa divergência evolutiva, que culminou no 

surgimento do complexo PDH, a partir de BCKDH, é atribuído a processos de 

neofuncionalização, ou seja, quando um complexo proteico adquire uma nova função 

com o transcorrer dos processos evolutivos (SCHNARRENBERGER; MARTIN, 2002). 

A especificidade de cada complexo é mediada pela interação dos substratos 

com o componente E1, e em menor grau também a partir de interações com o 

componente E2, enquanto o componente E3, pode ser compartilhado entre os 

diferentes complexos (SZABO et al., 2024).  

Em eucariotos e procariotos gram-positivos o componente E1 de BCKDH e 

PDH é subdividido em unidades menores, denominadas de subunidades E1-alfa e E1-

beta, sendo expressas a partir de genes distintos. A subunidade E1-alfa é 

funcionalmente dependente de sua ligação com a subunidade E1-beta. Na ausência 

dessa ligação, a subunidade E1-alfa é totalmente inativa, bem como não é 

reconhecida por quinases regulatórias (como BCKDK e PDK, respectivamente) 

(JENG; HUH; SONG, 1994). 

Após a ligação entre as subunidades E1-alfa e E1-beta, ocorre então uma 

interligação com um par de subunidades homólogas, formando um heterotetrâmero, 

com uma configuração denominada de α2β2. De forma contrastante, em bactérias 

gram-negativas o componente E1 é expresso a partir de um gene único, que quando 

dimerizado é caracterizado como um homodímero (SCHREINER et al., 2005), com 

exceções reportadas para os gêneros Zymomonas e Thiobacillus que são bactérias 

Figura 10. Esquema geral das reações catalisadas pelos complexos desidrogenases de alfa-
cetoácidos. 
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gram-negativas, mas com subunidade E1 na forma de heterotetrâmero (NEVELING; 

BRINGER-MEYER; SAHM, 1998).  

De forma interessante, o componente E1 do complexo KGDH, se manteve na 

forma de homodímero em todos os organismos, permanecendo uma lacuna científica 

quanto à origem ancestral do componente E1 desses complexos desidrogenases, se 

a partir de um gene único (que sofreu clivagem posterior), ou a partir da fusão de 

genes relacionados às subunidades E1-alfa e E1-beta (FRANK et al., 2007). 

Dado ao foco do nosso estudo estar ligado a atividade e regulação dos 

complexos PDH e BCKDH em Toxoplasma, abordaremos adiante um panorama mais 

aprofundado somente sobre esses 02 complexos enzimáticos. 

 

2.6.2 Metabolismo do complexo PDH 
 

O complexo PDH se caracteriza como o maior complexo enzimático dos 

organismos, tanto de procariotos quanto de eucariotos, com peso molecular de cerca 

de 9 milhões de Daltons, e catalisa a conversão do piruvato em condições aeróbicas, 

resultando na produção de acetil-CoA, NADH e liberação de CO2 (SZABO et al., 

2024).  

Existem duas configurações de complexos PDH, os residentes nas 

mitocôndrias (mtPDH) e os complexos PDH de plastídios (plPDH). Ambos os 

complexos são direcionados para a conversão de piruvato em acetil-CoA, porém 

enquanto mtPDH fornece substratos para o ciclo de Krebs, o plPDH fornece acetil-

CoA para a via de produção de ácidos graxos (LEI et al., 2022), ocorrendo tanto em 

vegetais, algas e nos apicomplexas (RYALL; HARPER; KEELING, 2003) (Figura 11).  
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As células vegetais são as únicas a possuírem 02 complexos PDH 

simultaneamente, porém enquanto mtPDH é regulado através da ação de quinases e 

fosfatases, o plPDH é autoregulado, através de autoinibição mediada tanto pelos 

subprodutos relacionados ao processamento enzimático do próprio complexo, quanto 

pelo ambiente bioquímico variável do estroma dos cloroplastos (TOVAR-MÉNDEZ; 

MIERNYK; RANDALL, 2003). Como já mencionado anteriormente, o apicoplasto 

presente nos parasitos apicomplexas é evolutivamente derivado dos plastídios de 

algas vermelhas, que foram adquiridos por meio de endossimbiose secundária 

(ARISUE & HASHIMOTO, 2015). 

Até o momento não foram encontradas quinases da família das PDKs nessa 

organela (FERRARINI et al., 2021), e o Atlas do Quinoma 

(https://www.cellimagelibrary.org/pages/kinome_atlas) afirma que essa família de 

quinases é essencialmente mitocondrial, sem a presença de representantes dessas 

enzimas em outras organelas, o que nos indica que o complexo PDH do apicoplasto 

Figura 11. Participação do complexo PDH no metabolismo do piruvato em mitocôndrias e 
plastídios. A: Na mitocôndria, o complexo PDH atua na formação de acetil-CoA, que então é utilizado 
no ciclo de Krebs, fornecendo energia para cadeia de transporte de elétrons (ETC) e fosforilação 
oxidativa). B: participação do complexo PDH na conversão de piruvato e acetil-CoA nos plastídios 
(incluindo o apicoplasto), na produção de ácidos graxos. Adaptado de MARTÍNEZ-REYES & 
CHANDEL, 2020; STORM & MÜLLER, 2012. 
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provavelmente segue a regra geral de autoinibição encontrada nos plPDHs dos 

demais organismos vegetais. 

A regulação do complexo mtPDH ocorre pela ação de PDKs (piruvato 

desidrogenases quinases), que realizam a fosforilação de um sítio de serina altamente 

conservado presente na subunidade E1-alfa desse complexo (MOONEY; MIERNYK; 

RANDALL, 2002), permitindo rápidas adaptações celulares frente à condições de 

stress, à biodisponibilidade total de glicose, e às demandas energéticas da célula que 

são altamente variáveis entre os períodos de proliferação ou repouso e, dessa forma, 

uma regulação fina desse complexo se torna altamente necessária (STACPOOLE; 

MCCALL, 2023). 

Alterações na dinâmica do complexo PDH em humanos têm sido associadas à 

diferentes patologias, como epilepsia, disfunções motoras, cognitivas e acidose láctica 

(BHANDARY; AGUAN, 2015). São descritos 03 sítios de fosforilação na subunidade 

E1-alfa do complexo PDH, em resíduos de serina (Ser). Esses sítios são associados 

às posições Ser-293 (sítio principal), Ser-300 e Ser-232, nessa ordem de preferência. 

A fosforilação de qualquer um desses sítios inativa a atuação da subunidade E1-alfa 

e por consequência, a atividade de todo o complexo. Em humanos ocorrem quatro 

PDKs, além de duas PDPs (fosfatases) (HURD et al., 2012). A posição dos sítios de 

serina, bem como dos resíduos flanqueadores dessas regiões podem ser observados 

em detalhes a partir dos dados disponíveis na plataforma PhosphositePlus (Figura 
12). 

Figura 12.  Sítios de fosforilação da subunidade E1-alfa do complexo PDH de humanos. O eixo 
horizontal representa a sequência de aminoácidos da proteína e o eixo vertical se associa ao número 
total de dados experimentais que se utilizam de metodologias confirmatórias além de espectrometria 
de massas. Adaptado de PhosphositePlus (2024) (https://www.phosphosite.org/). 
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Entretanto, além da presença de um sítio de serina principal (Ser-293), a 

interação ente PDK e PDH é altamente dependente dos resíduos flanqueadores desse 

resíduo, onde substituições tanto upstream quando downstream podem levar a um 

menor nível de fosforilação. Além disso, mesmo alterações de aminoácidos “distantes” 

em relação à serina principal, bem como alterações dirigidas ao resíduo de prolina (P-

297), impede completamente o reconhecimento da PDK em relação a peptídeos 

sintéticos relacionados a subunidade E1-alfa desse complexo (AHSAN et al., 2012). 

Quando analisamos a questão do metabolismo dos apicomplexas, contudo 

encontramos uma situação peculiar. Enquanto em algas e plantas coexistem 02 

complexos PDHs situados em organelas diferentes (cloroplasto e mitocôndria) (Tovar-

Méndez et al., 2003), nos apicomplexas encontramos apenas um complexo PDH que 

está restrito ao apicoplasto e ausente na mitocôndria (OPPENHEIM et al., 2014). 

Essa situação metabólica deu origem a algumas especulações em relação à 

perda do complexo PDH mitocondrial, como a hipótese de sua translocação da 

mitocôndria para o apicoplasto (OPPENHEIM et al., 2014), o que dependeria de um 

evento simultâneo de translocação de 04 proteínas (E1-alfa e E1-beta, E2 e E3), dado 

a arquitetura inerente a esse complexo. Entretanto, um estudo posterior, apesar de 

voltado a questões bioquímicas da via FAS II, trouxe alguns dados filogenéticos que 

sustentam que o complexo PDH do apicoplasto tem uma origem filogenética 

compartilhada com plastídios e, mais remotamente com as cianobactérias (LIANG et 

al., 2020), o que contradiz a hipótese da translocação desse complexo entre organelas 

evolutivamente distintas. 

Dado à ausência de um complexo PDH na mitocôndria, é postulado que o 

complexo BCKDH tenha assumido a função catalítica associada a um complexo PDH, 

passando então a metabolizar majoritariamente o piruvato como substrato principal, 

classificando-o como um complexo PDH-like. Apesar dessa classificação, é proposto 

que esse complexo ainda mantém uma atividade catalítica sobre os BCAAs, embora 

muito reduzida. Além disso, apesar de exercerem papéis bioquímicos similares, a 

subunidade E1-alfa de PDH, do apicoplasto, foi incapaz de substituir a função da 

subunidade homóloga de BCKDH em parasitas nocaute (OPPENHEIM et al., 2014). 

O complexo BCKDH dos demais organismos exerce um papel majoritário sobre 

aminoácidos, diferente do que é encontrado nos apicomplexas, além de ser postulado 



47  

a sua ocorrência como um complexo único nos parasitos, mas com dupla função 

catalítica (metabolizando piruvato e aminoácidos). Dessa forma, é válido que análises 

mais aprofundadas em relação à evolução desse complexo sejam realizadas, a fim de 

se esclarecer melhor essas questões bioquímicas encontradas em Toxoplasma, em 

busca de informações possivelmente ainda não exploradas pela literatura. 

 

2.6.3 Metabolismo do complexo BCKDH 
 

O complexo BCKDH tem por função “canônica” a conversão de substratos 

derivados de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAAs). Em uma primeira etapa os 

aminoácidos leucina, isoleucina e valina, são previamente desaminados pela enzima 

aminotransferase de aminoácidos de cadeia ramificada, (BCAT, Branched-chain 

amino acid aminotransferase). Essa reação promove a formação de α-

cetoisocaproico, α-ceto-β-metilvalerato, e α-cetoisovalerato, respectivamente, que 

podem então ser metabolizados pelo complexo BCKDH (DU et al., 2022) (Figura 13). 

 

Figura 13. Metabolismo BCAAs mediado pela ação do complexo BCKDH. Os aminoácidos valina, 
isoleucina e leucina são metabolizados incialmente pela enzima BCAT, gerando α-cetoácidos que 
podem ser metabolizados pelo complexo BCKDH. Após o processamento pelo complexo 
desidrogenase, os produtos dessa reação são encaminhados para o metabolismo do ciclo de Krebs, 
gerando de ATP. Adaptado de DE MEEÛS D’ARGENTEUIL et al., 2021.  
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Os BCAAs desempenham papéis importantes no metabolismo celular, atuando 

em diferentes vias fisiológicas desde a síntese de proteínas, regulação de vias de 

sinalização, além de participação no metabolismo energético. Diferentes patologias 

humanas estão associadas a disfunções no complexo BCKDH, como resistência à 

insulina e diabetes (VANWEERT; SCHRAUWEN; PHIELIX, 2022).  

Enquanto bactérias, fungos e plantas podem realizar a biossíntese desse grupo 

de aminoácidos, essa via é considerada essencial na maioria dos eucariotos, o que 

inclui os protistas, podendo constituir um alvo terapêutico em potencial para o 

desenvolvimento de novos fármacos contra parasitos de importância médica 

(SANTOS SOUZA et al., 2023). 

Diferente do que ocorre em relação ao complexo PDH, a subunidade E1-alfa 

de BCKDH de humanos apresenta somente 02 sítios de fosforilação (Figura 14), 

posicionados nos resíduos Ser-337 (sítio principal) e Ser-347 (PhosphositePlus, 

2024). Dado a similaridade em nível de sequências com relação a subunidade E1-alfa 

de PDH, a Ser-337 também é denominada como Ser-293 na literatura (HAWES et al., 

2000). 

 

Figura 14. Dados do site PhosphoSitePlus, evidenciando os sítios de fosforilação da subunidade 
E1-alfa do complexo BCKDH de humanos. O eixo horizontal representa a sequência de aminoácidos 
da proteína e o eixo vertical se associa ao número total de dados experimentais que se utilizam de 
metodologias confirmatórias além de espectrometria de massas. Adaptado de PhosphoSitePlus 
(https://www.phosphosite.org/). 
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Nos apicomplexas, há algumas especificidades em relação ao metabolismo de 

aminoácidos e do complexo BCKDH. Em Plasmodium, o metabolismo de BCAAs está 

totalmente ausente, o que também inclui a ausência da enzima BCAT (SEEBER; 

LIMENITAKIS; SOLDATI-FAVRE, 2008). 

Em contrapartida, em T. gondii encontramos uma situação peculiar, a presença 

da enzima BCAT, porém o complexo BCKDH está majoritariamente voltado para a 

conversão do piruvato (em uma reação catalítica favorável ao piruvato na ordem de 

até 10.000:1 em relação aos BCAAs) mantendo ainda uma atividade residual 

vinculada à sua função desidrogenase “canônica” (Figura 15). Dessa forma, esse 

complexo desidrogenase foi classificado como um complexo PDH-like, e pode ter 

evoluído para essa atividade dado a ausência de um complexo PDH mitocondrial 

(OPPENHEIM et al., 2014), ou seja, constituindo pela literatura, como um complexo 

único com função dupla, diferente do que normalmente ocorre nos demais 

organismos.  

 

 

 

 

Figura 15. Rotas metabólicas de BCAAs e do piruvato em T. gondii. O complexo BCKDH tem como 
papel principal a conversão do piruvato, mas mantendo uma atividade residual no metabolismo de 
BCAAs. Adaptado de OPPENHEIM et al., 2014. 
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2.6.4 Regulação dos complexos PDH e BCKDH através de quinases 
 

Os complexos PDH e BCKDH de localização mitocondrial são normalmente 

regulados através de fosforilação mediada por atuação de proteínas quinases. Nesse 

sentido, buscas filogenéticas têm apontado a existência de duas potenciais quinases 

regulatórias, classificadas como TgPDK e TgBCKDK, de localização mitocondrial para 

Toxoplasma, e que potencialmente poderiam atuar na regulação do complexo BCKDH 

(FERRARINI et al., 2021) (Figura 16).  

 

Esse grupo de quinases é classificado no grupo das proteínas quinases atípicas 

(aPKs), cujas características intrínsecas as distinguem do grupo composto pelas 

proteínas quinases eucarióticas (ePKs), com maior participação no metabolismo 

celular na maioria dos organismos (Figura 17) (KANEV et al., 2019). 

Figura 16. Localização celular das quinases PDK e BCKDK em Toxoplasma gondii. A. Co-
localização das enzimas PDK e BCKDK (em verde, tag HA), em relação à proteína mitocondrial HSP60-
RFP (em vermelho). B. Não ocorre sobreposição na localização celular dessas enzimas em relação 
quando a proteína CPN60 (presente no apicoplasto) está imunolocalizada. Adaptado de FERRARINI 
et al., 2021. 
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As quinases são enzimas que catalisam as reações de fosforilação, 

promovendo a transferência de grupos fosfato originados a partir de moléculas de ATP 

para sítios específicos localizados em diferentes substratos que podem ser 

carboidratos, lipídios e proteínas (incluindo também outras proteínas quinases) (NAIK; 

SHAKYA, 2023). 

As reações de fosforilação são reversíveis, e ocorrem em escalas de tempo 

muito reduzidas, e quando dirigidas a outras proteínas constituem uma das mais 

importantes modificações pós-traducionais (PTM, post-translational modification), 

onde a adição do grupo fosfato promove importantes alterações na conformação e na 

atividade bioquímica dessas macromoléculas (STRUMILLO et al., 2019). Alterações 

nos padrões normais de fosforilação também são associadas à diferentes patologias 

nos organismos, como o desenvolvimento de câncer (COHEN; CROSS; JÄNNE, 

2021).  

Figura 17. Classificação e localização celular das proteínas quinases atípicas e eucarióticas. 
Adaptado de Atlas do Quinoma, 2024.  
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Apesar da alta similaridade dos sítios de fosforilação dos complexos 

desidrogenases, as quinases PDK e BCKDK normalmente agem de forma específica 

sobre PDH ou BCKDH, o que impede a interação cruzada entre as quinases e os alvos 

(HAWES et al., 1995). Além disso, é postulado na literatura que o reconhecimento 

entre a quinase PDK e a região-alvo de PDH é dependente de um sítio de prolina, 

localizado próximo ao sítio de serina, para que a reação de fosforilação ocorra 

(AHSAN et al., 2012).  

Estudos mais recentes, utilizando camundongos nocaute para as proteínas 

PDK, verificaram que BCKDK poderia assumir a função de regulação do complexo 

PDH, porém isso se restringia à fase embrionária, levando à diferentes anormalidades 

de desenvolvimento e letalidade poucos dias após o nascimento (HEINEMANN-

YERUSHALMI et al., 2021), o que indica que a presença de ambas as quinases são 

diretamente necessárias para o desenvolvimento dos organismos superiores. 

As quinases da família PDK (tanto PDK quanto BCKDK) são enzimaticamente 

ativas na forma de dímeros, com cada monômero contendo 02 regiões catalíticas, 

domínio N-terminal (regulatório, também conhecido como domínio BCKDH Adom) e 

C-terminal (região ATPase). A dimerização além de aumentar a atividade catalítica das 

enzimas, permite uma maior interação com os seus respectivos alvos nos complexos 

desidrogenases (ANWAR et al., 2021). O mecanismo de ação das PDKs é baseado 

na autofosforilação em sítios de histidina e posterior transferência do grupamento 

fosfato para o sítio de serina da região-alvo (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000) 

(Figura 18). 
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Figura 18. Estrutura de domínios e mecanismo de ação das quinases PDKs. A. As quinases PDK 
e BCKDK possuem organização de domínios características, envolvendo a presença de 02 domínios 
catalíticos. B. Os asteriscos (*) indicam os resíduos de histidina que são incialmente autofosforilados 
na enzima, com a posterior fosforilação dos sítios de serina nas regiões-alvo da subunidade E1-alfa do 
complexo desidrogenase. Adaptado de ANWAR et al., 2021; THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000. 

 

Estudos in vitro, com o uso do inibidor DCA, conhecido pela sua atuação 

inibitória sobre quinases do tipo PDK, levaram os parasitos de T. gondii a menor 

proliferação celular e alta citotoxicidade. Essa droga eleva a atividade mitocondrial nos 

parasitos, com aumento da produção de ATP, porém sem efeitos sobre o metabolismo 

de BCAAs (FERRARINI et al., 2021).  

Dessa forma, permanece a questão sobre qual a quinase regulatória que atua 

sobre o complexo BCKDH de T. gondii, bem como, qual o alvo molecular de DCA, e 

se essa droga está relacionada à alguma das quinases previamente reportadas. 

Além disso, dado que o complexo BCKDH de Toxoplasma apresenta atividade 

catalítica majoritária voltada ao piruvato, mas mantendo atividade residual sobre 

BCAAs, o que é bastante incomum em relação aos outros organismos, pois 

normalmente apresentam complexos distintos para cada função. Dessa forma, é 

válido que buscas filogenéticas se voltem para verificar a possibilidade da existência 

de alguma subunidade E1-alfa de BCKDH no metabolismo desses parasitos, ainda 
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não reportada na literatura, cuja função possa estar relacionada ao seu metabolismo 

“canônico”, ou seja, voltada à degradação de aminoácidos. Um estudo mais 

aprofundado dessa questão pode auxiliar em um maior entendimento do metabolismo 

energético desses parasitos, assim como pode indicar a existência de vias alternativas 

de produção de energia nas fases latentes da doença, o que também pode indicar 

possíveis alvos terapêuticos contra a toxoplasmose. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Gerais 
 

Avaliar as proteínas quinases TgPDK e TgBCKDK como potenciais reguladoras 

das atividades do complexo BCKDH no metabolismo de Toxoplasma gondii e como 

alvo biológico do fármaco DCA. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

- Realizar análises filogenéticas em relação a subunidade E1-alfa do complexo 

BCKDH, juntamente com modelagens in silico, buscando por regiões conservadas e 

possíveis candidatos a parálogos presentes em Toxoplasma gondii, assim como 

possíveis ortólogos presentes em outros apicomplexas; 

 

- Utilizar abordagens de filogenia para as quinases TgPDK e TgBCKDK, a fim de 

buscar possíveis pontos de divergência evolutiva, que também poderiam se associar 

à sua função regulatória junto ao complexo BCKDH de T. gondii; 

 

- Identificar qual das quinases (TgPDK e/ou TgBCKDK) seria o alvo de DCA no 

metabolismo de T. gondii, a partir de testes bioquímicos in vitro utilizando-se proteínas 

recombinantes e peptídeos-alvo sintéticos, além de métodos in silico para a avaliar 

possíveis sítios de interação de DCA nessas enzimas. 

 

- Identificar proteínas que interagem com as quinases TgPDK e TgBCKDK a partir de 

ensaios de imunoprecipitação e espectrometria de massas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Análises de filogenia para a subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH e 
das quinases BCKDK e PDK 
  

Toxoplasma gondii pertence ao supergrupo SAR, que contém organismos 

filogeneticamente relacionados apesar de altamente diversos, incluindo 

dinoflagelados, ciliados, radiolários, algas e apicomplexas, os quais são agrupados 

nos clados Stramenopiles, Alveolata e Rhizaria (TIKHONENKOV et al., 2022).  

Dessa forma, para se compreender melhor a história evolutiva da subunidade 

E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH, e das quinases BCKDK e PDK de Toxoplasma 

gondii, em relação a outros organismos filogeneticamente relacionados, foram 

utilizadas como referência as sequências de aminoácidos dessas proteínas e que 

estão identificadas como TGME49_239490, TGME49_245670, TGME49_318560 e 

TGME49_219682, respectivamente, conforme dados da literatura (FERRARINI et al., 

2021; OPPENHEIM et al., 2014) e do banco de dados do ToxoDB (https://toxodb.org/). 

Para aumentar a confiabilidade das análises também utilizamos como 

referência as sequências de aminoácidos da subunidade E1-alfa do complexo PDH e 

BCKDH de humanos, depositadas no banco de dados do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e com IDs: NP_000275.1 e NP_000700.1, 

respectivamente.  

Em contraste ao que se observa nos apicomplexas, cujo complexo PDH está 

restrito ao apicoplasto (FOTH et al., 2005), nas espécies vegetais os complexos PDH 

ocorrem tanto no cloroplasto quanto na mitocôndria (TOVAR-MÉNDEZ; MIERNYK; 

RANDALL, 2003). Dessa forma, também utilizamos como referência os dados 

depositados para a espécie Arabidopsis thaliana referentes às subunidades E1-alfa 

do complexo PDH do cloroplasto (NP_171617.1), PDH mitocondrial (NP_176198.1 e 

NP_173828.1) e complexo BCKDH (NP_173562.1 e NP_568209.1), reportados na 

base de dados NCBI. 

As sequências de referência, reportadas acima, foram utilizadas como dado de 

entrada na plataforma online Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), com o uso 

da ferramenta protein-protein blast, mantendo-se os parâmetros em default (padrão), 

com número de sequências máximo em 100, e erro padrão de 0,05, em relação à 
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própria cepa de referência de T. gondii (ME49), e demais representantes dos grupos 

Alveolata (Apicomplexa, Ciliophora, Dinoflagelllata e Perkinsozoa), Stramenopiles 

(Bigyra, Bacillariophyta, Ochrophyta e Oomycota) e Rhizaria (Endomyxa, Retaria e 

Cercozoa), efetuando-se buscas individuais dentro de cada grupo e espécie. Foram 

consideradas válidas as sequências que apresentaram com E-value ≤ 1E-05. 

Dado que é postulado na literatura que o apicoplasto teve origem a partir da 

uma endossimbiose secundária de uma alga vermelha (STRIEPEN, 2011), 

estendemos as buscas na plataforma Blast incluindo também os representantes do 

clado Archaeplastida (Chlorophyta e Rhodophyta). Além disso, mitocôndrias e 

cloroplastos são derivados de procariotos ancestrais ligados às alfaproteobactérias e 

cianobactérias, respectivamente, (MCFADDEN, 2014; ROGER; MUÑOZ-GÓMEZ; 

KAMIKAWA, 2017) dessa forma, também incluímos nas análises filogenéticas 

representantes do clado Eubacteria (Alphaproteobacteria, Cyanophyceae, 

Flavobacteriia e Actinomycetes). 

A partir disso, procedemos verificação de cada sequência obtida com o uso da 

Plataforma Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), e foram avaliadas quanto à 

presença de no mínimo um domínio característico dos complexos BCKDH e PDH (E1 

desidrogenase) e das quinases BCKDK e PDK (domínios BCKDH_Adom e HATPase). 

Sequências truncadas, parciais, com E-value >1E-05 ou sem a identificação de no 

mínimo um domínio conservado, foram descartadas. 

Além da plataforma Blast, outros bancos de dados também foram consultados 

para o levantamento de sequências referentes aos complexos PDH e BCKDH, como 

os bancos de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/), PlasmoDB 

(https://plasmodb.org) e OrthoDB (https://www.orthodb.org/). A plataforma OrthoDB 

também foi utilizada para inferir possíveis divergências evolutivas das proteínas de 

interesse em Toxoplasma gondii, com o uso do código Uniprot de cada proteína de 

interesse como dado de entrada e utilizando-se os parâmetros sugeridos pela 

plataforma (default). 

O alinhamento das sequências obtidas (216 sequências para BCKDH e PDH, 

e 102 sequências para BCKDK e PDK) foi realizado através da ferramenta online 

MAFFT (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2018), e ferramenta Align do banco de 

dados Uniprot (https://www.uniprot.org/align). Regiões mal alinhadas foram removidas 
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automaticamente com o uso da ferramenta TrimAl, utilizando-se os parâmetros 

sugeridos pela plataforma (default) (CAPELLA-GUTIÉRREZ; SILLA-MARTÍNEZ; 

GABALDÓN, 2009).  

Para a determinação da árvore filogenética, foi utilizado a ferramenta online 

W-IQ-Tree (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at.), (TRIFINOPOULOS et al., 2016; 

http://iqtree.cibiv.univie.ac.at.), e foi construída a partir de 1000 pseudoreplicatas de 

bootstrap e analisada através do método de máxima verossimilhança, com 

enraizamento pelo ponto médio, utilizando os parâmetros padrão (default) da 

plataforma, e editada usando os programas FigTree v1.4.4 (disponível em 

https://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e Adobe Illustrator.  

 

4.2 Modelagem tridimensional e análise do padrão de expressão de proteínas 
relacionadas à estruturação e regulação do complexo BCKDH de Toxoplasma gondii 
 

Para a modelagem tridimensional das quinases TgPDK (TGME49_219682) e 

TgBCKDK (TGME49_318560), e da subunidade E1-alfa (TGME49_239490) e 

possível E1-alfa-02 (TGME49_292100) do complexo BCKDH de Toxoplasma gondii, 

foram utilizadas as ferramentas online Rosetta-Fold (https://robetta.bakerlab.org/), 

Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) e AlphaFold Colab 

(https://colab.research.google.com/github/deepmind/Alphafold/blob/main/notebooks/

Alphafold.ipynb), com o uso da sequência de aminoácidos referentes à cada proteína 

como dado de entrada, conforme reportado na plataforma ToxoDB 

(https://toxodb.org/). Os arquivos obtidos com o uso de cada plataforma foram 

visualizados com o uso dos softwares Chimera (versão 1.17.3) e ChimeraX (versão 

1.8). 

Os dados relacionados aos padrões de expressão (RNA-Seq) para as 

proteínas de interesse (subunidades E1-alfa-01, E1-alfa-02 e E1-beta, componentes 

E2 e E3, quinases TgPDK e TgBCKDK, e enzima BCAT), e que estão anotadas com 

os seguintes códigos: TGME49_239490, TGME49_292100, TGME49_314400, 

TGME49_319920, TGME49_206470, TGME49_219682, TGME49_318560, 

respectivamente, também foram adquiridos através da plataforma ToxoDB 

(https://toxodb.org/).  
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4.3 Síntese de plasmídeos pet28a(+) contendo os genes TgPDK e TgBCKDK 
 

Plasmídeos foram sintetizados pela empresa Biomatik, tomando como base a 

sequência completa das enzimas TgPDK (TGME49_219682) e TgBCKDK 

(TGME49_318560) que constam no banco de dados ToxoDB (https://toxodb.org/). 

Os genes foram sintetizados, incluindo os sítios de clonagem para NdeI e 

BamHI e inseridos em vetor pet28a(+). Esse vetor contém gene de resistência para o 

antibiótico canamicina e códons para a expressão de uma etiqueta de seis histidinas 

(6x-His) na porção N-terminal da proteína de interesse (Figura 19). Os códons de 

ambas as construções foram otimizados para a expressão recombinante em 

Escherichia coli. Os plasmídeos liofilizados (4 μg) foram diluídos em 40 μL de tampão 

TE (solução de Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), obtendo-se solução com 

concentração final de 100 ng/μL. 

 

4.4 Transformação em bactéria competente 
 

Para o processo de transformação bacteriana seguiu-se o procedimento de 

choque térmico conforme descrito por Sambrook & Russel (2001). Tubos contendo 

100 μL de bactérias competentes foram incubados com 0,5 μL da solução de 

plasmídeos (100 ng/μL) e mantidos em gelo por 30 minutos. Após, as bactérias foram 

submetidas a choque térmico (42°C por 90 segundos), retornando-se as amostras ao 

gelo por 5 minutos. Em capela de fluxo laminar, 1 mL de meio LB (triptona 1%, NaCl 

Figura 19. Vetores pet28a(+), contendo as sequências para a expressão recombinante de 
TgBCKDK e TgPDK. 
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0,5% e extrato de levedura 1%) foi adicionado a cada amostra bacteriana, mantendo-

se as culturas a 37°C sob agitação constante (200 rpm), por 1 hora. Após o período 

de recuperação, 100 μL de bactérias foram semeadas em placas contendo meio LB 

suplementado com 100 μg/mL de canamicina, para a seleção dos clones contendo os 

plasmídeos pet28a(+) para TgPDK ou TgBCKDK (conforme item 4.3). As placas foram 

mantidas em estufa a 37 °C, por 16 horas. Foram utilizadas diferentes cepas de E. 

coli (DE3) pertencentes às linhagens Nico21, BL21-Star e ∆-SlyD. 

 

4.5 Expressão das proteínas TgPDK e TgBCKDK (proteínas na sequência completa) 

 

Para os testes de expressão em pequena escala, foi preparado pré-inóculo a 

partir de uma colônia E. coli de cada linhagem bacteriana em 5 mL de meio LB 

suplementado com 5 μL do antibiótico canamicina (25 mg/mL). As culturas foram 

mantidas em agitação constante (200 rpm), a 37°C, por 16 horas. Após, foram 

coletados 150 μL de cada cultura bacteriana e adicionados em 5 mL de meio LB, 

mantendo-se o antibiótico de seleção na mesma concentração inicial. As culturas 

foram crescidas a 37 °C, em agitação constante (200 rpm) até atingirem densidade 

óptica (DO) de 0,4, aferida a 600 nm em equipamento NanoDrop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Ao atingirem a DO 0,4, as culturas 

foram transferidas para diferentes temperaturas de expressão. A DO das culturas foi 

aferida continuamente a cada 30 minutos. Ao atingirem DO entre 0,6 e 0,8, as culturas 

foram induzidas com adição de isopropil β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG), na 

concentração final de 1 mM. Culturas não induzidas, sem IPTG, foram utilizadas como 

controle negativo. 

Após a etapa de expressão, as culturas foram centrifugadas a 3000 x g, por 

10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante (meio de cultura) foi descartado, e o precipitado 

(células bacterianas) foi diluído em 1 mL de tampão de lise (0,3 M NaCl, 50 mM Tris 

HCl pH 8,0) e então transferido para tubos de 2 mL. Para o rompimento das células 

bacterianas, os tubos foram colocados em equipamento de sonicação (QSonica), 

mantendo-se as amostras em gelo, e com o uso de 02 pulsos de 15 segundos 

(amplitude de 10%), com intervalo de 30 segundos entre cada pulso. A partir do lisado, 

foram coletados 45 μL de amostra para um tubo contendo 15 μL de tampão de amostra 
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(TA) 4X (40 mM de Tris-HCl pH 6,8, 1% de SDS 10%, 2,5% de β-mercaptoetanol (14,7 

M), 6% de glicerol e 0,005% de azul de bromofenol), essas amostras constituíram a 

fração extrato total. Os lisados foram então centrifugados a 14.000 x g, por 15 minutos, 

a 4 °C. Foram coletados 45 μL de cada amostra e diluídos em 15 μL de tampão de 

amostra 4X, denominando-se essas amostras de fração solúvel. Amostras dos 

precipitados, resultantes do processo de centrifugação, também foram recolhidos para 

análise em gel de eletroforese, caracterizando as frações insolúveis. 

  Em relação à proteína TgPDK, em sua sequência completa, mesmo realizando-

se diferentes condições de expressão, em diferentes cepas bacterianas, a expressão 

não foi possível. Em relação à proteína TgBCKDK (em sua construção completa), a 

melhor condição verificada foi com o uso de E. coli Nico 21 (DE3), na temperatura de 

20 °C, por 16 horas. 

Para o escalonamento da expressão de TgBCKDK foram utilizados 02 litros de meio 

LB, contendo 2 mL de canamicina (25 mg/mL), juntamente com 3 mL de cultivo 

bacteriano (pré-inóculo). Foram utilizados frascos do tipo erlenmeyer com capacidade 

total de 1 litro e volume utilizado de 250 mL (para manter a aeração adequada). 

 

4.6 Eletroforese de proteínas 
 

  Para as etapas de eletroforese, amostras de cada fração (15 μL), foram 

submetidas à corrida em gel desnaturante composto por SDS-PAGE (10%) para a 

separação de proteínas. Como tampão de corrida foi utilizado solução de 25 mM Tris-

base, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS, pH 8.4. Os géis então foram submetidos a 

100 V, por 90 minutos. Como marcadores foram utilizados 2 μL do marcador pré-

corado Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 

 

4.7 Coloração por Azul de Comassie 
 

  Após a eletroforese, os géis foram corados com solução de Comassie (0,1% 

de azul de comassie R-250, 45% de Metanol, 45% de água ultrapura 18,2 MΩ.cm e 

10% de ácido acético), por 5 minutos. Para a descoloração, os géis foram imersos em 

água ultrapurificada mantendo-se agitação constante em aparelho orbital, até a 

remoção do excesso de corante. 
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4.8 Coloração por prata 
 

  Para a coloração de prata, os géis foram submersos em solução de fixação 

(50% de etanol, 12% ácido acético e 0,1% de formaldeído) por 30 minutos. Após, 

procedemos 03 lavagens com solução de etanol 50%, sob agitação em orbital. Após 

o descarte da solução de etanol 50%, da última lavagem, foi adicionado 50 mL de 

solução de permeabilização (contendo 10 mg de tiossulfato de sódio) por 01 minuto 

em cada gel. Os géis foram então submetidos a 03 lavagens com água destilada. 

Após, 50 mL de solução de prata (contendo 100 mg de nitrato de prata e 0,05% de 

formaldeído) foi adicionado por 01 hora. Os géis foram então lavados com água 

destilada e revelados com 50 mL solução de revelação (contendo 1,5 g de carbonato 

de sódio, 0,05% de formaldeído e 1 mL de solução de permeabilização). Após a 

revelação, utilizamos solução de fixação sem formaldeído para o bloqueio da reação. 

 

4.9 Transferência e Western Blot 
 
  Após a corrida de eletroforese (conforme item 4.6), os géis foram utilizados na 

etapa de transferência em equipamento Trans-Blot SD Semi-Dry (Biorad), utilizando-

se membrana de nitrocelulose (Optitran BA-S 85 Nitrocellulose Membrane 0,45 μm, 

GE Healthcare), e voltagem de 20 V, por 1 hora. Para a etapa de bloqueio, a 

membrana foi incubada com solução de leite em pó desnatado a 5%, diluído em PBS-

Tween (PBS 1X contendo 0,05% de Tween-20), por 01 hora, à temperatura ambiente, 

e sob agitação constante em equipamento orbital. Decorrido esse tempo, a membrana 

de nitrocelulose foi lavada 03 vezes com PBS-Tween, mantendo-se agitação por 5 

minutos em cada lavagem. As membranas foram incubadas com solução de anticorpo 

primário monoclonal anti-HIS (GE HealthCare 27071401) na diluição de 1:2000 em 

PBS-Tween, por 1 hora em agitação constante. Após, realizamos novas lavagens com 

PBS-Tween, por 3 vezes, com 05 minutos de agitação em cada lavagem. As 

membranas foram então incubadas, por 01 hora, em agitação constante e protegidas 

da luz, com anticorpo secundário monoclonal anti-IgG de mouse conjugado com 

fluoróforo IRDye 680 RD Donkey. Após, procedeu-se lavagem das membranas com 

PBS 1X e análise em equipamento Odissey Image Systems a 700 nm e 800 nm. 
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4.10 Purificação por cromatografia de afinidade em cromatógrafo modelo Äkta 
 
  Os precipitados bacterianos referentes à expressão de TgBCKDK, (como 

mencionado no item 4.5), foram ressuspendidos em 40 mL de tampão A (solução de 

20 mM de fosfato de sódio monobásico, 300 mM de cloreto de sódio e 20 mM imidazol, 

em pH final 7,5), contendo inibidor de protease (COMPLETE Mini Protease Inhibitor 

Cocktail Tablet, Roche), seguido por lise em equipamento microfluidificador por 06 

vezes, em gelo. Após a lise, as amostras foram centrifugadas a 20.000 x g, por 15 

minutos, 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a purificação em cromatógrafo ÄTKA 

Pure 25 M (Cytiva), em coluna HisTRAP HP 5 mL (Histidine-tagged Protein 

Purification, GE Healthcare), que contém íons Ni2+ imobilizados. Para o gradiente de 

imidazol foi utilizado tampão B (solução de 20 mM de fosfato de sódio monobásico, 

300 mM de cloreto de sódio e 500 mM Imidazol, em pH final 7,5). As frações foram 

coletadas em tubos de 1,5 mL, e mantidas em gelo. De cada fração foi separada uma 

alíquota de 45 μL e diluída em 15 μL de tampão TA 4X, procedendo-se aquecimento 

por 95°C, por 03 minutos. As amostras foram então utilizadas em eletroforese de 

proteínas e coloração por Azul de Comassie (conforme itens 4.6 e 4.7) 

 

4.11 Cromatografia de exclusão por tamanho e troca iônica 
  

  Para otimizar a purificação obtida inicialmente pela cromatografia de afinidade 

em cromatógrafo Äkta (conforme item 4.10), uma amostra de 500 μL da fração B27 

(uma das amostras de pico, obtida na purificação por afinidade) foi submetida a 

cromatografia de exclusão por tamanho, utilizando coluna Superdex Increase 75 

10/300 GL, previamente equilibrada com tampão contendo 20 mM de fosfato de sódio 

e 150 mM de NaCl, em pH 7,5, e cromatógrafo ÄTKA Pure 25 M (Cytiva). O progresso 

da cromatografia foi monitorado pela medida da absorbância em comprimento de 

onda de 280 nm. As frações foram coletadas em tubos de 1,5 mL, e mantidas em gelo. 

De cada fração foi separada uma alíquota de 45 μL e diluídas em 15 μL de tampão 

TA 4X, procedendo-se aquecimento por 95 °C, por 03 minutos. As amostras foram 

então utilizadas em eletroforese de proteínas e coloração por Azul de Comassie 

(conforme itens 4.6 e 4.7) 

  Cromatografia de troca iônica também foi realizada para fins de se obter frações 

com uma menor quantidade de contaminantes ou degradações. As frações 
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denominadas B32 a B40, também correspondentes ao pico da corrida e obtidas a 

partir da purificação por cromatografia de afinidade por cromatógrafo Äkta, foram 

reunidas e diluídas em um volume total de 24 mL de tampão A (composto por 20 mM 

de fosfato de sódio monobásico e 50 mM de NaCl, em pH 7,5). Utilizamos a coluna 

Hitrap Q (GE Healthcare Life Sciences), em cromatógrafo ÄTKA Pure 25 M (Cytiva). 

A eluição das proteínas de interesse foi realizada através da aplicação de um 

gradiente de cloreto de sódio, obtido pela mistura contínua de tampão A e tampão B 

(composto por 20 mM de fosfato de sódio monobásico e 1 M de NaCl, em pH 7,5) de 

5% a 100% (V/V). As frações foram coletadas em tubos de 1,5 mL, em gelo. De cada 

fração foi separada uma alíquota de 45 μL e diluída 15 μL em tampão TA 4X, 

procedendo-se aquecimento por 95°C, por 03 minutos. As amostras foram então 

utilizadas em eletroforese de proteínas e coloração por Azul de Comassie (conforme 

itens 4.6 e 4.7). 

 

4.12 Diálise de proteínas através de membrana semipermeável 
 

  Dado que as frações obtidas a partir de cromatografia por afinidade contém 

altas concentrações imidazol, o que pode interferir em testes enzimáticos, 

procedemos ensaios de diálise. As frações B27, B28 e B29 (presentes no pico da 

purificação de afinidade, conforme item 4.10) foram coletadas (1 mL de cada) e 

utilizadas nesse teste. As amostras foram então acondicionadas em membrana de 

diálise SnakeSkin Dialysis Tubing (Thermo Scientific) (10.000 MWCO), e submersas 

em 3 litros de tampão de diálise (solução de 20 mM de fosfato de sódio monobásico 

e 50 mM NaCl, em pH 7,5), em câmara fria e sob agitação.  

 

4.13 Abordagens in silico para predição da estrutura das proteínas TgBCKDK e 
TgPDK e para docking molecular 
 

A busca das regiões funcionais e conservadas de TgBCKDK e TgPDK foi 

realizada através da plataforma online Interpro (https://www.ebi.ac.uk/Interpro/). As 

informações obtidas serviram como subsídio para as novas construções que foram 

realizadas em sequência, voltadas à expressão de proteínas truncadas, contendo 

somente as regiões de domínios. Os experimentos computacionais de docking 
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molecular foram realizados no software UCSF Chimera versão 1.17.3 (PETTERSEN 

et al., 2004) com o plug-in AutoDock Vina versão 1.1.2 (TROTT; OLSON, 2010). As 

imagens foram geradas no ChimeraX versão 1.8 (MENG et al., 2023). Também 

utilizamos o servidor online Phyre2 para a geração de modelos tridimensionais das 

quinases (KELLEY et al., 2015). Os ligantes e substratos (piruvato e DCA) foram 

modelados e conformados nas formas de energia minimizada usando o pacote 

ChemOffice 21.0.0.28. 

 

4.14 Amplificação das regiões de domínios de TgBCKDK e TgPDK, para clonagem 
em sistema Gateway (Invitrogen) 
 

A partir dos dados obtidos pelas modelagens in silico, procedemos a clonagem 

por PCR das regiões mais estruturadas e conservadas de ambas as proteínas 

quinases, com oligonucleotídeos para o sistema Gateway, contendo as regiões 

apropriadas de recombinação (Tabela 1). Dessa forma, optamos pela clonagem da 

região compreendida entre os códons (451 – 2226), relacionada aos aminoácidos 

150-742 para TgPDK e da região compreendida entre os códons (215–1380), 

relacionada aos aminoácidos 72-460 para TgBCKDK, utilizando como molde os 

plasmídeos sintetizados pela empresa Biomatik (item 4.3).  

 

Oligonucleotídeo Sequência 
Forward_ 

TgBCKDK_GW 
5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA 

GGCTTCATGCATACCCCGTTAAGCGTTCC-3’ 
Reverse_ 

TgBCKDK_GW 
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG 

TCTTACAGTTCCGGACGTTCTTCAT-3’ 
  

Forward_ 
TgPDK_GW 

5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA 
GGCTTCATGCTGAGCAAAGAACGCCATGATC-3’ 

Reverse_ 
TgPDK_GW 

5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG 
GGTCTTAGCCACGAATCATCTGGGTCAC-3’ 

Tabela 1. Oligonucleotídeos para clonagem das regiões alvo de TgBCKDK e TgPDK. Sequências 
em negrito correspondem às sequências attB necessárias para recombinação com vetor pDONR221 
da plataforma Gateway (Invitrogen). Sequências em vermelho correspondem códons de parada. 

 

Para a amplificação das regiões-alvo foi utilizada a enzima 

Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (11304011, Invitrogen), em reação de 

volume final com 50 μL, contendo High Fidelity PCR Buffer 1X, 2,0 mM de MgSO4, 

0,2 mM de dNTP, 0,2 pmol dos primers forward e reverse, apropriados para cada 
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construção, 1 ng de plasmídeo (TgBCKDK ou TgPDK) e 1 U da enzima Taq DNA 

Polymerase, juntamente com água ultrapura 18,2 MΩ.cm. Em termociclador foram 

utilizadas as seguintes condições, para verificação da melhor condição de 

amplificação: desnaturação inicial a 95 °C, por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 

desnaturação a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 56°C por 30 segundos e 

extensão a 68 °C (90 segundos para TgBCKDK e 2 minutos para TgPDK), e 

temperatura final de 4 °C. Os produtos de PCR, foram diluídos em ficol e aplicados 

em gel de agarose 1%, em tampão TBE (Trisbase 89 mM, Ácido bórico 89 mM, EDTA 

2 mM pH 8.0) e corrente de 100 V, por 01 hora. Após, os géis foram corados em 

solução de brometo de etídio 0,5 μg/ml e visualizado em transluminador acoplado com 

luz UV. 

 

4.15 Recombinação Gateway 
 

A base da recombinação Gateway se dá através do sistema de recombinação 

do fago lambda (Ptashne, 1992) que permite a transferência de sequências 

heterólogas de DNA entre vetores de uma forma facilitada (Hartley et al., 2000). Na 

primeira etapa das reações, catalisada pela enzima BP Clonase (Invitrogen), ocorre a 

recombinação entre os sítios attB1/attB2, inseridos por PCR junto aos sítios alvo de 

clonagem, e os sítios attP1/attP2, presentes no vetor de entrada (pDNOR221), 

gerando um clone de entrada. Na segunda etapa do processo, catalisada pela enzima 

LR Clonase, ocorre a recombinação entre os sítios attL1/attL2 do clone de entrada, e 

os sítios attR1/attR2, presente no vetor de destino, que no caso foi o vetor pDEST17. 

Para a primeira etapa, realizamos a purificação dos produtos de PCR (obtidos no item 

4.14), 150 μL de tampão TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA) e 100 μL de solução 

contendo 30% de PEG 8000 e 30 mM MgCl2. Foi procedido vórtex e centrifugação por 

10.000 x g por 15 minutos. Após centrifugação, sobrenadante foi descartado e o 

precipitado (contendo os amplicons purificados) foi diluído 50 μL de tampão TE, e a 

solução final foi quantificada em NanoDROP. Para a recombinação foram utilizados 

50 fmol dos produtos de PCR e do vetor de entrada pDNOR221, em reação de volume 

final de 8 μL, juntamente com tampão TE e enzima BP Clonase II. Realizou-se 

incubação a 25 °C por 1 hora. E então, foi utilizado 1 μL da enzima Proteinase K, e 

incubação por 10 minutos a 37 °C. No final do processo foi realizado transformação 
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de bactérias E. coli, Top10, cálcio competentes, através de metodologia de choque 

térmico, conforme protocolo do item 4.4, e seleção em placa LB contendo canamicina. 

Os clones foram confirmados por PCR, sendo realizado pré-inóculo a partir de uma 

colônia em 5 mL de meio LB contendo canamicina (37 °C, 200 rpm, 16 horas), e 

purificação dos plasmídeos através de MiniPrep com uso de kit da Qiagen (Plasmid 

Plus Midi Kit). Na segunda etapa, foi realizada recombinação entre os plasmídeos 

pDNOR221 (vetor de entrada) e vetor pDEST17 (vetor de destino) usando enzima LR 

Clonase II e Proteinase K, nas mesmas condições descritas na primeira etapa da 

recombinação (Figura 20). Os plasmídeos obtidos foram utilizados para a 

transformação de E. coli Top10, cálcio competente, e foi realizada seleção em placas 

LB contendo ampicilina (25 μg/mL). Com a confirmação dos clones por PCR, foi 

realizado pré-inóculo e purificação dos plasmídeos por miniprep, para a transformação 

das bactérias de expressão por choque térmico (conforme item 4.4). 
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Figura 20. Esquemas de recombinação Gateway utilizados no projeto. A e B, amplificação das 
regiões-alvo por PCR (TgPDK e TgBCKDK, respectivamente), a partir dos vetores-molde, e então 
recombinação em vetores pDONR221 e pDEST17. 
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4.16 Expressão recombinante da região de domínios das proteínas TgPDK e 
TgBCKDK 
 

Para a expressão das sequencias parciais, sem as regiões desestruturadas, 

obtidas através de clonagem em vetores do sistema Gateway, foi utilizada a cepa E. 

coli plysS (DE3), cálcio competente, e metodologia de choque térmico (item 4.4), 

juntamente com 50 ng de plasmídeos previamente purificados. Após a seleção dos 

clones em placa LB contendo ampicilina (25 mg/mL), os clones foram confirmados por 

PCR e procedeu-se os testes de expressão, utilizando-se 20 mL de meio LB (com 100 

μg/ml de ampicilina).  

Além da indução tradicional utilizando-se IPTG (1 mM), realizamos testes com 

condições de glicose (como agente repressor) e lactose (como agente indutor), em 

diferentes condições, para verificar se o nível de expressão das proteínas de interesse 

poderia ser aumentado, bem como a expressão basal diminuída, como reportado nos 

estudos de Studier (2005). Foram preparadas culturas contendo 20 mL de meio LB 

(com 100 μg/mL de ampicilina), 1% de pré-inóculo, nas condições controle (não-

induzido), indução por IPTG (1 mM), diferentes condições de repressão (glicose 0,1, 

0,3, 0,5 e 1%), e meio autoinduzido contendo como agente repressor glicose 0,1% e 

agente indutor lactose nas concentrações de 0,2%, 0,4% e 0,6%. As bactérias foram 

crescidas a 37°C (200 rpm) até a DO 0,4 (aferida a 600 nm), a temperatura foi reduzida 

a 16 °C e a indução por IPTG (1 mM) ou lactose foi realizada na DO 0.6-0.8. Após a 

expressão, as culturas foram centrifugadas a 4 °C, 3000 x g, por 10 minutos e o meio 

de cultura foi descartado. Procedeu-se então a diluição dos precipitados bacterianos 

em 5 mL de tampão de lise (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8,0 e PMSF 1 mM). 

As bactérias foram então lisadas por sonicação, em equipamento QSonica (amplitude 

10, 06 pulsos de 15 segundos, com intervalos de repouso de 30 segundos, em gelo). 

Os lisados foram então centrifugados a 14.000 x g por 15 minutos, a 4°C, e as frações 

solúveis foram recolhidas. Amostras de 45 μL das frações solúveis foram diluídas em 

15 μL de tampão TA 4X e aquecidas a 95°C por 03 minutos. Nos géis SDS-PAGE 

10% foram então aplicadas 15 μL de cada amostra, seguindo-se por eletroforese de 

proteínas e Western Blot (conforme itens 4.6 e 4.9). Após a padronização, também 

foram realizados ensaios de expressão com 100 mL de meio LB, para cada 

construção, mantendo-se as condições já descritas de expressão, lise, coleta e 

análise da fração solúvel. 
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4.17 Estratégias de purificação das proteínas recombinantes 
 

Para a purificação manual (de bancada, em pequena escala), foram utilizadas 

colunas plásticas (Biorad) com capacidade de 15 mL, e 100 μL de solução de resina 

de níquel-NTA (Sepharose Fast Flow). A resina foi lavada 03 vezes com tampão de 

lise (1 mL em cada etapa), e então o extrato solúvel foi adicionado à coluna. Após 

essa etapa, foi adicionado 1 mL de tampão A (0,3 M NaCl, 0,05 M TrisHCl, pH 8,0) 

contendo 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 400 mM de imidazol, pH 8,0. Os tampões 

foram adicionados consecutivamente e as frações eluidas foram coletadas em tubos 

de 1,5 mL e mantidas em gelo. 

Para a etapa de eletroforese, foi utilizado 45 μL de cada fração juntamente com 

15 μL de tampão de amostra, as amostras foram então aquecidas a 95 °C, por 03 

minutos e submetidas a eletroforese (conforme item 4.6). Os géis então foram 

submetidos a coloração por solução de prata (item 4.8).  

Além da purificação de bancada, também realizamos tentativas em relação à 

purificação de ambas as proteínas por sistema de cromatografia por afinidade em 

cromatógrafo Äkta, utilizando-se 750 mL de cultura bacteriana. Para a expressão da 

proteína TgPDK foi utilizado meio LB, suplementado IPTG 1 mM. Enquanto isso, para 

a proteína TgBCKDK foi utilizado meio autoinduzido composto por meio LB, 

suplementado com glicose 0,1% e lactose 0,2%. Após a expressão, as culturas foram 

centrifugadas a 3000 x g, por 10 minutos, 4°C. Os pellets foram diluídos em 40 mL de 

tampão de lise (50 mM Tris-HCl e 300 mM NaCl, pH 8,0 e PMSF 1 mM) e submetidos 

à microfluidificação. No cromatógrafo Äkta foi utilizada a coluna HisTrap FastFlow 

(GE), de 1 mL de capacidade, as eluições foram realizadas em steps, tentando replicar 

as condições realizadas nos testes de purificação em bancada. 

 

4.18 Concentração e diálise das frações com utilização de filtro amicon 
 

Após a etapa de purificação em bancada da proteína TgBCKDK, as frações 

foram concentradas por ultrafiltração com o uso de filtros (modelo amicon) com poro 

de tamanho nominal de 30.000 Da (500 μL de capacidade), e centrifugação a 14.000 

x g, 15 minutos, a 4°C. Após a concentração, as frações foram submetidas à diálise, 
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com a utilização de 500 μL de tampão A (300 mM NaCl, 50 mM TrisHCl, pH 8,0) e 

mesmas condições de centrifugação, procedendo lavagem por 04 vezes. As frações 

foram submetidas à eletroforese e coloração de prata para verificar a pureza das 

frações (itens 4.6 e 4.8). 

 

4.19 Ensaios enzimáticos 
 

Para os ensaios de atividade enzimática foram utilizados 0,4 μM de enzima 

recombinante purificada (TgBCKDK), tampão de reação na concentração final de 25 

mM TrisHCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 30 mM KCl, peptídeos 

sintéticos relacionados à subunidade E1-alfa de BCKDH (Tabela 2) na concentração 

de 50 μM e ATP em concentrações variáveis (75, 150 e 300 μM). O volume final de 

reação em cada poço foi de 50 μL. Os ensaios foram realizados em 05 réplicas, em 

placas de 95 poços (Biofil), com temperatura de 37°C, 150 rpm, por 06 horas, 

protegidas da luz. Após esse tempo, as placas foram acondicionadas em temperatura 

ambiente por 10 minutos, e então foi adicionado 50 μL de solução do kit Kinase-Glo 

(Promega). Após a adição do reagente, as placas foram mantidas sob agitação leve 

(100 rpm) por 05 minutos, e a leitura da luminescência foi realizada em equipamento 

Synergy H1M2F. Os dados foram tabulados e analisados em software Prism 8.0, com 

uso de Análise de Variância (Anova), seguida de teste de Tukey. 

 

Identificação Sequência dos peptídeos 

E1-alfa-01 TYRVGHHSTSDDSFQYR 

E1-alfa-01 (mutado) TYRVGHHATSDDSFQYR 

E1-alfa-02 TYRIGHHSTSDESGAYR 

Tabela 2. Peptídeos sintéticos relacionados à subunidade E1-alfa de BCKDH. E1-alfa-01 se 
relacionada à região de fosforilação da subunidade E1-alfa já descrita na literatura. E1-alfa-02 se 
relacionada à região de fosforilação da nova subunidade E1-alfa, encontrada a partir das análises de 
filogenia. Resíduo em vermelho indica mutação no sítio de serina, região principal de fosforilação. 
Resíduos sublinhados mostram as diferenças de resíduos entre os peptídeos E1-alfa-01 e E1-alfa-02. 

 

Em uma primeira etapa do projeto, peptídeos sintéticos referentes a região de 

fosforilação de E1-alfa-01 e do peptídeo mutado foram sintetizados pela empresa 

Biomatik. Posteriormente, novos peptídeos sintéticos, referentes à região de 

fosforilação de E1-alfa-01 e E1-alfa-02, foram obtidos em colaboração com a UNESC 
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(Universidade do Extremo Sul Catarinense) e foram sintetizados manualmente por 

FMOC Solid phase Peptide Synthesis, seguindo-se metodologia reportada na 

literatura (MACHADO et al., 2014; SCUSSEL et al., 2022). Os peptídeos sintéticos 

obtidos foram então caracterizados por espectrometria de massa por eletrospray (ESI-

MS). As análises foram realizadas em espectômetro de massa Xevo TQ-S micro Triplo 

Quadrupolo, com fonte de ionização de geometria Z-Spray, acoplado a um sistema 

UPLC (Waters Corporation, Framingham, MA, USA). As amostras dos peptídeos 

foram diluídas em acetonitrila (LC/MS) e foram introduzidas no equipamento por 

infusão em modo de ionização positiva. Os íons precursores também foram 

submetidos à fragmentação. Os espectros obtidos foram analisados pelo software 

MassLynx, versão V4.2 SCN1001 (2019, Waters Inc.). 

 

4.20 Imunoprecipitação (IP) dos complexos proteicos associados a TgPDK e BCKDK 

 

Para os ensaios de imunoprecipitação foram utilizados parasitos T. gondi 

ΔhxgprtΔku80 (controle, sem etiqueta) e parasitos da mesma linhagem previamente 

etiquetados (tag 3x.HA) na porção C-terminal das proteínas (TgPDK e TgBCKDK). 

 Os parasitos foram cultivados em garrafas de 175 cm² em células NHDF 

utilizando-se meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), 

suplementado com 10% de soro fetal, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 

100 μg/mL de estreptomicina, mantendo-se as células a 37 °C em estufa com 

atmosfera umidificada e enriquecida com 5% de CO2. Quando as células atingiram 

confluência adequada, foram inoculadas com taquizoítas de T. gondii na proporção 

de 3 a 5 parasitas por célula. Após a lise das células hospedeiras, os parasitas foram 

contados, e utilizamos 1 x 108 parasitas para os passos seguintes.  

Os parasitos foram centrifugados a 700 x g, por 10 minutos, a 4°C, e o meio de 

cultura foi descartado. O precipitado de parasitas foi então ressuspendido em 1mL de 

PBS 1X, seguindo-se por nova rodada de centrifugação, nas mesmas condições. 

Após a centrifugação, foi realizada nova lavagem dos parasitos com PBS 1X, 

seguindo-se as mesmas condições. Após nova centrifugação, o pellet de parasitas foi 

suspendido em 1 mL de tampão de lise (50 mM TrisHCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1 mM PMSF e 1% NP40), e mantidos sob refrigeração por 01 hora. Após esse 

tempo, os parasitas foram sonicados por 06 vezes, em pulsos de 15 segundos, 
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intercalados com períodos de repouso de 30 segundos (amostras mantidas em gelo), 

utilizando amplitude de 10% no equipamento Qsonica. Após a sonicação, os parasitas 

foram centrifugados a 14.000 x g, 15 minutos, 4 °C e o sobrenadante foi recolhido 

para os passos posteriores. Previamente, microesferas magnéticas foram lavadas 2x 

com 500 μL de tampão de lise (e com uso de estante magnética), e incubadas com 5 

μL de anticorpo anti.HA (RAT) (Roche, REF 11867423001), sendo incubadas por 18 

horas, sob agitação, em câmara fria. Após esse período, o tampão foi removido das 

microesferas magnéticas através do uso de estante magnética, e então o 

sobrenadante resultante da centrifugação dos parasitas lisados foi adicionado. 

Procedeu-se então incubação a 4 °C, por 02 horas, sob agitação. Após esse período, 

as microesferas foram separadas através do uso de estante magnética e procedeu-

se lavagem por 6 vezes com tampão de lavagem (50 mM TrisHCl pH 8,0, 150, 300 ou 

400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF e 1% NP40). Após isso, o tampão de 

lavagem foi removido e as microesferas foram incubadas com 50 μL de tampão de 

eluição (1% SDS, 50 mM TrisHCl pH 8.0, 10 mM EDTA), por 10 minutos, em gelo. As 

microesferas foram removidas através da estante magnética, e o tampão de eluição, 

contendo as proteínas foi misturado ao tampão TA 4x e utilizado para eletroforese 

vertical em gel de poliacrilamida (item 4.6). Os géis foram utilizados para Western Blot 

e coloração de prata (conforme itens 4.8 e 4.9). Triplicatas de cada condição foram 

enviadas ao Laboratório de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas 

para o processamento das amostras.  

Os arquivos brutos (.raw) gerados pelo Espectômetro de Massas (LC-MS/MS 

Orbitrap Exploris 120 e Cromatógrafo líquido Ultimate 3000 RSLCnano - Thermo) 

foram processados pelo software MaxQuant (versão 2.6.7.0), com os parâmetros 

ajustados para permitir identificação por correspondência de espectros a partir do 

banco de dados de T. gondii ME49 (Uniprot). Após o processamento, os arquivos 

gerados foram analisados através do software Perseus, e as diferenças estatísticas 

foram calculadas através de Análise Variância (Anova) e teste de Tukey. Também 

utilizamos o teste não-paramétrico Kruskal-Wallis para avaliação dos dados quando 

os resultados não atingiram os critérios de normalidade ou continham réplicas com 

valores nulos ou zerados, impossibilitando a análise adequada pelo teste t, conforme 

preconizado na literatura (CLEOPHAS; ZWINDERMAN, 2016). 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Busca de proteínas candidatas às subunidades E1-alfa do complexo BCKDH e 
PDH em Toxoplasma gondii 
 
 O complexo BCKDH de Toxoplasma gondii é reportado como um complexo 

enzimático com dupla-função, atuando majoritariamente sobre a conversão do 

piruvato, porém com atividade residual sobre o metabolismo de aminoácidos (BCAAs) 

(OPPENHEIM et al., 2014). Essa é uma característica incomum, e não reportada para 

outros grupos de organismos, dado que geralmente ocorrem complexos 

desidrogenases voltados à conversão do piruvato (PDH) ou de aminoácidos (BCKDH), 

sem a sobreposição de atividades bioquímicas. Dado que o complexo PDH está 

ausente na mitocôndria dos apicomplexas, realizamos buscas para tentar elucidar a 

possibilidade de existir uma outra subunidade E1-alfa para o complexo BCKDH, ainda 

não reportada na literatura, e que poderia estar relacionada à função “canônica” 

voltada aos BCAAs (conforme metodologia reportada no item 4.1). As buscas no 

BLAST revelaram uma proteína com E-value: 1E-119 (Figura 21, A), sendo uma forte 

candidata a ser uma nova proteína relacionada à subunidade E1-alfa de BCKDH. Essa 

proteína está identificada com código de acesso UNIPROT (XP_002368552.1), e 

nomeada como 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, putative.  

 

 

 

Figura 21. Identificação de proteínas relacionadas à subunidade E1-alfa de BCKDH com o uso 
da ferramenta BLAST. A: Buscas utilizando a proteína TGME49_239490 (E1-alfa já descrita para o 
complexo BCKDH) como referência. B: Buscas utilizando a proteína TGME49_245670 (E1-alfa já 
descrita para o complexo PDH, do apicoplato) como referência. 
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Quando realizamos essa mesma busca utilizando como referência a sequência 

de resíduos da subunidade E1-alfa do complexo PDH (TGME49_245670), nenhuma 

outra possível proteína candidata foi encontrada (Figura 21, B). 

A partir do código XP_002368552.1 (Uniprot), identificamos na plataforma 

ToxoDB uma proteína identificada com o código TGME49_292100, e, apesar de 

existirem dados relacionados à sequência e ao perfil de expressão dessa proteína 

depositados nesse banco de dados, nos chamou a atenção de que não há menções 

em outros artigos científicos sobre essa proteína, nem sobre a sua possível função 

biológica no metabolismo dos parasitos. 

A ausência de dados sobre essa proteína nos motivou a entender melhor esse 

panorama, dado que nunca foi reportado uma possível nova subunidade E1-alfa para 

o complexo BCKDH no grupo dos apicomplexas, e que também poderia constituir um 

alvo biológico para a atuação das quinases TgBCKDK e/ou TgPDK. 

Para investigar as regiões conservadas, presentes pela nova proteína 

candidata, utilizamos as sequências reportadas no ToxoDB (https://toxodb.org/), para 

as proteínas TGME49_239490 (E1-alfa-01) e TGME49_292100 (possível E1-alfa-02), 

e realizamos alinhamento com o uso da ferramenta Align da plataforma Uniprot 

(Figura 22). 
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Figura 22. Alinhamento entre a subunidade E1-alfa (TGME49_239490) do complexo de BCKDH 
de T. gondii e a proteína TGME49_292100. A: Alinhamento entre as sequências de resíduos para 
ambas as proteínas. B: Alinhamento entre as regiões que contém o sítio de Serina (asterisco), e que 
constitui o alvo principal de fosforilação. C: Índice de similaridade entre as proteínas. 

*
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Os dados de alinhamento revelaram diversas regiões conservadas em ambas 

as proteínas, além de um índice de similaridade de 44,03%, o que fortalece a hipótese 

de serem proteínas relacionadas. Além disso, ocorre conservação da região 

associada ao sítio de serina (indicada pelo asterisco) descrito como alvo principal de 

fosforilação (Figura 22, B), (PhosphositePlus, https://www.phosphosite.org/). Além 

disso, ocorre conservação dos resíduos flanqueadores dessa região, em ambas as 

proteínas, o que é importante para o reconhecimento e interação adequada com 

proteínas quinases (AHSAN et al., 2012). 

 A partir dessas informações, realizamos buscas na plataforma OrthoDB 

(https://www.orthodb.org/). Essa plataforma conta com dados genômicos de mais de 

18.000 procariotos e aproximadamente 2.000 eucariotos, e pode encontrar proteínas 

ortólogas em diferentes organismos, inferindo possíveis rotas evolutivas associadas à 

divergência de sequências-alvo (KUZNETSOV et al., 2023). A submissão do código 

TGME49_292100 à essa plataforma resultou da identificação da presença de duas 

proteínas junto à família Sarcocystidae (filo Apicomplexa) (Figura 23), o que corrobora 

com os dados já encontrados no BLAST e com o alinhamento das sequências de 

resíduos de ambas as proteínas. Além disso, os dados apontaram para uma 

ramificação evolutiva, formando dois grupos distintos, ou seja, a divergência entre as 

proteínas poderia ser ancestral à origem da própria família Sarcocystidae.  

 

 

 

 

Figura 23. Diagrama evolutivo da subunidade E1-alfa do complexo BCKDH para Toxoplasma. É 
possível observar que junto ao clado Coccidia (apicomplexa) é reportado um ponto de divergência 
evolutiva, que deu origem a duas proteínas relacionadas à subunidade E1-alfa do complexo BCKDH. 
Dados OrthoDB (https://www.orthodb.org/). 
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5.2 Análises in silico para as regiões de domínios da subunidade E1-alfa de BCKDH 
 

A partir das sequências reportadas para as proteínas TGME49_239490 (E1-alfa-01) e 

TGME49_292100 (possível E1-alfa-02), realizamos buscas junto à plataforma Interpro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) para verificar se os domínios conservados estariam 

presentes em ambas as proteínas (Figura 24). 

Figura 24. Regiões de domínios preditas para as proteínas relacionadas à subunidade E1-alfa 
para o complexo BCKDH de Toxoplasma gondii. A. Proteína TGME49_239490 (E1-alfa-01), já 
reportada na literatura. B. Proteína TGME49_292100 (E1-alfa-02). Dados Interpro 
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). 



78  

 Os resultados indicam que ambas as proteínas apresentam as mesmas regiões 

de domínios, nas mesmas posições, além da identificação de um domínio identificado 

como “2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha”, que é um domínio conservado 

presente na subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH de diferentes organismos 

(Ævarsson et al., 1999).  

 Como forma complementar, realizamos buscas em relação ao perfil 

transcriptômico dessas proteínas, com análise dos dados já depositados na 

plataforma ToxoDB (https://toxodb.org/); além do perfil de expressão das proteínas 

quinases TgBCKDK e TgPDK, proteína TgBCAT (transaminase que atua na 

desaminação de BCAAs) (Du et al., 2022), da subunidade E1-beta, proteína que está 

diretamente associada à função da subunidade E1-alfa nos complexos BCKDH/PDH 

(JENG; HUH; SONG, 1994); bem como dos componentes E2 e E3, que participam da 

estruturação desses complexos desidrogenases (HEVLER et al., 2023) (Figura 25). 
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Figura 25. Perfis de expressão de diferentes proteínas em Toxoplasma gondii. Perfis de 
transcriptoma (RNA-Seq) de cultivos de taquizoítas in vitro em diferentes tempos (gráfico laranjas à 
direita), e perfis de infecção in vivo (enterócitos, gráficos em azul). EES1: estágio muito inicial de 
infecção, isolado a partir de um gato. EES2: estágio inicial de infecção em células entéricas, isolados a 
partir de dois gatos. EES3 e 4: estágio misto e tardio de infecção em células entéricas, respectivamente, 
isolados a partir de dois gatos. EES5: estágio tardio de infecção, isolado de um gato. TPM = transcritos 
por milhão. Adaptado de ToxoDB (https://toxodb.org/) e Ramakrishnan et al., 2019.  
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Os perfis de expressão mostram antagonismo entre as proteínas E1-alfa-01 e 

E1-alfa-02. E1-alfa-01 apresenta uma tendência constante de aumento ao longo das 

fases de replicação em enterócitos de felinos, porém com uma redução tanto após 44 

horas de replicação intracelular in vitro quanto nas fases de esporulação. Enquanto 

isso, E1-alfa-02 apresenta-se aumentada durante a esporulação e reduzida durante a 

fase proliferativa em enterócitos, porém com um aumento após 44 horas de 

proliferação in vitro, o que nos sugere um comportamento de alternância metabólica 

entre essas proteínas, o que poderia ser um mecanismo de adaptação à 

disponibilidade de nutrientes ao longo do ciclo de vida dos parasitos. 

Quando analisamos o perfil de expressão da enzima BCAT (relacionada ao pré-

processamento de aminoácidos) encontramos um perfil similar ao relacionada à 

subunidade E1-alfa-02, tanto com um aumento durante a fase de esporulação, quanto 

na faixa de 36 a 44 horas de proliferação in vitro, porém com uma menor expressão 

durante as fases proliferativas em enterócitos. 

A literatura aponta que Toxoplasma apresenta um alto consumo de glicose 

durante as fases replicativas (BLUME et al., 2015), porém na fase de oocistos ocorre 

um aumento na conversão de BCAAs como fonte de energia (POSSENTI et al., 2013). 

Dessa forma, analisando-se em conjunto os dados de expressão para E1-alfa-02 e 

BCAT, quanto o que a literatura já propõe, é possível especular que a enzima E1-alfa-

02 esteja diretamente associada à conversão de BCAAs, diferente da atividade da 

enzima E1-alfa-01 que já foi descrita como voltada à degradação do piruvato 

(OPPENHEIM et al., 2014), com uma possível alternância entre essas subunidades, 

o que capacitaria o complexo BCKDH na degradação do piruvato ou de BCAAs 

conforme a etapa do ciclo de vida dos parasitos. 

A subunidade E1-alfa dos complexos desidrogenases apresenta atividade 

catalítica dependente de sua associação com a subunidade E1-beta (JENG; HUH; 

SONG, 1994); o que justifica a necessidade de se analisar também os dados de 

expressão dessa subunidade, em conjunto com o perfil de expressão das 

subunidades E1-alfa-01 e E1-alfa-02 de Toxoplasma. O perfil de expressão de E1-

beta revela uma forte similaridade ao perfil já verificado em E1-alfa-01, tanto com uma 

redução durante as fases de esporulação quanto após 44 horas de proliferação in 

vitro.  
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Entretanto, para a subunidade E1-alfa-02 os dados de expressão indicam uma 

faixa de 400 transcritos por milhão (TPM) na fase de esporulação dos parasitos, o que 

não ocorre para a subunidade E1-beta, que está muito reduzida nessa etapa do ciclo 

de vida. Dado que a atividade de E1-alfa é dependente de sua associação com uma 

subunidade E1-beta correspondente para a sua atividade catalítica, isso também 

poderia nos indicar a existência de outra subunidade E1-beta, também não reportada 

na literatura. Dessa forma, realizamos buscas nas plataformas Blast, Uniprot e 

OrthoDB buscando encontrar evidências de proteínas homólogas relacionadas à 

subunidade E1-beta, entretanto encontramos apenas a subunidade já reportada na 

literatura. 

Analisando-se os dados de expressão das quinases TgBCKDK e TgPDK é 

possível observar que ambas as quinases estão presentes em todas as fases do ciclo 

de vida dos parasitos. TgBCKDK apresenta uma redução após 44 horas de cultivo in 

vitro, semelhante à redução verificada na subunidade E1-alfa-01, enquanto a 

expressão de TgPDK aumenta entre os períodos de 36 e 44 horas de cultivo, similar 

ao aumento de expressão verificada para a subunidade E1-alfa-02 após 44 horas de 

cultivo. Dado que ambas as quinases aumentam ao longo da fase proliferativa, quanto 

durante a fase de esporulação dos parasitos, não é possível sugerir uma possível 

associação preferencial entre cada quinase em relação à cada uma das subunidades 

E1-alfa do complexo BCKDH. 

O perfil de expressão dos componentes E2 e E3 também se assemelha ao perfil 

já verificado para as subunidades E1-alfa-01 e E1-beta, com maior expressão 

principalmente durante a replicação dos parasitos. Os bancos de dados Uniprot, Blast 

e OrthoDB também não indicam outras possíveis proteínas homólogas para E2 e E3, 

relacionadas ao complexo BCKDH de Toxoplasma, sugerindo que essas proteínas 

possivelmente podem existir como proteínas únicas, sendo sintetizadas 

principalmente durante a fase taquizoíta. 
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5.3 Modelagens in silico para as subunidades E1-alfa do complexo BCKDH de T. 
gondii 
 

A partir das sequências reportadas para E1-alfa-01 e possível E1-alfa-02, 

realizamos modelagens in silico através da ferramenta Rosetta-Fold, e posterior 

sobreposição estrutural com o uso da ferramenta MatchMaker do software Chimera 

versão 1.17.3 (conforme metodologia do item 4.1), para verificar possíveis diferenças 

estruturais entre essas proteínas (Figura 26). 

   

A sobreposição estrutural entre as proteínas resultou em um índice RMSD 

(desvio quadrático médio) de 0.838 angstroms, e é possível observar sobreposição 

estrutural em diversas regiões de alfa-hélices e folhas-beta, com exceção de uma 

região N-terminal, conforme destacado na figura 26C (asterisco). Essa diferença está 

diretamente relacionada às diferenças de resíduos já observados no alinhamento 

entre as duas proteínas (Figura 22), onde E1-alfa-02 possui uma região N-terminal 

com um número maior resíduos em comparação com a proteína E1-alfa-01.  

  

Figura 26. Modelagens in silico para as proteínas E1-alfa-01 e E1-alfa-02. A: Subunidade E1-
alfa-01 de BCKDH. B: Possível subunidade E1-alfa-02 de BCKDH. C: Sobreposição estrutural entre 
as subunidades E1-alfa-01 (em azul) e E1-alfa-02 (em vermelho); região tracejada com asterisco: 
região próxima à região N-terminal de cada proteína, sem sobreposição estrutural. 
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5.4 Análises filogenéticas para as subunidades E1-alfa do complexo BCKDH de 
apicomplexas 

 

Para predizer as relações filogenéticas das proteínas TGME49_239490 (E1-

alfa-01) e TGME49_292100 (possível E1-alfa-02), realizamos buscas em relação às 

sequências das proteínas relacionadas à subunidade E1-alfa dos complexos 

desidrogenases BCKDH/PDH, junto aos organismos do supergrupo SAR, clado 

Archaeplastida, e Eubacteria (conforme metodologia descrita no item 4.1) (Figura 27 

e dados presentes no Anexo II). 

 

 

Figura 27. Árvore filogenética para a subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH em 
diferentes organismos. Cada grupo de organismos está representada pelas cores contidas na 
legenda. 
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A literatura aponta que os complexos desidrogenases BCKDH e PDH surgiram 

muito cedo na evolução dos organismos, ainda nos procariotos, a partir de um ponto 

de divergência em comum dos genes codificantes das proteínas desses complexos. 

Além disso, a partir de uma divergência evolutiva mais recente, ocorreu o surgimento 

do complexo PDH presente nas cianobactérias (SCHNARRENBERGER; MARTIN, 

2002).  

Nesse sentido, os dados que obtivemos com a árvore filogenética estão de 

acordo com a literatura, com a presença de um ponto central que liga os complexos 

BCKDH e PDH entre si, bem como um ponto de divergência posterior, que originou os 

complexos PDH presentes nas bactérias e nas mitocôndrias dos eucariotos, em 

relação ao complexo PDH presente em cianobactérias e plastídios. É possível 

observar também, que apesar das sequências referentes aos complexos 

desidrogenases das bactérias terem resultado em ramos divergentes dos observados 

nos eucariotos, é possível observar um ponto evolutivo em comum entre as 

alfaproteobactérias (gêneros Rickettisiales, Blastomonas, Kiloniellales, 

Rhodospirillales) e em um ponto mais distante com a espécie Nocarioides marinus 

(filo Actinobacteria), em relação ao complexo PDH mitocondrial, o que confirma as 

relações evolutivas já pontuadas na literatura, que relacionam principalmente as 

alfaproteobactérias com a origem da mitocôndria (ROGER; MUÑOZ-GÓMEZ; 

KAMIKAWA, 2017). 

Além disso, é possível observar que as sequências relacionadas ao E1-alfa ao 

complexo PDH das cianobactérias Pantanalinema sp. e Caminibacter pacificus, 

também estão em um ramo evolutivo próximo ao complexo PDH dos plastídios, o que 

corrobora com os dados da literatura, que relacionam a origem dos plastídios a partir 

de um ancestral ligados às cianobactérias (MCFADDEN, 2014; ROGER; MUÑOZ-

GÓMEZ; KAMIKAWA, 2017).  

A subunidade E1-alfa do complexo PDH, localizada no apicoplasto de 

Toxoplasma gondii (identificada como TGME49_245670), está junto ao grupo dos 

complexos PDH de plastídios, o mesmo ocorre para os outros apicomplexas como 

Plasmodium, Neospora, Hammondia, Cystoisospora, o que também indica que esse 

complexo tem origem a partir do mesmo ramo evolutivo que deu origem aos plastídios 

(cloroplastos) de vegetais e algas (Liang et al., 2020). 
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Ortólogos relacionados à subunidade E1-alfa-02 do complexo BCKDH de 

Toxoplasma também foram encontrados em diferentes apicomplexas, como 

Neospora, e nos gêneros Vitrella e Chromera (grupo Alveolata), ou seja, o evento de 

duplicação que levou ao surgimento das duas proteínas encontradas em T. gondii 

pode ser anterior ao surgimento do próprios alveolados. Enquanto isso, em 

Plasmodium, Babesia, Theileria e Haemoproteus, ocorre apenas uma proteína 

relacionada à subunidade E1-alfa-01. 

Durante o alinhamento das sequências relacionadas às subunidades E1-alfa 

dos complexos BCKDH, PDH e PDH de plastídios (o que inclui o apicoplasto), de 

diferentes organismos eucariotos, também encontramos um padrão conservado na 

região flanqueadora da serina-293, sítio principal de fosforilação das enzimas 

mitocondriais desse grupo de proteínas (Tabela 3, e dados no Anexo III). 

Organela Complexo  Região conservada 

Mitocôndria BCKDH TYR - - - H S T S D x - - - YR 
PDH TYR - - - H S M S D P - - - YR 

Plastídios PDH TYR - - - H S (L/V/P) A D P - - - R 
Tabela 3. Regiões conservadas observadas na subunidade E1-alfa dos complexos 
desidrogenases BCKDH e PDH. Em BCKDH, o resíduo x representa uma grande variedade de 
resíduos, mas sem a ocorrência de prolina (P), que ocorre somente nos complexos PDH mitocondriais 
e de plastídios. Na subunidade E1-alfa do complexo PDH de plastídios não ocorre o aminoácido tirosina 
(Y), antes da arginina (R). Os trechos marcados com hífen (-) indicam resíduos que são variáveis entre 
as subunidades E1-alfa desses complexos. 
 

 

Na subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH ocorre uma região central 

contendo os resíduos STS, onde a primeira serina dessa região é o sítio principal de 

fosforilação. Enquanto isso, no complexo PDH mitocondrial, essa região está 

composta pelos resíduos SMSDP, onde ocorreu a substituição do aminoácido 

treotinina (T), pela metionina (M) ao longo da evolução, além da presença de um 

resíduo de prolina (P), localizado após o aspartato (D), que não é encontrado em 

BCKDH. Além disso, verificamos que nos complexos PDH do apicoplasto e de 

plastídios, que a região flanqueadora ao sítio de serina pode ser composta pelos 

resíduos SLA, SVA ou SPA, com a conservação do sítio de prolina já verificado no 

complexo PDH mitocondrial, o que reforça a mesma origem evolutiva entre esses dois 

complexos. 
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5.5 Análises filogenéticas para as quinases BCKDK e PDK dos apicomplexas 
 

Conforme descrito acima, nossos dados indicaram a presença de 02 proteínas 

para a subunidade E1-alfa do complexo BCKDH de T. gondii, ambas contendo região 

de fosforilação composta pelo sítio STS, o que facilitaria uma atribuição possivelmente 

clara para a atuação da quinase BCKDK. Entretanto, dado a ausência de um complexo 

PDH na mitocôndria dos parasitos, a atribuição de um alvo biológico para PDK sobre 

o metabolismo dos parasitos permaneceria incerta. Além disso, para a atividade 

catalítica de PDK é necessária a presença dos resíduos flanqueadores 

correspondentes ao complexo PDH, além da presença obrigatória do resíduo de 

prolina na região-alvo (AHSAN et al., 2012), os quais estão ausentes em ambas as 

subunidades E1-alfa encontradas para o complexo BCKDH de Toxoplasma. Dessa 

forma, isso também nos motivou a investigar melhor as origens evolutivas dessa 

enzima, buscando por alguma possível origem divergente e que pudesse associar 

essa enzima sobre um possível alvo biológico “não-tradicional”, como o complexo 

BCKDH dos parasitos (Figura 28). 

Figura 28. Árvore filogenética para as quinases BCKDK e PDK, considerando diferentes 
grupos de organismos. Cada grupo de organismos está representada pelas cores contidas na 
legenda. 
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Nossos dados filogenéticos indicaram que as quinases BCKDK e PDK da 

maioria dos organismos possuem uma origem filogenética em comum, podendo-se 

observar uma divisão dicotômica em relação a esses dois grupos de proteínas. 

Enquanto a proteína identificada como TGME49_318560 de T. gondii está associada 

ao grupo das quinases BCKDKs de outros organismos, o mesmo não ocorre para a 

quinase PDK (TGME49_219682), estando em um grupo totalmente divergente de 

quinases do tipo “PDK” e que engloba vários representantes do grupo Alveolata, ou 

seja, a divergência dessa proteína é, possivelmente anterior à própria origem de todo 

esse grupo de organismos. 

A partir das buscas filogenéticas também encontramos duas proteínas 

divergentes, identificadas como TGME49_293260 e TGME49_227050 em 

Toxoplasma, porém não é possível atribuir a essas enzimas uma possível função do 

tipo PDK, dado que a região N-terminal regulatória (denominada como 

BCKDHK_Adom), que é conservada e característica dentro do grupo das quinases 

PDHKs, não foi identificada pela plataforma Interpro. Dessa forma, essas proteínas 

podem ser totalmente divergentes, apesar de sua origem comum com a enzima 

TgPDK, e podem não estar associadas à regulação do complexo BCKDH, dado que 

a presença desse sítio regulatório é importante para a atuação enzimática das 

quinases do tipo PDK ou BCKDK em outros organismos (ANWAR et al., 2021), 

entretanto, testes enzimáticos são requeridos para elucidar melhor a participação 

dessas enzimas no metabolismo de T. gondii. 

Um trabalho anterior do grupo descreveu a existência de duas enzimas 

quinases mitocondriais (TgBCKDK e TgPDK) como possíveis enzimas regulatórias 

para o complexo BCKDH de Toxoplasma (FERRARINI et al., 2021), no entanto, sem 

um estudo aprofundado sobre a origem evolutiva dessas quinases em relação ao 

grupo dos alveolatas e demais organismos do supergrupo SAR. 

Assim, essas informações filogenéticas sobre TgPDK trazem indícios de que 

essa enzima pode ter se adaptado evolutivamente para uma atuação regulatória sobre 

o complexo BCKDH de Toxoplasma, diferente do que normalmente ocorreria se essa 

enzima estivesse associada ao grupo das enzimas PDKs dos demais organismos. 
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5.6 Panorama evolutivo dos complexos desidrogenases e das quinases mitocondriais 
para os Apicomplexas e demais Alveolatas 

 

Os dados de filogenia em relação à subunidade E1-alfa de BCKDH indicaram 

a presença da subunidade E1-alfa-02 para esse complexo desidrogenase em 

Toxoplasma, ainda não reportada na literatura. Além disso, encontramos um padrão 

evolutivo distinto para a quinase PDK dentro dos organismos do grupo Alveolata 

(apicomplexas e dinofíceas). Dessa forma, para uma melhor análise das questões 

evolutivas referentes tanto aos complexos desidrogenases (PDH e BCKDH), quanto 

em relação às possíveis quinases regulatórias (BCKDK e PDK), realizamos a 

sobreposição dos dados encontrados em relação aos principais organismos do 

supergrupo SAR, visando verificar a distribuição dessas proteínas ao longo da 

evolução desses organismos (Figura 29).  

Figura 29. Distribuição dos complexos desidrogenases mitocondriais BCKDH/PDH e das 
quinases BCKDK/PDK entre os organismos do supergrupo SAR. 
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É um consenso na literatura que os apicomplexas perderam o complexo PDH 

mitocondrial, entretanto ainda restam dúvidas em relação a qual momento evolutivo 

isso ocorreu (MOGI; KITA, 2010). Os nossos dados indicam que o último ancestral 

comum dos alveolados possuía o complexo PDH mitocondrial (mtPDH), o qual ainda 

está presente em Ciliophora. Após o evento evolutivo de divergência evolutiva que 

separou o ancestral do grupo Ciliophora, do ancestral que deu origem aos 

apicomplexas, dinoflagelados e Perkinsozoa, ocorreu a perda desse complexo 

desidrogenase, sendo que nesses organismos ocorre a presença de plastídios. 

Nossos dados evolutivos também indicam que de forma concomitante à perda 

do mtPDH, ocorreu a divergência de uma quinase do tipo PDK, em um grupo 

enzimático divergente das quinases PDK encontradas nos demais organismos, algo 

observado também no resultado apresentado na Figura 28, quando foi analisado a 

história evolutiva das quinases BCKDK e PDK. 

Dinoflagellata e Perkinsozoa são grupos filogeneticamente próximos, e 

derivados do mesmo ancestral comum e divergiram ainda na base da evolução dos 

alveolados (RUECKERT; PIPALIYA; DACKS, 2019), porém enquanto encontramos a 

quinase PDK junto aos dinoflagelados, não identificamos um homólogo dessa enzima 

em Perkinsozoa. Dessa forma, em Perkinsozoa já pode ter ocorrido um evento de 

perda dessa enzima, porém o ancestral comum de ambos os clados já continha essa 

enzima, o que nos permitiu pontuar a origem de PDK em um ponto anterior ao 

surgimento do ancestral desses dois grupos de organismos. 

Além disso, de maneira interessante, nos apicomplexas, ou ambas as quinases 

estão ausentes, como em Haemosporida e Piroplasmorida, ou ambas estão 

presentes, como em Eimeriidae e Sarcocystidae. Essa característica pode estar 

relacionada à própria história evolutiva dos grupos, com a perda conjunta de quinases 

em organismos que se adaptaram à infecção de células sanguíneas, como o caso de 

Haemosporida e Piroplasmorida (PACHECO; ESCALANTE, 2023; RAZAVI et al., 

2023), diferente da infecção de Eimeriidae e Sarcocystidae voltada a tecidos 

musculares, nervosos e intestinais (BANGOURA; BHUIYA; KILPATRICK, 2022; 

WOHLFERT; BLADER; WILSON, 2017). 

Além disso, em todos os apicomplexas, ocorre uma subunidade E1-alfa de 

BCKDH voltada à conversão do piruvato, porém somente em Sarcocystidae ocorre a 
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subunidade E1-alfa-02, que em Toxoplasma identificamos como a proteína 

TGME49_292100. 

 Talvez seja possível que a presença de 02 proteínas E1-alfa para o complexo 

BCKDH, bem como a presença das 02 quinases no grupo Sarcocystidae (que inclui 

Toxoplasma) possa conferir uma flexibilidade metabólica e adaptativa muito maior do 

que a verificada nos grupos Haemosporida (que inclui o gênero Plasmodium, 

causador da malária) e Piroplasmida (com os gêneros Babesia e Theileria), e talvez 

poderia estar associada à capacidade de formação de cistos teciduais e de oocistos 

em Toxoplasma, que não é verificada em Plasmodium por exemplo. Além disso, o uso 

de inibidores de quinases, como o DCA (ácido dicloroacético), pode ter uma 

importância biológica relevante para o tratamento da toxoplasmose, como já reportado 

na literatura (FERRARINI et al., 2021), porém, em contrapartida, poderia ter efeitos 

limitados para o tratamento da malária, devido à ausência das quinases BCKDK e 

PDK nesses parasitos. 

   A identificação de uma nova proteína para a subunidade E1-alfa de BCKDH 

em Toxoplasma é um avanço importante para uma melhor compreensão em relação 

ao funcionamento desse complexo desidrogenase nos parasitos. Além disso, a 

identificação da história evolutiva de ambas as quinases, indicando que a quinase 

PDK dos parasitos pertence a um ramo evolutivo distinto das quinases PDKs de outros 

organismos também pode reforçar a possibilidade dessa quinase atuar na regulação 

do complexo BCKDH dos parasitos. Dessa forma, isso motivou a realizar testes 

relacionados à expressão recombinante de ambas as enzimas e ensaios enzimáticos 

frente a peptídeos sintéticos relacionados à ambas as subunidades E1-alfa, visando 

verificar se as quinases poderiam ter uma atuação enzimática preferencial sobre 

algum desses possíveis alvos biológicos. Além disso, a partir da purificação das 

enzimas recombinantes seria possível identificar se essas quinases seriam os alvos 

biológicos de DCA, que inibe o crescimento de Toxoplasma in vitro (FERRARINI et al., 

2021). 
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5.7 Expressão recombinante de PDK (sequência completa) em sistema procarioto 
 
Diferentes cepas de E. coli (DE3) e metodologias de expressão foram 

empregadas para a expressão recombinante da proteína TgPDK (~82 kDa). O que 

incluiu as cepas ∆-Slyd, BL21-Star e Artic Express. Foram realizadas análises da 

expressão das proteínas recombinantes usando extratos totais, fração solúvel e fração 

insolúvel por eletroforese em gel SDS, seguida de Western Blot. 

A análise dos perfis de eletroforese não indicou a expressão da proteína 

TgPDK (em sua sequência completa) em nenhuma das condições testadas para a 

cepa Δ-SLyD (Figura 30).  

 

 

A expressão da proteína PDK de Arabidopsis thaliana em outros estudos 

(TOVAR-MÉNDEZ et al., 2005) foi alcançada na cepa BL21-Star utilizando um meio 

de cultura mais rico (Terrific Broth). Por isso, tentamos também nessa cepa, e 

testamos diferentes temperaturas, 18° C e 25°C, para o tempo de expressão de 16 

horas, e as temperaturas de 30 e 37° para o tempo de expressão de 04 horas. A 

indução de expressão foi realizada com a adição de IPTG (0,5 mM e 1,0 mM) (Figuras 
31 e 32). 

 

Figura 30. Ensaios de Expressão de TgPDK (~ 82 kDa), na cepa E. coli Δ-SLyD. A. Expressão a 
20°C, por 16 horas. Géis contendo extrato solúvel, contendo as condições controle (não induzido), e 
as seguintes concentrações de IPTG (0,1, 0,5, 1,0 e 2,0 mM). B. Expressão a 37°C, por 04 horas. 
Extrato solúvel, contendo as condições controle (não induzido), e as seguintes concentrações de IPTG 
(0,1, 0,5, 1,0 e 2,0 mM). Géis corados com Azul de Comassie. Marcador de peso molecular Page Ruler 
Protein Ladder (Thermo). 
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Figura 32. Expressão de TgPDK em E. coli BL21 Star, meio Terrific Broth com as temperaturas 
de expressão de 30 e 37 °C. 1 a 3: temperatura de expressão a 30 °C controle não induzido, indução 
com IPTG 0,5 mM e indução com IPTG 1,0 mM, respectivamente. 4 a 6: Temperatura de expressão a 
37 °C, controle não induzido, indução com IPTG 0,5 mM e indução com IPTG 1,0 mM, respectivamente. 

 

Figura 31. Ensaios de Expressão de TgPDK (~82 kDa), na cepa E. coli BL21 Star (Extrato 
solúvel), meio de cultura Terrific Broth. A. Teste de expressão conduzido a 18 °C. 1) Controle sem 
IPTG. 2) Indução a 0,5 mM IPTG. 3) Indução a 1,0 mM IPTG. Condições 1 a 3 com tempo de 
expressão de 04 horas. 4) Controle sem IPTG. 5) Indução a 0,5 mM IPTG. 6) Indução a 1,0 mM IPTG 
(todas por 16 horas). B. Teste de expressão conduzido a 25 °C. 1) Controle sem IPTG. 2) Indução a 
0,5 mM IPTG. 3) Indução a 1,0 mM IPTG. Condições 1 a 3 com tempo de expressão de 04 horas. 4) 
Controle sem IPTG. 5) Indução a 0,5 mM IPTG. 6) Indução a 1,0 mM IPTG. Todas as condições com 
cultivo por 16 horas. 
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Analisando-se os géis de eletroforese dos extratos dessas bactérias também 

não observamos a indução da expressão da proteína-alvo. Dado que proteínas mais 

complexas podem requerer chaperonas para a sua correta expressão e 

enovelamento, então optamos por realizar testes também com a cepa Arctic Express. 

Essa linhagem bacteriana apresenta maior capacidade de expressão devido a 

presença das chaperonas Cpn10 e Cpn60, que facilitam o correto enovelamento de 

proteínas recombinantes, bem como proporcionam maior rendimento de proteínas 

solúveis (Agilent.com). Essa cepa bacteriana é adequada para cultivos em baixas 

temperaturas, e com isso realizamos testes de expressão a 12°C, por 16 horas, com 

uso de meio LB, e indução com IPTG na concentração final de 1 mM (Figura 33). 

Figura 33. Expressão de TgPDK em E. coli cepa Arctic Express. Expressão conduzida a 12°C, 
por 16 horas. 1) Extrato total não induzido 2) Extrato total induzido. 3) Extrato Solúvel não induzido. 4) 
Extrato Solúvel induzido. 5) Extrato insolúvel não induzido. 6) Extrato insolúvel induzido. Induções 
realizadas com a adição de 1 mM de IPTG ao meio LB. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein 
Ladder (Thermo). 

 

Da mesma forma que nos testes anteriores, não obtivemos a indução da 

expressão da proteína TgPDK com essa linhagem bacteriana, pois não observamos 

bandas diferenciais entre os testes de indução e o controle. Mesmo realizando-se 

Western Blot com anticorpo anti-his, nenhum indício da expressão da proteína 

recombinante foi detectado, confirmando o que foi observado pelos géis corados com 

Azul de Comassie (dados não mostrados). 
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5.8 Expressão da proteína TgBCKDK (sequência completa) em sistema procarioto 
 

Obtivemos os melhores resultados de expressão de TgBCKDK com o uso da 

linhagem E. coli Nico21 (DE3), e indução a 20°C, por 16 horas. Nesse caso, foi 

observada a expressão de uma proteína próxima ao peso molecular esperado (~56 

kDa) após a adição de IPTG (frações induzidas), mas com intensidade semelhante ao 

observado na fração sem IPTG, (fração não induzida) (Figura 34, A), caracterizando 

uma expressão basal dessa proteína mesmo na ausência do agente indutor. As 

análises por Western Blot confirmaram a presença da proteína-alvo em todas as 

frações analisadas (Figura 34, B).  

 

5.9 Cromatografia por afinidade em sistema de cromatografia Äkta 
 

A partir da confirmação da expressão recombinante de TgBCKDK, utilizamos 

um volume maior de cultivo para as metodologias de cromatografia de afinidade por 

sistema Äkta (conforme metodologia reportada no item 4.5). Após as etapas de 

cromatografia verificamos a presença de bandas adicionais nas diferentes frações 

Figura 34. Expressão recombinante de TgBCKDK (~56kDa) em E. coli Nico21 a 20°C. A. Gel SDS-
Page 10%, corado com Azul de Comassie. 1) Extrato total, não induzido. 2) Extrato total, induzido. 3) 
Extrato solúvel, condição não induzido, purificado manualmente com resina de níquel-NTA. 4) Extrato 
solúvel, condição induzido, purificado manualmente com resina de níquel-NTA, 5) Extrato solúvel, 
condição não induzido. 6 – Extrato solúvel, condição induzido. B. Membrana de Western Blot, com 
marcação anti-His. 1) Extrato total não induzido. 2) Extrato total induzido. 3) Extrato solúvel, condição 
não induzido, purificado em bancada com resina de níquel-NTA. 4) Extrato solúvel, condição induzido, 
purificado manualmente com resina de níquel-NTA, 5) Extrato solúvel, condição não induzido. 6) Extrato 
solúvel, condição induzido. Seta indica expressão da proteína recombinante. Marcador de peso 
molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 



95  

coletadas (Figura 35), o que poderia ser indicativo de degradação da proteína 

recombinante. 

 

Determinadas construções proteicas, quando expressas de forma 

recombinante, podem apresentar baixa estabilidade, degradação e precipitação 

(BOIVIN; KOZAK; MEIJERS, 2013). Essas condições podem ser derivadas da 

presença de sítios de clivagem ou regiões desestruturadas, que levam a um menor 

nível de estabilidade estrutural (TARCZEWSKA; GREB-MARKIEWICZ, 2019). Dessa 

forma, a presença das bandas adicionais verificadas a partir da cromatografia poderia 

estar relacionada à algumas dessas condições e, para uma melhor purificação, 

selecionamos algumas frações para as metodologias de cromatografia de exclusão 

de tamanho e cromatografia de troca iônica. 

 

 

 

Figura 35. Purificação de TgBCKDK com o sistema de afinidade Äkta. A. Dados de absorbância 
das diferentes frações. B. Frações B10 a B23. C. Frações B24 a B32. D. Frações B33 a B41. A primeira 
coluna dos géis de eletroforese (B, C e D), refere-se ao marcador de peso molecular Page Ruler 
Prestained Protein Laddder (Thermo). 



96  

5.10 Cromatografia por exclusão de tamanho e troca iônica 
 

As metodologias de cromatografia por exclusão de tamanho podem auxiliar na 

purificação de biomoléculas de diferentes pesos moleculares, para a obtenção de 

frações mais purificadas, e preservando as suas funções biológicas e enzimáticas 

(HALL, 2018). Conforme metodologia reportada no item 4.9, utilizamos a fração B27 

como amostra para essa técnica. Conforme observado na Figura 36, não foi possível 

obter frações enriquecidas contendo somente a proteína recombinante em seu 

tamanho esperado. Entretanto, observamos a presença de bandas adicionais ainda 

persistentes nas amostras analisadas, o que também pode ser relacionado a aspectos 

estruturais inerentes à essa proteína recombinante. 

 

Com o objetivo de superar os obstáculos observados na purificação de 

TgBCKDK (tanto na purificação por afinidade, quanto por exclusão de tamanho), 

selecionados algumas frações para metodologia de cromatografia de troca iônica. 

Essa técnica se baseia nas cargas da superfície da proteína e que podem interagir 

com resinas cromatográficas de cargas complementares. A partir disso, as proteínas 

podem ser separadas de possíveis contaminantes através de suas interações entre a 

fase estacionária (coluna cromatográfica) e a fase móvel (que pode ser composta por 

uma solução salina, em gradiente, que compete com os sítios que interação das 

proteínas e a fase estacionária), permitindo a obtenção de frações mais purificadas 

(CUMMINS; ROCHFORT; O’CONNOR, 2017). 

Figura 36. Purificação por Cromatografia de exclusão de tamanho de TgBCKDK. A. Dados de 
absorbância das diferentes frações. B. Gel de SDS-Page (10%), corado com Azul de Comassie. Coluna 
1: marcador de peso molecular Page Ruler. Coluna 2: Amostra da fração B27 utilizada no experimento 
(controle). Colunas 3 a 10: Análise das frações coletadas a partir da cromatografia de exclusão de 
tamanho. 
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Mesmo com o uso dessa técnica, não conseguimos alcançar a purificação 

dessa proteína recombinante, sendo possível observar um sinal muito fraco da 

proteína-alvo seguido de bandas adicionais em algumas frações (Figura 37, B, setas). 

 

 

Proteínas recombinantes podem ser sensíveis às concentrações de sais 

presentes em tampões de purificação, afetando a sua estabilidade, conformação e até 

mesmo levando à precipitação em algumas situações (MAITY; BAIDYA; REDDY, 

2022). Possivelmente, os resultados observados estejam relacionados à essas 

condições reportadas na literatura, onde o tampão inicial da corrida cromatográfica é 

de baixa concentração salina (50 mM de cloreto de sódio), podendo ter levado a 

proteína à precipitação dentro da coluna do equipamento, impedindo a sua separação, 

mesmo com o uso de um gradiente salino que a atingir 1 molar de cloreto de sódio ao 

final da corrida cromatográfica. 

 

 

Figura 37. Purificação por Troca Iônica de TgBCKDK. A. Dados de absorbância das diferentes 
frações. B e C. Géis SDS-Page (10%), corados com Azul de Comassie. B. 1: marcador de peso 
molecular Page Ruler. 2: Amostra pré-coluna das frações B32 a B40 utilizadas no experimento. 
Setas indicam uma presença muito fraca de proteínas, mas ainda contendo as 02 bandas 
adicionais. C. 1: Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). Demais 
poços correspondem a amostras das diferentes frações coletadas. 
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5.11 Diálise das proteínas 
 

As frações obtidas pela cromatografia de afinidade geralmente apresentam 

altas concentrações de imidazol, que podem chegar até 500 mM. A presença de 

imidazol em proteínas eluidas pode interferir em suas atividades bioquímicas (GORT; 

MALOY, 1998), dessa forma é recomendado o uso de metodologia de diálise para a 

redução da concentração desse soluto nas amostras a serem utilizadas em testes 

bioquímicos. 

Para a diálise de proteínas, geralmente é utilizado uma membrana 

semipermeável capaz de permitir a difusão de pequenos solutos, porém prevenindo 

que grandes moléculas sejam carreadas, permitindo a redução das concentrações de 

sais ou outros solutos presentes nas amostras de interesse (SMITH, 2010). 

Entretanto, do mesmo modo que o observado nos resultados anteriores, o uso 

de condições de diálise, tanto para remover o imidazol, quanto para reduzir a 

concentração de cloreto de sódio das frações, resultou na imediata precipitação das 

proteínas, após poucos segundos, formando um precipitado visível dentro da 

membrana de diálise. Esse resultado, juntamente com o que observamos na 

metodologia de purificação por troca iônica, nos leva a concluir que essa proteína é 

muito instável em solução com baixa concentração de sais, requerendo sempre a 

presença constante de tampões com alta carga salina. Ou ainda, a intrínseca 

tendência a formação dímeros nessa família de proteínas quinases (ANWAR et al., 

2021), podem levar a uma agregação desordenada em condições de baixo sal, 

levando a proteína à precipitação. 

 

5.12 Modelagens in silico de TgBCKDK e TgPDK 
 

Devido à ausência de expressão de TgPDK e degradação de TgBCKDK que 

inviabilizou a purificação das proteínas recombinantes, tentamos buscar compreender 

melhor a estrutura conformacional dessas enzimas, buscando por sítios com alta 

instabilidade ou sujeitos à clivagem, que poderiam estar comprometendo as etapas 

de expressão e de purificação de ambas as enzimas. 
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Atualmente diferentes ferramentas de inteligência artificial já estão disponíveis 

para a modelagem in silico de proteínas como o Alphafold, que realiza a predição 

conformacional de proteínas de interesse a partir de dados já validados, depositados 

em outros dados de dados (GOMES; GOMES; BERNARDI, 2022). Essa ferramenta 

também pode ser útil para a busca de regiões desestruturadas e que podem conter 

sítios de clivagem ou processamento. Na estrutura tridimensional reportada pelo 

Alphafold, as regiões possivelmente desestruturadas são reportadas como regiões de 

baixa confiança (low confidence regions), mas que podem ser sobrepostas com 

sucesso usando estruturas já conhecidas para confirmação dessa predição (RUFF; 

PAPPU, 2021).  

 Dessa forma, submetemos a sequência completa de aminoácidos referentes 

às proteínas TgBCKDK e TgPDK à análise pela ferramenta Alphafold, tendo como 

resultados os dados reportados na Figura 38.  

 

Com os dados de modelagem, foi possível observar extensas regiões 

desestruturadas em ambas as proteínas, tanto das regiões N- como C-terminal, porém 

como uma proeminência maior dessas regiões verificada junto à proteína TgPDK. 

Figura 38. Modelagens in silico das proteínas TgBCKDK e TgPDK com o uso da plataforma 
Alphafold. A e B: Proteínas TgBCKDK e TgPDK, respectivamente. É possível observar uma região 
mais estruturada na parte central da proteína (setas azuis), e a presença de regiões desestruturadas 
nas regiões N e C-terminal de cada proteína (setas vermelhas). 
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Entretanto, dados de modelagem in silico não devem ser avaliados isoladamente, 

sendo importante a busca de informações também em outras bases de dados. 

Além dos dados fornecidos pelo Alphafold, realizamos modelagem 

tridimensional com o uso da plataforma Swiss-Model, com a simulação tanto das 

conformações relacionadas à monômeros, quanto na forma de dímeros (estrutura 

conformacional mais característica desse grupo de proteínas) (ANWAR et al., 2021) e 

observação das estruturas pelo software Chimera (versão 1.17.3), (Figuras 39 e 40). 

 

 

Figura 39. Projeção conformacional in silico para a enzima TgBCKDK (sequência completa) 
pela plataforma Swiss-Model. A e B: Estrutura na forma de monômero e dímero, respectivamente. 

Figura 40. Projeção conformacional in silico para a enzima TgPDK (sequência completa) pela 
plataforma Swiss-Model. A e B: Estrutura na forma de monômero e dímero, respectivamente. 
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Os dados obtidos pela plataforma Swiss-Model também confirmaram a 

presença de regiões desestruturadas em ambas as proteínas, estando em 

concordância com os dados prévios já obtidos com a plataforma AlphaFold. 

Além das análises estruturais, realizamos a busca pelas regiões de domínios 

de ambas as enzimas com o uso da ferramenta Interpro. Essa ferramenta online 

Interpro combina informações de 13 bancos de dados e permite a busca em relação 

aos sítios conservados e das regiões funcionais presentes em proteínas de interesse 

(PAYSAN-LAFOSSE et al., 2023). Dessa forma, realizamos a submissão da sequência 

de resíduos referentes à ambas as enzimas à essa plataforma (Figuras 41 e 42). 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Regiões de domínios da sequência completa de TgBCKDK. Os retângulos coloridos 
representam as regiões de domínios da proteína de interesse. Dados obtidos com o uso da plataforma 
online Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). 
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A partir dos dados obtidos com o uso dessa ferramenta, foi possível observar 

a organização típica em ambas as enzimas, constituída pelos domínios 

BCDHK_Adom (descrito como região regulatória) e região ATPase (responsável pela 

clivagem do ATP), estrutura que é típica para as quinases do grupo PDHK (THELEN; 

MIERNYK; RANDALL, 2000). Dessa forma, foi possível a elaboração das novas 

estratégias de clonagem, para a expressão de proteínas recombinantes contendo 

apenas as regiões de domínios. 

 

5.13 PCR e clonagem das sequencias estáveis de TgBCKDK e TgPDK em vetores do 
sistema Gateway 

 

A partir dos dados obtidos com as análises a nível de domínios e estrutura 

tridimensional, procedemos então a clonagem das regiões mais estáveis de cada 

proteína, mantendo-se as regiões dos domínios, com o intuito de se obter proteínas 

com atividade catalítica preservada e mais estáveis às metodologias de expressão e 

purificação. 

Figura 42. Regiões de domínios da sequência completa de TgPDK. Os retângulos coloridos 
representam as regiões de domínios da proteína de interesse. Dados obtidos com o uso da 
plataforma online Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). 
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Para se alcançar esses objetivos, oligonucleotídeos foram sintetizadas e 

utilizados para a clonagem das regiões de interesse (conforme metodologia reportada 

no item 4.14). Tivemos sucesso tanto na amplificação das regiões interesse, quanto 

nas etapas de recombinação Gateway, com a construção do vetor de entrada pDNOR-

221, quanto do vetor de destino pDEST-17, como pode ser observação na Figura 43. 

 

 
  Os produtos de amplificação gerados são condizentes com os valores 

esperados para a amplificação de TgBCKDK (1.232 pb) e TgPDK (1.843 pb), com o 

uso desses oligonucleotídeos. 

 

5.14 Transformação bacteriana e expressão da região de domínios de TgBCKDK e 
TgPDK 

 

Para a expressão das novas construções utilizamos E. coli plysS (DE3), essa 

cepa tem a capacidade de um controle maior na redução da expressão basal de 

proteínas recombinantes, bem como é recomendada para a expressão de proteínas 

potencialmente tóxicas (Thermo). Essas cepas foram transformadas e as colônias 

foram confirmadas por PCR. Ao realizarmos as etapas de expressão tradicional, 

utilizando meio LB e indução por IPTG (1 mM), foi observada uma baixa expressão 

para ambas as proteínas, além de novamente a presença de expressão basal em 

Figura  Figura 43. PCRs de confirmação de amplificação das regiões-alvo de TgBCKDK e TgPDK. A. 1 
e 3: Controles negativos. 2 e 4: Amplificação de TgBCKDK e TgPDK, respectivamente, com os primers 
Gateway. B. Confirmação dos clones positivos para em Top10, contendo vetores pDNOR 221 para 
TgBCKDK e TgPDK. B: 1 e 7 – controles negativos. B2 e B8: controle positivo: amplificação das regiões 
originais contidas nos vetores sintéticos. B3 a B6 e B9 a B12, teste de 04 colônias para TgBCKDK e 
TgPDK. C. Confirmação dos clones positivos para em Top10, contendo vetores pDEST17 para 
TgBCKDK e TgPDK. C: 1 e 7 – controles negativos. C2 e C8: controle positivo: amplificação das 
regiões originais contidas nos vetores sintéticos, para TgBCKDK e TgPDK, respectivamente. C3 a C6 
e C9 a C12, teste de 04 colônias para TgBCKDK e TgPDK, respectivamente. Setas indicam a 
amplificação das regiões de interesse, confirmando o sucesso das técnicas. 
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relação à proteína TgBCKDK (~47 kDa), mesmo na ausência de agente indutor nas 

condições controle.  

Devido a esses resultados, passamos a buscar métodos alternativos de 

expressão, para uma possível repressão da expressão basal e, possivelmente em prol 

de uma otimização do rendimento total das proteínas de interesse. Dessa forma, 

realizamos testes comparativos envolvendo a expressão tradicional utilizando IPTG, 

em comparação com meios de cultura autoinduzidos, como proposto por Studier 

(2005), contendo diferentes proporções de glicose (agente repressor) e lactose 

(agente indutor), conforme metodologia detalhada reportada no item 4.16.  

Em relação à expressão da região de domínios da enzima TgBCKDK, 

verificamos a expressão tanto nas condições controle (não-induzida) e induzida 

(IPTG), sendo que com o uso de glicose 0,1% parte da expressão basal passou a ser 

reprimida, e desaparecendo totalmente nas concentrações mais altas de glicose. O 

uso de lactose promoveu a expressão da proteína de interesse em níveis superiores 

ao observado na condição com IPTG (Figura 44, A). Isso indica que o uso de meio 

autoinduzido pode ser uma alternativa a ser utilizada com essa proteína, aumentando 

o seu rendimento, e possivelmente resultando em proteínas mais estáveis e solúveis. 

Porém, o mesmo não ocorreu para TgPDK (~68 kDa) (Figura 44, B), onde não foi 

verificada a presença de expressão basal na condição controle (não-induzida, poço 

1). As condições com lactose promoveram um aumento na expressão total da proteína 

de interesse, no entanto, foram observadas degradações ou versões truncadas da 

enzima. Dessa forma, para a proteína TgPDK passamos a manter a expressão 

tradicional, que envolve o uso de IPTG como agente indutor. 

 

 

 



105  

 

5.15 Etapas de purificação de TgBCKDK (versão truncada) 
 

 Como pode ser observado na Figura 45, foi possível estabelecer um protocolo 

adequado para a purificação manual (sem uso do cromatógrafo ÄKTA) da proteína 

TgBCKDK, utilizando-se a expressão com meio autoinduzido (contendo glicose 0,1% 

e lactose 0,2%) (STUDIER, 2005). O uso do protocolo de purificação manual foi 

eficiente para atingir a pureza da proteína a partir da eluição com concentração igual 

ou maior a 200 mM de imidazol.  

Figura 44. Expressão das novas construções de TgBCKDK e TgPDK. A. Expressão de TgBCKDK. 
B. Expressão de TgPDK. Condições: 1 (controle); 2: indução por IPTG (1 mM); 3: glicose 0,1%; 4: 
glicose 0,3%; 5: glicose 0,5%; 6: glicose 1%; 7 a 9: glicose 0,1% com lactose 0,2, 0,4 ou 0,6%, 
respectivamente. Todos as condições utilizando somente a fração solúvel. 

Figura 45. Purificação de bancada para a proteína TgBCKDK (~47 kDa). Gel SDS-PAGE (10%), 
corado por solução de prata. 1. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 2. 
Flow-through. 3 a 10. Solução de tampão contendo 300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH, contendo 
diferentes concentrações de imidazol: 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 400 mM, respectivamente. 
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 A partir das condições estabelecidas manualmente, testamos o escalonamento 

tanto da expressão quanto da purificação com o uso de sistema Äkta. Entretanto, 

como pode ser visualizado na Figura 46, o uso desse sistema automatizado não foi 

eficiente devido à presença persistente de proteínas contaminantes, inviabilizando o 

uso desse método de purificação para a obtenção de frações purificadas contendo a 

proteína de interesse para o uso em testes bioquímicos. 

 

Figura 46. Purificação por sistema de cromatografia Äkta de TgBCKDK. Gel SDS-Page 10%, 
corado com solução de prata. Proteína-alvo sendo eluida com muitos contaminantes. Setas indicam a 
proteína-alvo. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 

 

 Dessa forma, a purificação manual, apesar de ser metodologicamente mais 

trabalhosa, foi a melhor estratégia capaz de produzir proteína purificada o suficiente 

para o desenvolvimento dos ensaios bioquímicos. De acordo com a literatura, a 

presença de proteínas contaminantes é um problema constante na purificação desse 

grupo de proteínas (ZHANG, WEN et al., 2018). Quanto ao protocolo de purificação 

da BCKDK recombinante, observou-se que a proteína truncada pode ser expressa e 

purificada de forma solúvel e estável, o que contrasta com os resultados obtidos 

anteriormente para a proteína em sua sequência completa, que, embora expressa na 

fração solúvel, se apresentava de forma muito instável, gerando degradações durante 

os processos de purificação. 
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5.16 Etapas de purificação de TgPDK (versão truncada) 
 

 De modo semelhante ao realizado para a proteína TgBCKDK, realizamos 

purificação manual (de bancada) e por sistema de cromatografia Äkta para a proteína 

TgPDK. Entretanto, mesmo com o uso de diferentes estratégias, a purificação dessa 

proteína não foi possível (Figuras 47 e 48). 

 

Figura 47. Purificação de bancada para a proteína PDK (~68 kDa). Gel SDS-PAGE (10%), corado 
por solução de prata. 1. Flow-through. 2 a 7. Solução de tampão contendo 300 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl, pH, contendo diferentes concentrações de imidazol: 30, 50, 100, 150, 200 e 250 mM, 
respectivamente. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 
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 Não foi possível estabelecer um protocolo adequado para a purificação dessa 

enzima, sendo que na purificação de bancada, essa proteína estava sendo eluida 

mesmo em baixas concentrações de imidazol, juntamente com os demais 

contaminantes presentes na amostra. Do mesmo modo, tampão foi observado a partir 

da cromatografia automatizado, utilizando o sistema Äkta. Esse dado também se 

relaciona com a literatura, dado que esse grupo de enzimas tende a se associar em 

dímeros (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000), o que pode ter dificultado a sua 

purificação.  

 Com as sucessivas dificuldades na purificação dessa enzima, passamos a 

concentrar nossos esforços na proteína TgBCKDK, dado que a purificação já havia 

sido alcançada. 

 

 

 

Figura 48. Purificação por sistema de cromatografia Äkta de TgPDK (~68 kDa). Gel SDS-Page 
10%, corado com solução de prata. Proteína-alvo sendo eluida com muitos contaminantes. Setas 
indicam a proteína-alvo. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 
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5.17 Ensaios de cinética enzimática para TgBCKDK  
 

A partir da obtenção das frações purificadas de TgBCKDK, que foram 

previamente dializadas para a remoção do imidazol (conforme item 4.18), foi possível 

estabelecer testes enzimáticos com essa enzima.  

Testamos previamente diferentes tempos de incubação da enzima frente ao 

substrato ATP e na presença de peptídeos, conforme metodologia do item 4.19, 

entretanto somente podemos aferir diferenças estatísticas após 06 horas de ensaio, 

conforme reportamos na Figura 49. Dados da literatura também indicam a 

necessidade de ensaios envolvendo várias horas de incubação para uma melhor 

verificação da atividade enzimática desse grupo de enzimas (ZHANG, WEN et al., 

2018). 

 

 

Figura 49. Ensaio de atividade cinética de TgBCKDK. Os asteriscos (*) indicam diferença 
estatística p<0,05, através de teste de ANOVA, seguido por teste de Tukey. 
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Incialmente, para os testes enzimáticos, utilizamos peptídeo-alvo relacionado à 

sequência de E1-alfa-01 (TYRVGHHSTSDDSFQYR) e como controle um peptídeo 

mutado no sítio de fosforilação relacionada à Ser-293 (TYRVGHHATSDDSFQYR). 

Esse sítio de serina é descrito como o principal sítio de fosforilação em outros modelos 

biológicos, onde mutações nesse sítio devem impedir ou reduzir a atividade de 

fosforilação das quinases sobre esse substrato-alvo (HUANG et al., 2010). 

Os ensaios de atividade enzimática indicam que a enzima apresenta atividade 

enzimática basal, mesmo na ausência de peptídeos, o que possivelmente se 

correlaciona com a capacidade intrínseca desse grupo de proteínas relacionada à 

autofosforilação (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000).  

A presença do peptídeo-alvo aumenta a atividade ATPase da enzima em 

relação às demais condições controle, o que inclui os testes com o peptídeo-mutado, 

reforçando a hipótese de que E1-alfa-01 é um alvo biológico provável para a atuação 

dessa enzima.  

Apesar disso, a presença do peptídeo mutado também aumentou a atividade 

catalítica da enzima sobre o ATP, o que poderia estar relacionado à presença de algum 

sítio secundário de serina que também poderia ser fosforilado, ou ainda, apenas um 

aumento da atividade basal da enzima, de forma inespecífica, porém sem a 

transferência adequada do grupamento fosfato para uma região-alvo.  

Nossos dados de filogenia indicaram a existência de uma possível nova 

subunidade E1-alfa para o complexo BCKDH, que denominamos E1-alfa-02. Essa 

proteína é reportada no banco de dados com a identificação TGME49_292100 

(https://toxodb.org/). Dessa forma, realizamos novos testes de atividade enzimática 

utilizando um novo peptídeo sintético (peptídeo 02), relacionado à essa nova proteína 

(conforme metodologia do item 4.19) (Figura 50). 
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 Nossos dados indicaram novamente atividade basal de TgBCKDK frente ao 

ATP, porém essa atividade é aumentada na presença de ambos os peptídeos 

sintéticos. A ausência de diferença estatística na atividade enzimática frente aos 02 

peptídeos correspondentes ao sítio conservado de fosforilação de E1-lafa 01 e E1-

alfa 02, sugere que é possível que a enzima TgBCKDK possa ter mais um alvo 

biológico no metabolismo de Toxoplasma gondii, relacionado à nova subunidade E1-

alfa do complexo BCKDH que encontramos nas abordagens filogenéticas. 

 Ainda existe uma lacuna científica em relação a possível alvo biológico de DCA 

no metabolismo dos parasitos. Dados da literatura também especularam sobre a 

possibilidade da enzima TgBCKDK se constituir em um alvo biológico provável para 

Figura 50. Ensaio enzimático com proteína TgBCKDK recombinante frente a peptídeos-alvo
sintéticos. Concentração de ATP (150 μM). Peptídeo 01: região de fosforilação de E1-alfa-01 do
complexo BCKDH. Peptídeo 02: região de fosforilação de uma possível nova subunidade E1-alfa para
o complexo BCKDH (E1-alfa-02). Asteriscos representam diferença estatística (p<0,05). 
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esse fármaco (FERRARINI et al., 2021), porém sem a realização efetiva de testes 

enzimáticos. 

 Devido a isso, realizamos ensaios in vitro para verificar a possível inibição de 

TgBCKDK, na presença dos peptídeos-alvo, frente ao agente inibidor DCA, em 

diferentes concentrações. Os dados de atividade enzimática foram normalizados com 

o uso do software GraphPad Prism, para o cálculo do IC50 para cada condição, 

utilizando-se a equação de Hill para o cálculo da concentração inibitória de 50% frente 

à atividade ATPase basal da enzima (Figura 51). 

 
Figura 51. Atividade inibitória de DCA frente a quinase TgBCKDK. A e B: Condições utilizando-se 
os peptídeos-alvo 01 e 02, respectivamente. 

  

 Os resultados indicaram que DCA inibiu a atividade enzimática de TgBCKDK, 

com valores de IC50 relativamente próximos, entre 440,5 μM (na presença do 

peptídeo 01, relacionado à E1-alfa-01) e 374,3 μM (na presença do peptídeo 02, 

relacionado à E1-alfa-02). 

 Os dados nos permitiram também o cálculo da velocidade máxima de 

TgBCKDK frente a cada um dos peptídeos-alvo, assim como em relação às 

concentrações de DCA, possibilitando o cálculo do Km aparente da enzima em cada 

uma das condições testadas, através do uso do GraphPad Prism (Quadro 1). 
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Quadro 1. Dados enzimáticos de TgBCKDK frente aos peptídeos-alvo e na presença do inibidor 
DCA 

 

Nossos dados indicam que a presença dos peptídeos-alvo aumenta a 

velocidade enzimática de TgBCKDK, reduzindo o valor de Km em relação à condição 

controle. Por outro lado, a presença de DCA reduz a velocidade enzimática de forma 

dose-dependente, com o aumento do valor de Km conforme o aumento da 

concentração desse agente inibidor. O aumento de Km verificado geralmente está 

associado à inibição do tipo competitiva, dado que uma maior concentração de 

substrato (no caso ATP) poderia ser necessária para aumentar a atividade da enzima 

na presença dessa droga (ROBIN; REUVENI; URBAKH, 2018). DCA se liga no sítio 

regulatório desse grupo de quinases, que é distinto do sítio ATPase. Entretanto, o 

bloqueio desse sítio promove alterações conformacionais em toda a enzima, alterando 

a afinidade do sítio ATPase, o que reduz significativamente a atuação enzimática 

(KLYUYEVA; TUGANOVA; POPOV, 2008). 

 

 

 

 

 

 Condições Km aparente (μM) Velocidade (μmol/min) 
 controle (sem peptídeo) 233,3 0,073370 
 DCA (μM)   

Pe
pt

íd
eo

-a
lv

o 
01

 
0 210,1 0,134700 

10 538,17 0,070485 

100 702,57 0,056893 

1000 1.968,33 0,022898 
10000 3.782,66 0,012334 

 DCA (μM)   

Pe
pt

íd
eo

-a
lv

o 
02

 

0 182,7 0,129900 
10 416,34 0,076311 
100 646,48 0,054261 
1000 2.310,31 0,017566 

10000 10.066,96 0,004230 
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5.18 Análises in silico dos sítios de interação de DCA frente à quinases BCKDK e PDK 
 

A partir dos testes enzimáticos que indicaram que DCA inibe a atividade 

enzimática da quinase BCKDK, realizamos abordagens in silico, para evidenciar os 

sítios de interação dessa droga sobre ambas as quinases TgBCKDK e TgPDK de T. 

gondii (Figura 52 e 53). Utilizamos como referência os dados já depositados na 

plataforma PDB, onde constam os sítios de interação de DCA em relação à quinase 

PDK de humanos (https://www.rcsb.org/structure/2Q8H), e metodologia descrita 

anteriormente no item 4.13. 

 

 

Figura 52. Docking molecular das quinases TgBCKDK e TgPDK frente a diferentes ligantes. A e 
B: Proteína TgBCKDK em relação ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. C e D: Proteína TgPDK 
em relação ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. Ligantes representados em verde. O modelo 
de nuvem eletrônica apresenta regiões com densidade eletrônica positiva em azul e negativa em 
vermelho. Regiões neutras hidrofóbicas são brancas. 



115  

 

 

 

Para a quinase BCKDK, os resíduos de interação com DCA são semelhantes 

aos sítios de interação com piruvato, ocorrendo nos aminoácidos arginina 21, 112 e 

116. As energias livres de ligação (∆G), calculadas in silico, para a interação entre 

BCKDK e os ligantes piruvato e DCA foram idênticas, e estimadas em -3,9 kJ/mol, o 

que indica uma ligação termodinamicamente favorável. 

Para PDK, ocorre interação de DCA junto aos sítios de lisina 94, histidina 97, 

arginina 45 (semelhante aos sítios de interação com piruvato), além da serina na 

posição 71. A partir das observações dos resultados in silico, é possível observar que 

DCA interage com os mesmos sítios de interação com piruvato. Do mesmo modo que 

o verificado in silico para BCKDK, as energias livres de ligação entre a quinase PDK 

e os ligantes DCA e piruvato foram de -4,3 e -4,6 kJ/mol, respectivamente, também 

indicando uma interação favorável entre essas moléculas e a enzima. 

 

5.19 Ensaios de imunoprecipitação (IP) e análises de espectrometria de massas 
 

As técnicas de imunoprecipitação, associadas a técnicas de espectrometria de 

massas, apresentam grande utilidade para o estudo de interações proteína-proteína 

Figura 53. Sítios de interação entre diferentes ligantes e as quinases TgBCKDK e TgPDK. e B: 
Proteína TgBCKDK em relação ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. C e D: Proteína TgPDK 
em relação ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. 
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nos sistemas biológicos, permitindo a identificação de redes de interação entre 

diferentes proteínas, que podem atuar em diferentes vias metabólicas (LIN; ALI; LAI, 

2024). 

Realizamos ensaios de imunoprecipitação (IP) a partir de parasitos T. gondii 

cepa RH ΔhxgprtΔku80 (controle, sem etiqueta) e parasitas da mesma linhagem 

contendo etiqueta 3x.HA para as proteínas TgPDK e TgBCKDK (conforme 

metodologia descrita no item 3.17). O perfil proteico adquirido através da IP foi 

analisado por eletroforese em Gel SDS-PAGE 10%, seguido por Western Blot além 

de espectrometria de massas, Figura 54. 

 

 

Obtivemos sucesso com o uso dos tampões para a imunoprecipitação das 

proteínas PDK e BCKDK, a partir de parasitos contendo tag.HA para essas proteínas-

alvo (conforme metodologia do item 4.19). Em todas as condições, ocorreu uma maior 

ligação com a proteína TgBCKDK (~52kDa), em relação a proteína TgPDK (~82 kDa). 

Quando utilizamos tampão de lavagem contendo 400 mM de NaCl, apesar de ocorrer 

a imunoprecipitação da proteína BCKDK, ocorreu a perda da proteína PDK nas 

frações eluidas. A partir desse resultado, efetuamos análises por espectrometria de 

massas para as condições de imunoprecipitação somente com o uso dos tampões de 

Figura 54. Imunoprecipitação (IP) dos complexos proteicos associadas a PDK e BCKDK no 
metabolismo dos parasitos e análise por Western Blot. A: IP utilizando-se tampão contendo 150 
mM de cloreto de sódio (Tampão 01). B: IP utilizando-se tampão contendo 300 mM de cloreto de sódio 
(Tampão 02). O eixo de A e B representa as diferentes condições: 1, 2 e 3 – Fração solúvel dos parasitos 
(controle, PDK.HA e BCKDK.HA, respectivamente; 4, 5 e 6 – Fração não-ligada (flow-through) das 
condições controle, PDK.HA e BCKDH.HA, respectivamente; 7, 8 e 9 – Fração contendo os eluidos das 
condições controle, PDK.HA e BCKDH.HA, respectivamente. C: 1, 2 e 3 - IP utilizando-se tampão 
contendo 300 mM de cloreto de sódio (Tampão 02) da fração solúvel dos extratos controle, PDK.HA e 
BCKDK.HA, respectivamente; 4, 5, 6 - IP utilizando-se tampão contendo 400 mM de cloreto de sódio 
(Tampão 03) da fração solúvel dos extratos controle, PDK.HA e BCKDK.HA, respectivamente. 
Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 
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lavagens contendo 150 mM e 300 mM de cloreto de sódio (conforme reportado na 

metodologia, item 4.20). 

As quinases BCKDK e PDK possuem localização mitocondrial em Toxoplasma 

(FERRARINI et al., 2021), bem como essas proteínas também são restritas às 

mitocôndrias nos demais organismos (Atlas do Quinoma, 2024, 

https://www.cellimagelibrary.org/pages/kinome_atlas). Entretanto, ainda restam 

dúvidas se PDK e/ou BCKDK poderiam atuar regulando diretamente o complexo 

BCKDH dos parasitos. Dessa forma, focamos nossas análises buscando evidências 

em relação à essa questão biológica, focando principalmente em analisar as proteínas 

descritas como de localização mitocondrial, utilizando-se para isso os dados contidos 

nas plataformas online Uniprot e ToxoDB. Consideramos para as análises estatísticas 

as proteínas que apareceram em no mínimo em 02 replicatas, com mínimo de 02 

peptídeos únicos, conforme metodologia já reportada pelo nosso grupo de pesquisa 

(INOUE et al., 2022). Os dados foram filtrados inicialmente por teste t, além de testes 

estatísticos complementares como Kruskal-Wallis e Análise de Variância (ANOVA). 

Foram considerados válidos os resultados com p <0,05, Quadro 2, Figuras 55 e 56 
e Dados em Anexo IV. 
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Quadro 2. Proteínas mitocondriais enriquecidas a partir da imunoprecipitação com o uso dos 
tampões contendo 150 e 300 mM de cloreto de sódio 
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) A0A125YPJ8 BCKDK 0,0 21,3 0,0 0 3 0 - 2,80E+09 - 

S8EUE1 PDK 0,0 0,0 15,7 0 0 3 - - 4,53E+08 

A0A125YJJ9 Componente 
E2 - BCKDH 2,0 2,7 2,0 2 3 3 4,62E+06 6,66E+06 6,52E+06 
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A0A125YPJ8 BCKDK 4,0 29,7 0,0 1 3 0 8,12E+06 
 

1,42E+10 
- 

S8EUE1 PDK 0,0 0,0 18,3 0 0 3 - - 6,82E+08 

A0A125YLS6 ADP/ATP 
translocase 8,3 15,0 10,7 3 3 3 2,76E+07 5,14E+07 3,28E+07 

A0A125YYP6 Heat shock 
protein 

3,0 
 8,3 7,3 3 3 3 7,27E+06 1,30E+07 1,22E+07 

A0A125YJJ9 Componente 
E2 - BCKDH 2,0 3,3 4,7 2 3 3 5,44E+06 8,82E+06 1,18E+07 

A0A125YS60 
Succinate-CoA 

ligase 
subunit alpha 

0,0 2,3 2,7 0 3 3 - 9,58E+06 9,37E+06 

A0A125YHZ4 
Succinate-CoA 

ligase 
subunit beta 

1,0 4,7 3,0 0 3 3 - 7,31E+06 8,31E+06 

A0A125YJF1 

Dihydrolipoyl 
lysine 

residue succinyl 
transferase 

component of 
oxoglutarate 

dehydrogenase 

0,0 2,3 2,0 0 3 2 - 6,36E+06 5,29E+06 
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Figura 55. Análises estatísticas para a co-imunoprecipitação com o uso de tampão contendo 150 
mM de cloreto de sódio. No eixo horizontal constam os dados para os parasitos etiquetados para 
BCKDK, PDK, ou não etiquetados (Tg-CE, extrato controle). Asteriscos (*) indicam diferença estatística 
p <0,05. 

Figura 56. Análises estatísticas para a co-imunoprecipitação com o uso de tampão contendo 300 
mM de cloreto de sódio. No eixo horizontal constam os dados para os parasitos etiquetados para 
BCKDK, PDK, ou não etiquetados (Tg-CE, extrato controle). Asteriscos (*) indicam diferença estatística 
p <0,05. 
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Os dados da espectrometria de massas indicaram que o uso dos tampões 

contendo 150 mM e 300 mM de cloreto de sódio (tampões 01 e 02, respectivamente), 

permitiu o enriquecimento das proteínas TgBCKDK e TgPDK em relação às condições 

controle. Na condição de 150 mM de cloreto de sódio, a única proteína mitocondrial 

enriquecida para ambas as quinases está relacionada ao componente E2 do 

complexo BCKDH, sem diferenças estatísticas em relação ao enriquecimento dessa 

proteína em relação às quinases. 

Com o aumento da concentração salina para 300 mM também verificamos co-

imunoprecipitação do componente E2 de BCKDH em relação a ambas as quinases, 

porém com um enriquecimento maior de E2 em relação à TgPDK, em comparação 

com TgBCKDK. Em ambas as condições testadas, não foi verificado co-

imunoprecipitação das proteínas relacionadas à subunidade E1-alfa do complexo 

BCKDH. 

A interação de ambas as quinases com o componente E2 de BCKDH reforça 

a hipótese de que ambas as enzimas poderiam realizar a regulação do complexo 

BCKDH. O componente E2 se estrutura como eixo central, onde as demais proteínas 

realizam o ancoramento, para a estruturação do complexo desidrogenase ((HEVLER 

et al., 2023). As quinases BCKDK ou PDK se ancoram na região L2 (próxima à região 

N-terminal) do componente E2 (STACPOOLE, 2017), enquanto a subunidade E1-alfa 

realiza ancoramento na região E1 (porção C-terminal) dessa proteína 

(KOROTCHKINA; PATEL, 2008), regiões espacialmente distintas.  

A partir das análises de imunoprecipitação com tampão contendo 300 mM de 

cloreto de sódio, também encontramos outras 06 proteínas enriquecidas. A proteína 

ADP/ATP translocase é descrita como essencial para o metabolismo dos taquizoítas, 

atuando na exportação do ATP produzido na mitocôndria e importação do ADP 

citoplasmático (QIAN et al., 2023). A proteína identificada como heat shock protein 

(A0A125YYP6) é expressa constitutivamente em taquizoítas e bradizoítas, estando 

aumentada em diferentes condições de estresse, tanto de temperatura como potencial 

osmótico, além de possível ação como chaperonas, atuando no correto enovelamento 

de proteínas mitocondriais (DE MIGUEL; ECHEVERRIA; ANGEL, 2005).  
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As enzimas citrato sintase, dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 

(componente E2 de complexo KGDH), e as subunidades da enzima succinil-CoA 

ligase possuem atuação em diferentes etapas do ciclo de Krebs. A enzima citrato 

sintase participa da primeira etapa do ciclo de Krebs, catalisando a conversão do 

acetil-CoA em citrato, com a produção de NADH, FADH e ATP (CHHIMPA et al., 2023). 

A ocorrência de mutações nessa enzima leva ao decréscimo da produção de ATP pela 

célula, além da forte redução da proliferação de taquizoítas em estudos in vitro e in 

vivo (LYU et al., 2024). O complexo KGDH apresenta um papel central na regulação 

do metabolismo mitocondrial, atuando na conversão de alfa-cetoglurato, com a 

produção de succinil-CoA e NADH no processo. Esse complexo atua também em vias 

associadas à sinalização celular e controle dos níveis de cálcio intracelular (HANSEN; 

GIBSON, 2022). A enzima succinil-CoA ligase, enzima composta pelas subunidades 

alfa e beta, utiliza como substrato a molécula succinil-CoA, gerando como produtos 

succinato, coenzima-A, além de ATP e GTP (VAN HOVE et al., 2010). 

Apesar dessas 05 proteínas adicionais citadas acima também estarem 

enriquecidas no extrato solúvel dos parasitas etiquetados para ambas as quinases, 

não há evidências na literatura sobre a participação de proteínas quinases sobre a 

regulação dessas enzimas. Além disso, verificamos um maior número de proteínas 

contaminantes na condição de 300 mM, em relação ao uso de tampão contendo 150 

mM de cloreto de sódio, o que poderia nos indicar que testes futuros poderiam 

empregar concentrações intermediárias de tampões contendo entre 150 e 300 mM de 

cloreto de sódio, para uma redução de contaminantes e possivelmente um aumento 

das interações proteína-proteína.  
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6. DISCUSSÃO 
 

 O metabolismo energético de Toxoplasma gondii, e de outros apicomplexas, 

tem sido alvo de diversas investigações e discussões acadêmicas ao longo do tempo, 

visando elucidar as particularidades bioquímicas desse grupo de organismos, que os 

tornam essencialmente únicos e muito divergentes em relação a outros eucariotos 

(SEEBER; LIMENITAKIS; SOLDATI-FAVRE, 2008), desde a maior dependência da 

glicólise como fonte de energia (SHUKLA et al., 2018), até a ausência de um complexo 

PDH mitocondrial nesse grupo de organismos (JACOT et al., 2016). 

Além disso, outra característica marcante dos apicomplexas está relacionada à 

presença do apicoplasto, organela adquirida por endossimbiose secundária de um 

ancestral relacionado às algas (STRIEPEN, 2011), e que contém um complexo PDH, 

capaz de metabolizar o piruvato em acetil-CoA, o qual é utilizado como substrato para 

a produção de ácidos graxos (ELAHI; PRIGGE, 2023).  

 A literatura científica aponta que na ausência de um complexo PDH na 

mitocôndria desses organismos, o complexo BCKDH (originalmente voltado à 

degradação de aminoácidos) assumiu o papel de conversão do piruvato, tendo ampla 

preferência pelo piruvato frente aos aminoácidos, sendo classificado como um 

complexo PDH-like, mas que ainda mantem uma atividade residual na degradação de 

aminoácidos (OPPENHEIM et al., 2014).  

Essa é uma situação peculiar, dado que a grande maioria dos organismos 

possuem complexos desidrogenases voltados ao metabolismo do piruvato (complexo 

PDH) ou aos aminoácidos (complexo BCKDH), e não um complexo único sendo 

responsável por vias bioquímicas tão distintas. Além dessa questão, é reportado que 

em Toxoplasma a via de degradação dos aminoácidos está totalmente funcional, com 

a presença da enzima BCAT, que metaboliza a primeira etapa da desaminação de 

aminoácidos, cujos subprodutos são utilizados de forma “canônica” por complexos do 

tipo BCKDH nas demais espécies (LIMENITAKIS et al., 2013). 

Dado que Toxoplasma mantem metabolismo mitocondrial tanto sobre o piruvato 

quanto sobre os aminoácidos, e que a subunidade E1-alfa de BCKDH já descrita na 

literatura está voltada ao metabolismo do piruvato, realizamos análises filogenéticas, 

com o uso das ferramentas Blast, Uniprot e OrthoDB, buscando por sequências de 
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proteínas similares à subunidade E1-alfa de BCKDH. Nossas análises indicaram a 

presença de uma nova proteína, que denominamos como E1-alfa-02, que apesar de 

ser identificada pelos bancos de dados, não há informações na literatura que apontem 

a sua função biológica junto ao metabolismo de Toxoplasma gondii, nem a sua história 

evolutiva. O que nos levou a aprofundar ainda mais as buscas para possíveis 

ortólogos de ambas as proteínas junto ao supergrupo SAR (Stramenopiles, Alveolata 

e Rhizaria), grupo filogenético ao qual pertence T. gondii (SIMPSON; EGLIT, 2016), 

de forma a reconstruir a história evolutiva dessas proteínas. 

Nossas análises evidenciaram que a proteína identificada como 

TGME49_292100 (E1-alfa-02) é filogeneticamente relacionada às subunidades E1-

alfa dos complexos BCKDHs, contendo as regiões de domínios características desses 

complexos (Ævarsson et al., 1999), similares às regiões presentes na proteína 

TGME49_239490 (E1-alfa-01), já descrita na literatura (OPPENHEIM et al., 2014). 

O levantamento de dados referentes ao perfil de expressão de enzimas 

presentes em Toxoplasma e associadas à estruturação do complexo BCKDH, revelou 

um aumento da expressão de E1-alfa-01 (voltada ao piruvato) durante a fase 

proliferativa, e isso pode estar correlacionado ao ambiente intracelular das células 

hospedeiras que são ricos em glicose (BLADER; KOSHY, 2014).  

Entretanto, foi possível observar um perfil antagônico entre a expressão de E1-

alfa-01 e das enzimas E1-alfa-02 e BCAT, tanto a partir de 44 horas de proliferação in 

vitro, quanto durante a fase de esporulação dos parasitos. Nessa fase ocorre uma 

redução de E1-alfa-01 e um aumento de E1-alfa-02 e da proteína BCAT (enzima que 

participa do pré-processamento de BCAAs), (DE MEEÛS D’ARGENTEUIL et al., 

2021), o que reforça a possibilidade de E1-alfa-02 estar metabolicamente relacionada 

com BCAT.  

Além disso, análises proteômicas de esporozoítos (fase presente nos oocistos 

de Toxoplasma) também já mostraram um predomínio da conversão de BCAAs para 

o fornecimento de acetil-CoA como substrato para a manutenção do ciclo de Krebs na 

mitocôndria, o que torna os parasitos energeticamente independentes de recursos 

externos nessa fase do ciclo de vida (POSSENTI et al., 2013). Dessa forma, o fato de 

E1-afa-02 ser mais expressa na fase de esporulação reforça a possibilidade de que 
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essa enzima esteja diretamente associada ao metabolismo dos BCAAs, e atue 

principalmente quando a disponibilidade de piruvato está restrita. 

Outros dados da literatura, que reforçam a nossa hipótese, residem nos dados 

relacionados ao nocaute da subunidade E1-alfa de BCKDH em T. gondii e 

Plasmodium. Em Plasmodium, o nocaute gênico desencadeia fortes alterações de 

desenvolvimento dos parasitos, pois a infecção em modelo animal não se desenvolve 

e o sistema imunológico consegue eliminar totalmente os parasitos circulantes. No 

entanto em Toxoplasma, o nocaute dessa mesma subunidade torna a proliferação da 

fase replicativa do parasito mais lenta in vitro, mas não altera a dinâmica de infecção 

ou egresso dos parasitos (OPPENHEIM et al., 2014), o que poderia ser indicativo de 

que E1-alfa-02 estaria atuando como enzima compensatória nessa situação, ainda 

permitindo a dinâmica celular desses parasitos nocaute. 

Algo que chamou atenção foi que ao analisarmos os dados de transcriptômica, 

depositados na plataforma ToxoDB, não foi reportado um aumento da expressão 

proporcional da subunidade E1-beta em razão de um aumento de E1-alfa-02 durante 

a fase de esporulação, o que, indiretamente indicaria a possibilidade de existir também 

uma outra subunidade E1-beta (possível E1-beta-02) ainda não reportada na 

literatura. Entretanto, apesar de nossas buscas junto às plataformas Blast, OrthoDB e 

Uniprot, utilizando-se como referência tanto a sequência já descrita para a subunidade 

E1-beta de Toxoplasma, quanto as sequências dessa subunidade reportadas para 

outros organismos, não encontramos nenhuma outra sequência candidata à possível 

subunidade E1-beta, que poderia se associar à subunidade E1-alfa-02 principalmente 

durante a fase de esporulação dos parasitos. Em Arabidopsis thaliana, onde também 

se verificam 02 complexos BCKDHs (ambos voltados ao metabolismo de BCAAs), 

ocorre a duplicação de ambas as subunidades E1-alfa e E1-beta, cada qual associada 

à sua subunidade específica (PENG et al., 2015), permanecendo a questão se a 

subunidade E1-beta de Toxoplasma realmente ocorre como uma proteína única, 

sendo expressa principalmente durante a fase proliferativa, porém se associando a 

E1-alfa-02 durante a fase de esporulação, ou se haveria alguma outra proteína, ainda 

desconhecida, e possível candidata a ser uma nova subunidade E1-beta. 

É postulado na literatura que o complexo BCKDH é o mais ancestral dos 

complexos desidrogenases, e ao longo dos processos evolutivos sofreu processos de 

neofuncionalização, adquirindo a capacidade de metabolização do piruvato e dando 
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origem ao complexo PDH encontrado na maioria dos organismos 

(SCHNARRENBERGER; MARTIN, 2002). De maneira semelhante, nossos dados de 

filogenia também apontaram uma origem em comum da subunidade E1-alfa dos 

complexos desidrogenases BCKDH e PDH, como também que a subunidade E1-alfa-

02 de BCKDH está presente em diferentes grupos de organismos alveolados. O 

surgimento da subunidade E1-alfa-01 (voltada ao metabolismo do piruvato) em um 

ancestral ligado aos apicomplexas, pode ter permitido um avanço evolutivo 

considerável a esses organismos, e pode ter possibilitado um aproveitamento mais 

eficiente dos compostos de carbono provenientes das células hospedeiras, o que 

privilegiou um modo de vida voltado ao parasitismo. 

Além disso, proteínas filogeneticamente relacionadas tendem a apresentar 

regiões conformacionais conservadas, o que permite inferir as relações filogenéticas 

entre diferentes ortólogos (AGARWAL et al., 2011). A sobreposição estrutural entre 

E1-alfa-01 e E1-alfa-02 mostrou diversas regiões de folhas-beta e alfa-hélices em 

comum entre as 02 proteínas. Entretanto ocorrem diferenças nas porções N-terminal 

de ambas as proteínas, com E1-alfa-02 apresentando região N-terminal mais extensa. 

Nesse sentido, é possível que, após um processo de duplicação inicial, pode ter 

ocorrido um processo de redução da porção N-terminal em E1-alfa-01, o que pode ter 

possibilitado uma atividade catalítica mais voltada à conversão do piruvato. 

A partir dos dados filogenéticos, evidenciamos que dentro do clado Alveolata, 

somente Ciliophora, grupo muito diverso de organismos aquáticos (KULAŠ et al., 

2021), ainda possui o complexo PDH mitocondrial, em todos os demais grupos desse 

ramo evolutivo, esse complexo enzimático está ausente.  

A aquisição de um plastídio, através de eventos de endossimbiose, em um 

ancestral ligado aos grupos Dinoflagellata, Perkinsozoa e demais apicomplexas, 

desencadeou profundas alterações bioquímicas, levando a reduções em diferentes 

vias metabólicas, refletindo também na perda do complexo PDH mitocondrial (DANNE 

et al., 2013). Nossos dados filogenéticos além de apontarem a perda desse complexo 

PDH, nesse mesmo ponto evolutivo reportado pela literatura, também indicam que 

ocorreu um processo de divergência da quinase PDK, a qual está posicionada em um 

ramo evolutivo divergente em relação às quinases PDKs e BCKDKs de outros 

organismos, o que também ainda não foi abordado pela literatura.  
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A enzima PDK está normalmente associada à regulação dos complexos PDH 

nas mitocôndrias (WANG, XIUXIU et al., 2021), e depende do reconhecimento de 

sítios conservados presentes em PDH, para sua atuação enzimática (AHSAN et al., 

2012), sem a ocorrência de interação cruzada em relação aos sítios de fosforilação 

encontrados em BCKDH (HEINEMANN-YERUSHALMI et al., 2021). 

A literatura aponta que a substituição da Ser-293 por alanina impede a 

fosforilação de PDK sobre peptídeos sintéticos relacionados ao complexo PDH 

mitocondrial de A. thaliana (HUANG et al., 2010), bem como algumas mutações 

upstream ou downstream à essa serina afetam a capacidade de reconhecimento 

dessa quinase em relação ao seu alvo biológico (AHSAN et al., 2012). 

Entretanto, pouco é explorado na literatura sobre a conservação dos resíduos 

flanqueadores relacionadas ao sítio de serina (Ser-293) dos complexos BCKDH/PDH, 

bem como de sua evolução ao longo do tempo. E, dessa forma, resolvemos olhar mais 

detalhadamente também sobre essa questão. Durante o processo de alinhamento das 

sequências, referentes às subunidades E1-alfa de BCKDH e PDH dos organismos 

eucariotos, observamos a conservação da região central STS em BCKDH, sendo que 

essa mesma região central está presente nas duas proteínas relacionadas à 

subunidade E1-alfa de BCKDH em Toxoplasma. 

Enquanto isso, na subunidade E1-alfa do complexo PDH mitocondrial dos 

organismos eucariotos, essa região central é composta pelos resíduos SMSDP. Nos 

plastídios (de organismos fotossintetizantes) e no apicoplasto de Toxoplasma e 

demais apicomplexas, essa região central é composta pelos resíduos S(L/V/P)ADP. 

Verificamos que somente em complexos do tipo PDH ocorre a presença de um resíduo 

de prolina (P), localizado imediatamente após o resíduo de aspartato (D). Esse 

resíduo de prolina, nessa posição, está totalmente ausente nos complexos BCKDH 

dos demais organismos analisados. A presença desse sítio de prolina também foi 

verificada como essencial para a interação da quinase PDK junto ao complexo PDH 

mitocondrial de Arabidopsis thaliana (AHSAN et al., 2012), porém nesse trabalho os 

autores abordaram apenas aspectos enzimáticos, sem se aprofundarem nas questões 

evolutivas em relação a esse sítio ao longo da evolução. 
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Dessa forma, sugerimos que as mutações dessa região central estão 

diretamente ligadas à história desses complexos desidrogenases, impedindo que as 

quinases BCKDK e PDK interajam de forma cruzada entre os complexos. 

Além disso, a substituição da treonina (T), aminoácido não carregado, presente 

em BCKDH, pela metionina (M), além do sítio de prolina (P), aminoácidos alifáticos 

apolares (NELSON; COX, 2017), encontrados no complexo PDH mitocondrial, podem 

ter alterado completamente as cargas eletrostáticas dessa região central para um 

perfil mais apolar, o que pode requerido o surgimento de uma quinase muito mais 

adaptada para interagir com esse sítio. 

 No complexo PDH de plastídios (o que inclui os apicoplastos), os aminoácidos 

leucina, valina e prolina, além da alanina (que substituiu a serina na posição 295), 

também são classificados como apolares (NELSON; COX, 2017), o que pode ter 

desencadeado uma região contínua ainda mais apolar do que a encontrada no 

complexo PDH mitocondrial. Além disso, os complexos PDH de plastídios são 

autoregulados (TOVAR-MÉNDEZ; MIERNYK; RANDALL, 2003), então sugerimos que 

a presença dessa região central, altamente apolar, desde os primórdios da evolução, 

pode ter levado ao impedimento da interação com quinases do tipo PDK, as quais 

foram consequentemente perdidas ou estavam totalmente ausentes desde os 

organismos ancestrais que deram origem aos plastídeos, aparecendo mais tarde na 

evolução somente nas alfaproteobactérias (que deram origem às mitocôndrias). 

Em estudos de localização celular em Toxoplasma, também não foi encontrada 

uma quinase PDK junto ao apicoplasto (FERRARINI et al., 2021), o que possivelmente 

abrange a regra geral da ausência de PDK em organelas derivadas de plastídios e, 

possivelmente o complexo PDH do apicoplasto também possui atividade enzimática 

autorregulada. 

Os complexos BCKDH são normalmente regulados pelas quinases BCKDK 

(HEINEMANN-YERUSHALMI et al., 2021), o que nos indicaria que possivelmente a 

quinase BCKDK estaria atuando na regulação de ambas as proteínas relacionadas à 

subunidade E1-alfa de BCKDH em Toxoplasma. Nossos dados de filogenia também 

apontaram que a perda de um complexo PDH típico em um ancestral ligado aos 

apicomplexas, por consequência acarretaria a perda de um alvo biológico provável 

para a quinase PDK nesses organismos. Entretanto, nossas análises indicam que a 
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quinase PDK dos alveolados também se apresenta em um ramo evolutivo divergente 

em relação às quinases BCKDK e PDK de outros grupos. Dessa forma, isso nos 

sugere que, concomitante à perda do complexo mtPDH, também ocorreram 

modificações evolutivas junto à essa enzima, o que pode ter permitido o 

reconhecimento e a regulação das subunidades E1-alfa de BCKDH. Por isso, seria 

possível que em Toxoplasma, ambas as quinases, BCKDK e PDK, atuem sobre 

ambas as subunidades E1-alfa de BCKDH, podendo também serem alvos da atuação 

farmacológica de inibidores de quinases, como o DCA. 

Diversas perdas tanto das quinases PDK e BCKDK, bem como de uma 

subunidade E1-alfa de BCKDH, foram verificadas em diferentes grupos filogenéticos. 

Em Haemosporida (gêneros Plasmodium e Haemoproteus), e Piroplasmorida 

(gêneros Babesia e Theileria) ocorre apenas a subunidade E1-alfa de BCKDH voltada 

à conversão do piruvato, com a perda tanto das quinases, quanto do metabolismo de 

BCAAs. Isso pode ser uma característica evolutiva diretamente relacionada à infecção 

de células sanguíneas, cujo conteúdo intracelular é rico em glicose, e em Plasmodium 

os transportadores de membrana podem realizar o transporte coordenado tanto de 

glicose como de frutose (GOERDELER; SEEBERGER; MOSCOVITZ, 2021). Nesse 

sentido, nossos dados também corroboram com outros estudos que pontuam uma 

gradual redução das vias metabólicas em apicomplexas, com perdas de vias 

bioquímicas e até mesmo reduções estruturais na mitocôndria (MATHUR; WAKEMAN; 

KEELING, 2021). 

Em contraste com a situação verificada em Plasmodium, na família 

Sarcocystidae, onde analisamos os gêneros Toxoplasma e Hammondia, existe tanto 

as quinases PDK e BCKDK quanto as 02 proteínas relacionadas à subunidade E1-

alfa de BCKDH, um indicativo de que nesses parasitos possa existir uma maior 

adaptabilidade em virtude de flexibilidade metabólica, visto que já foi descrito que em 

Toxoplasma essa capacidade adaptativa permite rápidas alterações metabólicas 

frente a condições de estresse e disponibilidade limitada de recursos (WALSH et al., 

2022). 

A demonstração prévia dos efeitos de DCA na replicação de Toxoplasma em 

estudos in vitro, juntamente com a identificação da presença das quinases BCKDK e 

PDK na mitocôndria como potenciais alvos dessa droga (FERRARINI et al., 2021), 

aliada aos resultados de filogenia obtidos nesse trabalho, que indicam a presença de 
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E1-alfa-02, nos motivou à realização de diferentes abordagens bioquímicas e in silico 

para elucidar melhor essa questão biológica. Nesse sentido, optamos por realizar 

ensaios bioquímicos utilizando ambas as quinases, expressas de forma recombinante, 

e avaliar se os peptídeos sintéticos relacionados às 02 subunidades E1-alfa do 

complexo BCKDH, poderiam ser diferentemente fosforilados pelas quinases utilizando 

ensaios bioquímicos e abordagens in silico em conjunto com o uso do inibidor DCA. 

Apesar dos ensaios em diferentes cepas bacterianas, e em diferentes 

condições e meios de cultivo, a expressão recombinante de ambas as enzimas 

utilizando suas sequências completas foi inviável. No caso de TgPDK não houve a 

expressão em nenhuma das condições testadas. Enquanto no caso de TgBCKDK foi 

possível alcançar a expressão da proteína recombinante, porém mostrou-se muito 

instável, dificultando o processo de purificação.  

Isso parece ser comum para as PDKs de outros organismos, pois na literatura 

é reportado grande dificuldade para a expressão e purificação desse grupo de 

proteínas, resultando em enzimas totalmente insolúveis ou presentes em corpos de 

inclusão, que requerem passos laboriosos para a purificação da proteína de interesse 

(DAHIYA et al., 2019), até a expressão de proteínas instáveis e sujeitas à degradação 

durante as etapas de purificação (ZHANG, WEN et al., 2018). Dessa forma, a 

impossibilidade de expressão de TgPDK e a instabilidade de purificação de TgBCKDK 

está coerente com o que já está reportado na literatura. 

As metodologias de troca iônica e exclusão por tamanho, que foram realizadas 

com o objetivo de produzir frações mais purificadas de TgBCKDK, com a exclusão das 

formas degradadas, falharam em produzir frações com a proteína purificada. Da 

mesma forma, as tentativas de diálise, para troca dos tampões de alta concentração 

salina para tampões com menor concentração de sais, promoveram a súbita 

precipitação da proteína de interesse. Esse fenômeno pode estar intrinsicamente 

relacionado à formação de dímeros nessa família de proteínas (ANWAR et al., 2021), 

o que pode explicar a necessidade de manutenção dessas proteínas em tampões com 

alta carga salina, com o intuito de se evitar a precipitação, como os tampões já 

reportados na literatura que utilizam cloreto de sódio a 300 mM (TOVAR-MÉNDEZ et 

al., 2005). 
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Através das análises estruturais das proteínas-alvo, realizadas por ferramentas 

in silico, como Alphafold e da plataforma Interpro, foi possível observar a presença de 

regiões intrinsicamente desestruturadas tanto em TgPDK quanto em TgBCKDK. 

Regiões intrinsicamente desestruturadas são segmentos polipeptídicos que contém 

uma grande quantidade de aminoácidos polares, impedindo que ocorra um 

enovelamento proteico nessas regiões, tornando-as altamente flexíveis, e com uma 

grande variedade de conformações possíveis, desde altamente lineares, até 

totalmente compactas (BABU, 2016). Assim, a purificação de proteínas recombinantes 

contendo regiões desestruturadas torna-se um verdadeiro desafio, dado que essas 

regiões favorecem a formação de agregados proteicos, bem como são sítios 

altamente sensíveis à atuação de proteases (TARCZEWSKA; GREB-MARKIEWICZ, 

2019).  

Dessa forma, optamos pela expressão recombinante da sequência 

correspondente as regiões mais estruturadas, contendo as regiões de domínios 

(BCKDH_Adom e região ATPase) de ambas as enzimas, permitindo assim a atividade 

enzimática desse grupo de proteínas (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000). 

A partir da clonagem dessas regiões mais estáveis, obtivemos sucesso na 

expressão recombinante tanto para TgBCKDK quanto para TgPDK em E. coli BL21-

pLysS (DE3). Essa cepa bacteriana é adequada para a expressão de proteínas 

potencialmente tóxicas, bem como expressa constitutivamente a lisozima T7, que 

tende a reduzir a expressão basal (Thermo).  

Entretanto, durante os testes de expressão recombinante de TgBCKDK, 

observamos a expressão dessa proteína mesmo na ausência do agente indutor 

(IPTG). Enquanto isso, para a proteína TgPDK, a expressão estava ocorrendo apenas 

na presença do agente indutor (IPTG), nos chamando a atenção para tentar 

compreender melhor o que poderia estar acontecendo. 

A presença de expressão basal de TgBCKDK possivelmente pode ser 

explicada pelo trabalho de Studier (2005), o qual afirma que determinadas proteínas, 

quando expressas em sistema procarioto, levam à desregulação dos níveis de AMP 

cíclico (cAMP) intracelular, o que, por consequência, promove o desbloqueio do 

promotor que regula a expressão da T7 RNA polimerase, e, com isso, mais proteína 

será expressa de forma desregulada, reiniciando o processo. Todos esses eventos 
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podem acarretar a produção de proteínas insolúveis, truncadas, e, em casos mais 

graves, desencadear mutações nos vetores de expressão, levando à expressão de 

proteínas com sequências alteradas (STUDIER, 2005).  

Para contornar essa situação, é possível utilizar meios autoinduzidos, 

suplementados com glicose e lactose. A glicose reprime a expressão basal de 

proteínas recombinantes através do bloqueio das regiões promotores contidas nos 

vetores de expressão, que são induzidas por análogos de lactose (como o IPTG), 

atrasando a expressão de proteínas recombinantes durante a fase de crescimento 

bacteriano (UKKONEN et al., 2013). Com o declínio das concentrações de glicose, as 

bactérias passam gradualmente a consumir a lactose como fonte de energia, e como 

consequência, se inicia a expressão recombinante da proteína de interesse também 

de forma mais gradual, o que pode aumentar a solubilidade além rendimentos 

superiores em relação ao sistema tradicional que emprega IPTG (STUDIER, 2005). 

Para TgBCKDK, os nossos resultados confirmaram esse fenômeno, pois na 

condição com lactose houve maior expressão do que com IPTG, e níveis aumentados 

de glicose reprimiram a expressão basal. Entretanto, o contrário foi observado em 

relação a TgPDK, onde as condições com lactose promoveram uma alta expressão, 

acima da verificada com IPTG, mas que levou à formação de proteínas instáveis e 

truncadas. Dessa forma, passamos a utilizar o meio autoinduzido para a proteína 

TgBCKDK, mantendo a expressão tradicional, com o uso de IPTG, para a proteína 

TgPDK. 

Importante destacar que somente conseguimos atingir a purificação da proteína 

TgBCKDK com a metodologia de purificação manual, utilizando-se colunas 

cromatográficas e fluxo da fase móvel por gravidade, no qual a proteína de interesse 

começou a ser eluida da fase estacionária (coluna de níquel-NTA) a partir de 150 mM 

de imidazol, com enriquecimento maior a partir da faixa de 200 mM de imidazol. Em 

todas as tentativas de purificação em cromatógrafo ÄKTA, a proteína de interesse foi 

eluida com muitos contaminantes. Dessa forma, apesar de ser metodologicamente 

mais laboriosa, optamos pela purificação manual para todos os demais testes 

enzimáticos utilizando-se essa proteína. 

 Em relação à proteína TgPDK, tanto a purificação manual, quanto a purificação 

por afinidade em cromatógrafo ÄKTA, falharam em produzir frações purificadas, com 
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a proteína sendo eluida já em baixas concentrações de imidazol, juntamente com os 

demais contaminantes provenientes das células bacterianas. Esse comportamento 

também já foi observado na purificação da enzima PDK3 de humanos, onde a eluição 

já se iniciava a 25 mM de imidazol, além de grande parte da proteína expressa estar 

retida em corpos de inclusão (DAHIYA et al., 2019). A presença persistente de 

contaminantes, nas etapas de purificação dessa proteína, inviabilizou a sua utilização 

nos testes enzimáticos. 

Durante a padronização dos ensaios enzimáticos, verificamos que menores 

tempos de ensaio não resultaram em diferenças estatísticas entre as condições, e que 

para se mensurar a atividade enzimática de TgBCKDK é necessário ensaios de longa 

duração, sendo possível observar diferenças significativas somente após 06 horas de 

ensaio, frente aos peptídeos-alvo e mutados. Esse comportamento é semelhante ao 

reportado na literatura para a atividade cinética de PDK1 de humanos, que pode 

requerer de 06 a 12 horas de ensaio para evidenciar diferenças significativas em 

relação às condições controle (LI; YANG; ZHANG, 2023).  

A partir dos ensaios enzimáticos, verificamos que TgBCKDK apresenta 

atividade basal frente ao ATP, mesmo na ausência de peptídeos, e essa condição já 

é descrita na literatura, na qual existe uma atividade de autofosforilação inicial para 

esse grupo de enzimas, previamente à transferência do grupo fosfato para a região 

de serina do seu alvo biológico (HUANG et al., 2010; THELEN; MIERNYK; RANDALL, 

2000). 

Apesar da atividade basal observada, a atividade de TgBCKDK aumenta na 

presença do peptídeo-alvo relacionado à E1-alfa-01 em relação ao peptídeo mutado 

(contendo mutação da Ser-293, por alanina), o que nos indica que a presença da 

serina na região-alvo de fosforilação é importante para a atividade dessa enzima, 

conforme já foi apontado na literatura (HUANG et al., 2010). Quando realizamos os 

testes enzimáticos utilizando os peptídeos-alvo correspondentes às subunidades E1-

alfa-01 e E1-alfa-02, não encontramos diferenças estatísticas entre as condições, ou 

seja, reforça a hipótese de que BCKDK também poderia ter atividade sobre a nova 

subunidade encontrada a partir dos dados de filogenia, expandindo ainda mais a 

participação dessa enzima no metabolismo dos parasitos. 
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Ao realizarmos os testes enzimáticos utilizando DCA como agente inibidor de 

TgBCKDK, verificamos valores de IC50 na faixa entre 374,3 e 440,5 μM. Os valores 

encontrados estão muito abaixo dos valores de IC50 encontrados para DCA frente a 

Toxoplasma em cultivos in vitro, que foram reportados em 16 mM (FERRARINI et al., 

2021) e inferiores à inibição de PDK2 in vitro por DCA, que foi reportada na faixa de 2 

mM (quando o componente E2 está ausente), e na faixa de 200 μM na presença de 

E2 (BAKER et al., 2000). Além disso, verificamos que DCA reduz a velocidade 

enzimática de TgBCKDK, com um aumento do Km aparente da enzima. A literatura 

aponta que inibidores que aumentam o Km de uma enzima geralmente estão 

associados a inibição do tipo competitiva (ROBIN; REUVENI; URBAKH, 2018). O 

mecanismo de ação DCA está voltado à interação com a região regulatória desse 

grupo de enzimas, que é distinto do sítio ATPase. Entretanto, o bloqueio da região 

regulatória promove alterações conformacionais em toda a enzima, alterando a 

afinidade do sítio ATPase, o que reduz significativamente a atuação enzimática sobre 

o ATP (KLYUYEVA; TUGANOVA; POPOV, 2008). 

Em conjunto aos dados enzimáticos, realizamos também o docking molecular 

in silico para ambas as quinases, frente aos ligantes piruvato e DCA, utilizando como 

referência os dados já depositados na plataforma PDB 

(https://www.rcsb.org/structure/2Q8H), que reportam os sítios de interação de DCA 

para a enzima PDK1 de humanos. Os resultados das análises mostraram 

similaridades na interação de ambos os ligantes aos sítios localizados na região 

regulatória (N-terminal) de ambas as quinases. Para TgBCKDK, os ligantes DCA e 

piruvato interagem com resíduos de arginina nas posições 21, 112 e 116. Enquanto 

isso, na quinase TgPDK os sítios de interação também foram relacionados a resíduos 

de arginina, semelhante ao encontrado em TgBCKDK, mas identificamos também 

interações com resíduos de histidina e serina. 

Na literatura é reportado que DCA interage sobre os sítios de arginina em PDK2 

de humanos (KLYUYEVA; TUGANOVA; POPOV, 2007), além disso, a distância teórica 

entre esse ligante e os seus respectivos resíduos de PDK1 está na faixa de 2 

angstrons (KATO et al., 2007), resultados próximos aos encontrados em nossas 

análises in silico. A interação com ligantes na região regulatória de PDK e BCKDK, 

além de impedir a dimerização da enzima, que é essencial para a sua atividade 
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enzimática, possivelmente aumenta as interações com ADP, outro metabólico 

inibitório, formado a partir da clivagem do ATP (KNOECHEL et al., 2006). 

Dessa forma, nossos testes enzimáticos e abordagens in silico indicam 

claramente que TgBCKDK pode ser o alvo biológico de DCA. Além disso, com os 

dados in silico também é possível inferir sobre a possível regulação de TgPDK pelo 

fármaco DCA, apesar de não termos atingido a purificação dessa enzima para os 

testes enzimáticos in vitro, que poderiam confirmar diretamente a ação de DCA sobre 

a atividade enzimática dessa quinase. Mas o fato de que TgBCKDK também ser alvo 

de DCA traz informações novas para a literatura, auxiliando na elucidação da questão 

sobre a possível participação desse fármaco na regulação dessas quinases em 

Toxoplasma (FERRARINI et al., 2021). 

Além dos ensaios enzimáticos e de abordagens in silico, realizamos também a 

imunoprecipitação dos complexos proteicos associados às quinases BCKDK e PDK, 

a partir de taquizoítas de T. gondii previamente etiquetados. Foram identificadas 

poucas proteínas mitocondriais nas condições analisadas, mas o que chamou atenção 

foi o fato de que ambas as quinases interagem com o componente E2 do complexo 

BCKDH, mesmo utilizando-se tampões com alto gradiente salino, o que nos indica 

que essa interação deve ser estável.  

O fato de encontramos o componente E2 de BCKDH associado à quinase 

TgPDK de Toxoplasma, também nos revela algo muito surpreendente. O componente 

E2 dos complexos BCKDH está estruturado na forma de octaedro, enquanto em PDH 

essa configuração se apresenta na forma de icosaedro, o que impede o 

compartilhamento dessa proteína estrutural entre esses 02 complexos 

desidrogenases, bem como a ligação cruzada entre as respectivas quinases 

(HEVLER et al., 2023).  

Dessa forma, a quinase PDK de Toxoplasma, encontrada em um ramo 

filogeneticamente distinto das PDKs dos demais organismos, pode ter passado por 

adaptações evolutivas que permitiram o seu ancoramento ao componente E2 do 

complexo BCKDH de Toxoplasma. Nesse sentido, nossas análises da estrutura 

conformacional das quinases com ferramentas in silico já tinham evidenciado um 

longa região N-terminal para PDK, altamente desestruturada, e com maior número de 

resíduos do que a encontrada na quinase BCKDK. Assim, especulamos que as 
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alterações nessa região podem ter permitido uma maior estabilidade de interação 

dessa quinase em relação ao componente de E2 de BCKDH, e que se mantém mesmo 

com o uso de tampões com altas concentrações salinas. Esses dados reforçam a 

possiblidade de que essa quinase também regule as subunidades E1-alfa desse 

complexo desidrogenase em Toxoplasma. 

Apesar do enriquecimento do componente E2 de BCKDH, para ambas as 

quinases, não encontramos enriquecimento em relação às subunidades E1-alfa nos 

ensaios de imunoprecipitação, e isso pode ser devido à própria estruturação desse 

complexo, dado que o componente E2 está situado em uma posição central e atua 

como um eixo onde as demais proteínas se ancoram. Enquanto as quinases BCKDK 

ou PDK se ancoram na região L2  (STACPOOLE, 2017), a subunidade E1-alfa realiza 

ancoramento na região E1 do componente E2 (KOROTCHKINA; PATEL, 2008), 

regiões espacialmente distintas, e é provável que a interação entre a quinase e a 

subunidade E1-alfa seja muito transiente, apenas para a transferência do grupamento 

fosfato (Figura 57). 

 

 

 

Figura 57. Esquema ilustrativo para a interação das quinases BCKDK e PDK em relação ao 
componente E2 do complexo BCKDH de T. gondii. Na região N-terminal das quinases ocorrem pontos 
de ancoragem com o componente E2, bem como sítios de interação com o fármaco DCA. O ponto de 
ancoragem do componente E1 (composto pelas subunidades E1-alfa e E1-beta) ocorre em uma região 
distinta do sítio de ancoragem das quinases. O sítio H*, representa a histidina que é inicialmente 
fosforilada nas quinases e promove a transferência do grupo fosfato para a região de serina da 
subunidade E1-alfa (Thelen; Miernyk; Randall, 2000). Figura do autor, utilizando dados da literatura, e a 
ferramenta Biorender. 
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Nos ensaios de imunoprecipitação, também verificamos um aumento de 

proteínas mitocondriais com o uso de tampão com maior concentração salina, como 

o componente E2 do complexo KGDH, e as proteínas succinil-CoA ligase e citrato 

sintase, todas relacionadas ao ciclo de Krebs (CHHIMPA et al., 2023; HANSEN; 

GIBSON, 2022; VAN HOVE et al., 2010); porém não há dados na literatura em relação 

à possível regulação dessas enzimas por quinases do tipo PDK/BCKDK. 

Apesar de uma maior concentração de sais ter favorecido a interação com 

maior quantidade de proteínas mitocondriais, isso também favoreceu uma presença 

maior de contaminantes relacionados a proteínas citoplasmáticas. Nesse sentido, 

seria importante o uso de técnicas adicionais de imunoprecipitação, como o 

crosslinking, que se utiliza de reagentes que aumentam a interação entre os 

complexos proteicos, auxiliando na imunoprecipitação de proteínas-alvos e na 

identificação de redes de interação proteína-proteína (MAKOWSKI et al., 2016). Além 

disso, outra técnica possível seria o uso de BIOID, metodologia adequada para a 

aferição de interações proteicas transitórias, ou muito fracas, na qual as enzimas BirA 

e APEX são fusionadas às proteínas de interesse e promovem a biotinilação de 

proteínas localizadas nas proximidades da proteína de interesse (KIMMEL et al., 

2022). As proteínas biotiniladas então podem ser isoladas com imunoprecipitação com 

o uso de anticorpos conjugados com streptavidina, seguida de identificação das 

proteínas biotiniladas por espectrometria de massas (DENG et al., 2024). 

Nossos dados também sugerem que, de forma concomitante ao evento 

evolutivo que levou à perda do complexo PDH mitocondrial, em um ancestral ligado 

aos apicomplexas, também ocorreram alterações evolutivas sobre a quinase PDK, 

possivelmente permitindo a sua interação com o componente E2 do complexo 

BCKDH, que, como a literatura reporta, é estruturalmente diferente do componente 

E2 verificado nos complexos PDH (HEVLER et al., 2023). Além disso, propomos que 

esse evento evolutivo pode ter permitido a atuação da quinase TgPDK frente ao sítio 

STS, presente nas subunidades E1-alfa de BCKDH, e que é diferente do sítio SMSDP, 

presente nos complexos PDH mitocondriais, e que constitui o alvo da atuação das 

quinases do tipo PDKs em outros organismos. 

Dessa forma, tanto a quinase TgBCKDK normalmente associada à regulação 

dos complexos BCKDH nos demais organismos poderia atuar regulando as duas 

subunidades E1-alfa de BCKDH de Toxoplasma (como verificado nos testes 
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enzimáticos), quanto eventos evolutivos possivelmente também habilitaram a quinase 

TgPDK à interação com um alvo molecular novo, relacionado ao complexo BCKDH, 

diferente do que ocorre para as enzimas PDKs em outros organismos (Figura 58). 

 

 

A análise dos dados de transcriptômica (RNA-Seq), depositados na plataforma 

ToxoDB, apontam que a enzima reportada como TGME49_292100 (E1-alfa-02), 

juntamente com a transaminase BCAT, essencial para o pré-processamento de 

Figura 58. Proposta da divergência evolutiva dos complexos BCKDH e PDH, juntamente com as 
quinases PDK e BCKDK para os organismos em geral e Toxoplasma gondii. Em decorrência da 
perda do complexo PDH mitocondrial em um ancestral ligado aos apicomplexas, ocorreu o surgimento 
da subunidade E1-alfa-01, descrita na literatura como voltada ao metabolismo do piruvato, 
possivelmente compensando a atividade do complexo PDH que foi perdido, bem como a readaptação 
evolutiva da quinase PDK, possivelmente possibilitando a regulação das enzimas ligadas à subunidade 
E1-alfa do complexo BCKDH. 
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BCAAs, estão aumentadas na fase de esporulação dos parasitos, o que contrasta com 

o perfil expressão de E1-alfa-01, que está aumentado somente durante a fase 

proliferativa dos parasitos. Apesar do perfil de expressão antagônico entre as 

subunidades E1-alfa de BCKDH, as quinases BCKDK e PDK estão expressas em 

todas as fases do ciclo de vida de T. gondii. 

Dado que a atividade dos complexos desidrogenases é determinada pela 

atividade catalítica da subunidade E1-alfa (SZABO et al., 2024), propomos que pode 

ocorrer a alternância da atividade catalítica do complexo BCKDH, onde nos 

taquizoítas predomina a subunidade E1-alfa-01, direcionando o complexo 

desidrogenase para o metabolismo do piruvato, enquanto que, em fases latentes ou 

de esporulação, quando os recursos energéticos se tornam mais escassos, ocorre o 

predomínio da subunidade E1-alfa-02, possivelmente alterando a atividade de BCKDH 

para um metabolismo voltado à degradação de BCAAs (Figura 59). Assim, 

acreditamos que essa estratégia metabólica possibilitaria tanto uma eficiência maior 

dos processos metabólicos de Toxoplasma, que poderiam se alternar conforme as 

demandas energéticas dos parasitos, bem como possibilitaria uma economia de 

recursos, dispensando a expressão de componentes E2, e de quinases regulatórias, 

destinadas à estruturação ou regulação de complexos desidrogenases separados. 

Figura 59. Possível mecanismo de alternância das atividades catalíticas de BCKDH em 
Toxoplasma gondii. A alternância entre as subunidades E1-alfa, identificadas para esse complexo 
desidrogenase, permitiria a conversão enzimática de todo o complexo, permitindo uma adaptação 
metabólica dos parasitos frente a diferentes condições nutricionais. A partir da interação com o 
componente E2, as diferentes subunidades E1-alfa estariam sujeitas à regulação mediada pelas 
quinases PDK/BCKDK, e pela ação de fosfatases. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 Nossas análises permitiram a identificação de uma nova subunidade E1-alfa 

que pode interagir com o complexo BCKDH, que denominamos de E1-alfa-02, 

anotada como TGME49_292100. Isso traz novidades ao que está descrito na 

literatura, no qual o complexo desidrogenase Toxoplasma continha somente uma 

subunidade E1-alfa (OPPENHEIM et al., 2014). Além disso, nossos dados de filogenia 

complementam os dados já reportados para as quinases BCKDK/PDK para 

Toxoplasma gondii (Ferrarini et al., 2021), expandindo o conhecimento em relação a 

atuação dessas proteínas. O trabalho anterior do grupo demonstrou a localização 

celular das enzimas TgBCKDK/TgPDK e uma correlação estrutural de domínios 

presentes em TgBCKDK sendo mais próxima da quinase PDK de humanos do que a 

quinase TgPDK (FERRARINI et al., 2021), não abordando de forma mais aprofundada 

as relações filogenéticas dessas enzimas em relação às quinases BCKDK e PDK de 

outros organismos, nem reconstruindo a história evolutiva dessas enzimas. 

Nesse sentido, nosso trabalho identificou que a quinase TgBCKDK está 

filogeneticamente relacionada à quinase BCKDK de outros organismos. Entretanto, 

TgPDK tem origem evolutiva em um ramo divergente em relação às quinases TgPDK 

de outros organismos, e isso nos indica que essa enzima pode ter se adaptado a um 

novo alvo biológico ao longo da evolução. Dessa forma, propomos que a quinase 

TgPDK sofreu alterações evolutivas que possibilitaram a sua interação com o 

componente E2 de BCKDH, diferente do que ocorre nos demais organismos, onde 

PDK se ancora exclusivamente sobre o componente E2 de complexos PDH. 

Possivelmente a adaptação dessa quinase ocorreu no mesmo período evolutivo em 

ocorreu a perda complexo PDH mitocondrial. 

 As análises enzimáticas evidenciaram que peptídeos sintéticos relacionados às 

02 subunidades E1-alfa de BCKDH são reconhecidos pela quinase BCKDK, e 

aumentam a atividade catalítica in vitro dessa enzima. Além disso, os dados 

enzimáticos e abordagens in silico indicam que TgBCKDK poderia ser o alvo biológico 

de DCA. Apesar da purificação de TgPDK recombinante ter sido inviável, impedindo a 

realização dos ensaios enzimáticos, os nossos dados in silico corroboram com a 

literatura que já descreve PDK como alvo de DCA, e assim essa quinase 

provavelmente também é alvo desse fármaco no metabolismo de Toxoplasma. Dessa 
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forma o uso de DCA, ou de compostos análogos a esse fármaco, pode se constituir 

em uma estratégia farmacológica promissora, com o intuito de bloquear as quinases 

BCKDK e PDK dos parasitos, o que poderia levar ao desenvolvimento de terapias 

mais efetivas. 

 

7.1 PERSPECTIVAS 
 

 Levando em consideração os dados apresentados desse trabalho, 

consideramos que novas condições de imunoprecipitação seriam importantes, para 

evidenciar possíveis novos complexos proteicos associados ao complexo BCKDH e 

às quinases PDK e BCKDK, como estratégias envolvendo crosslinking e BIOID, de 

modo ajudar na identificação de interações transientes com as proteínas-alvo. 

 Outras abordagens também poderiam incluir a avaliação da expressão dos 

componentes do BCKDH e das quinases, em parasitos frente à inibidores de 

quinases, verificando-se a possibilidade de algum mecanismo adaptativo ou mesmo 

compensatório dessas proteínas, frente à medicamentos, ou mesmo sobre condições 

de stress nutricional. 

 Além disso, em contraste com as 02 subunidades E1-alfa do complexo BCKDH 

em Toxoplasma, somente uma enzima está reportada para a subunidade E1-beta 

desse complexo. Dessa forma, a realização de testes de imunoprecipitação, 

envolvendo as fases taquizoíta e bradizoita, envolvendo o etiquetamento de E2, e das 

subunidades E1-alfa, poderiam ser uma alternativa para uma melhor elucidação desse 

cenário, o qual também poderia revelar uma nova proteína ainda não descrita na 

literatura. 
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ANEXO III – Sequências consenso para a região de fosforilação da subunidade 
E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH para diferentes grupos de organismos. 

 Figura 60. Sequências consenso para a região que contém o sítio de serina sujeito à 
fosforilação na subunidade E1-alfa dos complexos PDH e BCKDH de localização 
mitocondrial. Estão representados os organismos dos principais filos que compõem os reinos 
do Domínio Eukarya (eucariotos). 
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Figura 61. Sequências consenso para a região que contém o sítio de serina conservado na 
subunidade E1-alfa dos complexos PDH de plastídios. Estão representados os organismos 
dos principais filos que compõem os reinos do Domínio Eukarya (eucariotos). 
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ANEXO IV – Dados de proteômica relacionado à Imunoprecipitação dos 
complexos proteicos associados às quinases TgBCKDK e TgPDK em 
Toxoplasma gondii 
 
 

Quadro 1. Dados das proteínas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo 
etiqueta na proteína BCKDK, em relação a parasitas não etiquetados (controle), com o uso 
de tampão contendo 150 mM de cloreto de sódio 

*Linhas em cinza indicam proteínas mitocondriais 
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Quadro 2. Dados das proteínas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo 
etiqueta na proteína PDK, em relação a parasitas não etiquetados (controle), com o uso 
de tampão contendo 150 mM de cloreto de sódio 
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Wallis) 

*Linhas em cinza indicam proteínas mitocondriais 
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Quadro 3. Dados das proteínas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo 
etiqueta na proteína BCKDK em relação ao controle, com o uso de tampão contendo 300 
mM de cloreto de sódio 
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A0A125YPJ8 BCKDK 4,0 29,7 1 3 8,12E+06 1,42E+16 - 
S8GHD8 Dense granule protein GRA12 18,0 21,0 3 3 9,96E+08 1,31E+09 0,00 

A0A125YRT0 Microneme protein MIC8 21,3 29,3 3 3 1,48E+08 8,33E+08 0,00 
A0A125YME4 Dense granule protein DG32 5,3 10,0 3 3 1,62E+08 6,30E+08 0,00 

S8F8Y9 Perforin-like protein PLP1 28,7 31,3 3 3 4,88E+08 5,65E+08 0,01 
S8F787 Transmembrane protein 28,0 31,7 3 3 3,94E+08 4,69E+08 0,01 

A0A125YI90 Dense granule protein GRA7 9,0 9,3 3 3 2,79E+08 3,14E+08 0,03 
S8GJB7 Mitochondrial association factor 1 form a1 12,7 13,7 3 3 2,16E+08 3,10E+08 0,00 

A0A125YMU0 Ribosomal protein RPL21 1,0 2,3 0 3 0,00E+00 2,94E+08 0,00 
A0A125YUK0 Eukaryotic porin protein 12,0 13,7 3 3 1,92E+08 2,88E+08 0,00 
A0A125YSM1; 
A0A125YLK8 Histone H3 2,0 2,0 3 3 1,43E+08 2,85E+08 0,01 

A0A125YY45 Dense granule protein GRA3 5,3 7,3 3 3 1,66E+08 2,75E+08 0,02 
A0A125YPI1 Vacuolar ATP synthase subunit d, putative 19,0 23,3 3 3 1,48E+08 2,49E+08 0,00 
A0A125YP81 Histone H2A 2,0 3,7 2 3 1,06E+08 2,48E+08 0,01 
A0A125YHJ4 Transmembrane protein 5,0 5,7 3 3 8,58E+07 2,46E+08 0,00 
A0A125YQ93 V-type proton ATPase subunit a 22,0 31,3 3 3 1,18E+08 2,28E+08 0,00 

A0A125YY54;S8FZ33 Heat shock protein HSP20 5,7 10,3 3 3 5,53E+07 2,04E+08 0,00 
S8F4H5 Transmembrane protein 27,7 39,7 3 3 1,08E+08 1,96E+08 0,00 
S8G6N7 Serine/threonine specific protein phosphatase 6,0 12,3 3 3 1,18E+08 1,76E+08 0,00 

A0A125YL18 Uncharacterized protein 7,7 8,3 3 3 1,20E+08 1,51E+08 0,01 
A0A125YKL3 Elongation factor 1-alpha 10,0 12,3 3 3 1,09E+08 1,40E+08 0,01 
A0A125YUG3 Ribosomal protein RPS2 4,7 8,7 3 3 1,18E+08 1,38E+08 0,03 
A0A125YK96 Dense granule protein GRA14 9,7 12,0 3 3 9,01E+07 1,25E+08 0,03 
A0A125YZM9 Small ribosomal subunit protein eS1 12,0 15,0 3 3 5,88E+07 1,14E+08 0,00 
A0A125YT03 Ribosomal protein RPS16 7,0 7,3 3 3 9,21E+07 1,10E+08 0,03 
A0A125YQR6 Ribosomal protein RPS11 8,0 9,0 3 3 8,04E+07 1,10E+08 0,00 
A0A125YWK7 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 13,7 22,3 3 3 6,10E+07 9,74E+07 0,00 
A0A125YNF9 Ribosomal protein RPS5 6,7 9,3 3 3 5,75E+07 9,72E+07 0,00 
A0A125YP09 SAG-related sequence SRS29B 8,7 9,0 3 3 5,79E+07 9,63E+07 0,00 
A0A125YJB6 SCP family extracellular subfamily protein 5,7 8,0 3 3 6,54E+07 9,54E+07 0,04 

A0A125YQU0 Ribosomal protein RPS18 5,0 7,7 3 3 6,97E+07 9,45E+07 0,00 
A0A125YRX2 Ribosomal protein RPS23 3,0 3,3 3 3 4,90E+07 8,54E+07 0,00 
A0A125YQL5 Uncharacterized protein 3,3 4,7 3 3 6,58E+07 8,36E+07 0,01 
A0A125YIJ3 SAG-related sequence SRS34A 2,0 2,7 3 3 4,78E+07 8,28E+07 0,00 

S8EZS1 40S ribosomal protein S3 8,7 9,3 3 3 6,39E+07 8,01E+07 0,04 
S8GJ92 Dense granule protein GRA12 3,7 7,7 3 3 5,60E+07 7,89E+07 0,01 

A0A125YYJ1 Ribosomal protein RPS4 6,0 7,7 3 3 3,60E+07 7,55E+07 0,01 
A0A125YII1 60S ribosomal protein L13 6,3 9,7 3 3 5,77E+07 7,52E+07 0,02 

A0A125YH73 Calcium binding protein, putative 8,3 8,7 3 3 6,96E+07 7,52E+07 0,05 
A0A125YHZ2 Ribosomal protein RPS15 4,0 3,7 3 3 4,91E+07 7,40E+07 0,01 

S8ESF3 Ribosomal protein RPL4 12,3 14,3 3 3 5,12E+07 7,08E+07 0,00 
S8F116 Transmembrane protein 4,3 5,7 3 3 6,23E+07 7,00E+07 0,02 

A0A125YT37 Transmembrane protein 2,7 5,3 3 3 3,70E+07 6,97E+07 0,01 
S8EXL5 Transmembrane protein 8,3 12,0 3 3 4,59E+07 6,87E+07 0,01 

A0A125YMW1 Ribosomal protein RPL19 3,0 3,3 3 3 3,65E+07 6,51E+07 0,00 
A0A125YR48 Uncharacterized protein 5,3 7,7 3 3 4,48E+07 6,00E+07 0,01 
A0A125YQ73 Microtubule-binding protein 15,0 19,3 3 3 5,08E+07 5,73E+07 0,02 

S8EYU6 Transmembrane protein 2,7 2,3 3 3 3,10E+07 5,49E+07 0,02 
S8EWH6 NTPase II (Fragment) 3,7 7,0 3 3 2,64E+07 5,48E+07 0,00 

A0A125YRG3 Prohibitin 8,0 9,3 3 3 3,76E+07 5,47E+07 0,00 
S8GT06 Transmembrane protein 16,0 19,0 3 3 4,59E+07 5,46E+07 0,05 
S8F3H5 Vacuolar proton translocating ATPase subunit, putative 9,0 17,7 3 3 3,41E+07 5,41E+07 0,01 
S8GPP3 Ribosomal protein RPL24 3,7 3,3 3 3 3,57E+07 5,41E+07 0,02 

A0A125YWW4 Prohibitin 5,0 6,7 3 3 4,71E+07 5,31E+07 0,03 
S8F069 Ribosomal protein RPS19 1,3 4,0 1 3 1,44E+07 5,16E+07 0,01 

A0A125YLS6 ADP/ATP translocase 8,3 15,0 3 3 2,76E+07 5,14E+07 0,00 
S8GNR6 Transmembrane protein 2,7 4,0 3 3 2,66E+07 4,63E+07 0,01 
S8EZZ7 Transmembrane protein 19,3 24,7 3 3 3,86E+07 4,57E+07 0,03 

A0A125YJX2 Ribosomal protein RPS15A 5,7 8,3 3 3 2,71E+07 4,47E+07 0,00 
A0A125YHM6 SAG-related sequence SRS29C 4,0 3,3 3 3 3,15E+07 4,38E+07 0,03 
A0A125YYY3 Ribosomal protein RPL31 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 4,18E+07 0,00 
A0A125YNH2 Heat shock protein HSP60 7,0 13,7 3 3 2,54E+07 4,18E+07 0,00 
A0A125YPS2 CRAL-TRIO domain-containing protein 2,3 6,0 2 3 2,50E+07 4,07E+07 0,05 
A0A125YSP5 60S ribosomal protein L18a 3,7 7,0 3 3 2,61E+07 4,01E+07 0,00 
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S8EW90 Transmembrane protein 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 3,97E+07 0,00 
A0A125YU06 Ribosomal protein RPL13A 7,0 8,3 3 3 2,76E+07 3,94E+07 0,02 
A0A125YQZ8 Ribosomal protein RPL17 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 3,83E+07 0,00 
A0A125YXI9 Heat shock 70 kDa protein 10,0 14,7 3 3 3,01E+07 3,71E+07 0,01 
A0A125YL14 Small GTPase Rab2, putative 5,3 9,7 3 3 2,34E+07 3,70E+07 0,02 
A0A125YQG4 Calcium-dependent protein kinase CDPK3 11,0 15,3 3 3 2,67E+07 3,56E+07 0,03 
A0A125YRM2 Ribosomal protein RPL9 2,0 3,0 3 3 1,87E+07 3,50E+07 0,01 
A0A125YRB1 Ribosomal protein RPL18 3,3 5,0 3 3 2,34E+07 3,47E+07 0,01 
A0A125YYK6 Uncharacterized protein 6,3 8,7 3 3 2,69E+07 3,35E+07 0,02 

S8F371 Large ribosomal subunit protein eL28 1,0 4,3 0 3 0,00E+00 3,32E+07 0,00 
S8F4B9 Transmembrane protein 8,7 11,3 3 3 2,49E+07 3,23E+07 0,00 

A0A125YVC1 Thioredoxin, putative 7,3 15,7 3 3 1,94E+07 3,17E+07 0,02 
A0A125YUF7 Ribosomal protein RPL7 2,3 5,7 3 3 1,77E+07 3,05E+07 0,01 
A0A125YN52 40S ribosomal protein S8 5,3 5,3 3 3 2,34E+07 2,98E+07 0,00 
A0A125YJN7 Ribosomal protein 4,0 5,3 3 3 2,08E+07 2,96E+07 0,00 
A0A125YX57 Ribosomal protein L15 2,3 4,0 3 3 2,11E+07 2,81E+07 0,02 
A0A125YTH5 Ribosomal protein RPL11 2,3 2,7 3 3 2,12E+07 2,72E+07 0,02 
A0A125YWF6 Ribosomal protein RPS9 2,3 6,3 2 3 1,63E+07 2,65E+07 0,05 

S8F5F3; 
A0A125YPM7 

non-specific serine/ 
threonine protein kinase 3,0 7,7 1 3 1,22E+07 2,40E+07 0,01 

S8EZK1 RNA helicase 2,3 7,7 3 3 1,24E+07 2,36E+07 0,01 
A0A125YI56 Transmembrane protein 4,0 9,0 3 3 1,80E+07 2,20E+07 0,02 
A0A125YTP4 Ribosomal protein RPL32 2,7 4,3 3 3 1,54E+07 2,10E+07 0,02 

S8EXB9 Transmembrane protein 5,0 6,7 3 3 1,50E+07 2,00E+07 0,04 
A0A125YHR0 Small GTP-binding protein sar1, putative 1,3 3,0 0 3 0,00E+00 1,96E+07 0,00 

S8FBZ9 SAG-related sequence SRS25 1,7 2,0 2 3 9,97E+06 1,92E+07 0,02 
A0A125YGX9 Ribosomal protein RPL30 2,0 4,0 3 3 1,39E+07 1,92E+07 0,05 
A0A125YFT4 Ribosomal protein RPP2 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 1,79E+07 0,00 

A0A125YW58 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 5,7 10,7 3 3 1,33E+07 1,77E+07 0,02 
A0A125YFP1 60S acidic ribosomal protein P0 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 1,75E+07 0,00 

S8EXW9 Ribosomal protein RPL6 0,0 3,3 0 3 0,00E+00 1,75E+07 0,00 
S8EXP2 Rhomboid-like protease 6,7 10,7 3 3 1,44E+07 1,67E+07 0,02 
S8G4M3 Transmembrane protein 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 1,66E+07 0,00 
S8EZC4 Transmembrane protein 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 1,61E+07 0,00 

A0A125YZB4 IMC sub-compartment protein ISP1 1,3 2,0 0 3 0,00E+00 1,54E+07 0,00 
A0A125YTH0 poly(ADP-ribose) glycohydrolase 5,7 9,0 3 3 1,05E+07 1,46E+07 0,00 
A0A125YSG4 Ribosomal protein RPS13 1,3 2,7 1 3 8,10E+06 1,40E+07 0,02 

S8F0M7 Transmembrane protein 4,3 4,7 3 3 1,03E+07 1,39E+07 0,00 

S8F5K7 Translation elongation factor 2 
family protein, putative 2,0 4,7 1 3 9,19E+06 1,34E+07 0,03 

A0A125YYP6 Heat shock protein 3,0 8,3 3 3 7,27E+06 1,30E+07 0,02 
A0A125YN63 40S ribosomal protein S12 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 1,27E+07 0,00 
A0A125YL83 Ubiquitin, putative 1,7 2,3 0 3 0,00E+00 1,22E+07 0,00 

S8GP43 Rhoptry kinase family protein ROP33 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 1,19E+07 0,00 
S8F3E1 Sortilin, putative 1,0 6,7 0 3 0,00E+00 1,16E+07 0,00 
S8EZ69 Uncharacterized protein 1,0 4,0 0 3 0,00E+00 1,13E+07 0,00 

S8GFM4 Transmembrane protein 0,0 4,3 0 3 0,00E+00 1,11E+07 0,00 
S8GNN2 Transmembrane protein 1,5 3,0 0 3 0,00E+00 1,09E+07 0,00 

A0A125YXF3 Ribosomal protein RPL34 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 1,07E+07 0,00 
S8GAC8 Transmembrane protein 2,3 11,7 3 3 1,97E+06 1,06E+07 0,00 

A0A125YLA1 Dipeptidyl peptidase 1 1,3 4,7 1 3 5,64E+06 9,89E+06 0,02 

A0A125YS60 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] 
subunit alpha, mitochondrial 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 9,58E+06 0,00 

A0A125YKB1 Hexose transporter 1 2,0 2,3 3 3 8,29E+06 9,33E+06 0,03 
A0A125YJJ8 Transmembrane protein 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 8,86E+06 0,00 
A0A125YJJ9 Componente E2-BCKDH 2,0 3,3 2 3 5,44E+06 8,82E+06 0,05 

A0A125YYH8 Ribosomal protein RPL5 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 8,75E+06 0,00 
S8GEW7 Polyadenylate-binding protein 0,0 2,7 0 3 0,00E+00 8,41E+06 0,00 
S8EN88 Transmembrane protein 1,0 4,7 0 3 0,00E+00 7,75E+06 0,00 
S8F388 Transmembrane protein 2,0 5,7 2 3 4,37E+06 7,72E+06 0,05 

A0A125YHZ4 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] 
subunit beta, mitochondrial 1,0 4,7 0 3 0,00E+00 7,31E+06 0,00 

A0A125YNR4 YagE family protein 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 7,16E+06 0,00 
A0A125YH30 Calcium-dependent protein kinase CDPK1 1,3 6,7 0 3 0,00E+00 6,98E+06 0,00 

S8GIJ1 Citrate synthase 0,0 2,7 0 3 0,00E+00 6,72E+06 0,00 
A0A125YJF1 dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 6,36E+06 0,00 

S8F5T5 Transmembrane protein 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 5,93E+06 0,00 
A0A125YKK6 Transmembrane protein 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 5,84E+06 0,00 

*Linhas em cinza indicam proteínas mitocondriais 
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Quadro 4. Dados das proteínas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo 
etiqueta na proteína PDK, em relação a parasitas não etiquetados (controle), com o uso 
de tampão contendo 300 mM de cloreto de sódio 
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S8GHD8 Dense granule protein GRA12 18,0 16,7 3 3 9,96E+08 1,21E+09 0,03 
B6KV60 Rhoptry neck protein 2 47,0 52,7 3 3 6,56E+08 7,10E+08 0,02 
S8EUE1 PDK Protein-serine/threonine kinase 0,0 18,3 0 3 0,00E+00 6,82E+08 0,00 
S8F787 Transmembrane protein 28,0 29,3 3 3 3,94E+08 4,81E+08 0,02 

A0A125YMU0 Ribosomal protein RPL21 1,0 2,0 0 2 0,00E+00 3,40E+08 - 
S8F1T4 Rhoptry neck protein RON8 78,3 93,0 3 3 2,92E+08 3,15E+08 0,03 

A0A125YME4 Dense granule protein DG32 5,3 8,3 3 3 1,62E+08 3,10E+08 0,00 
A0A125YYZ6 Tubulin beta chain 18,7 22,0 3 3 2,62E+08 3,02E+08 0,02 
A0A125YLG8 MSP (Major sperm protein) domain-containing protein 8,3 9,3 3 3 2,41E+08 2,84E+08 0,02 
A0A125YRT0 Microneme protein MIC8 21,3 23,0 3 3 1,48E+08 2,77E+08 0,00 

S8GJB7 Mitochondrial association factor 1 form a1 12,7 13,7 3 3 2,16E+08 2,70E+08 0,00 
A0A125YPI1 Vacuolar ATP synthase subunit d, putative 19,0 22,0 3 3 1,48E+08 1,91E+08 0,01 
A0A125YPZ0 Alveolin domain containing intermediate filament IMC4 12,3 13,0 3 3 1,50E+08 1,89E+08 0,04 
A0A125YQ93 V-type proton ATPase subunit a 22,0 28,0 3 3 1,18E+08 1,76E+08 0,00 
A0A125YUG3 Ribosomal protein RPS2 4,7 8,0 3 3 1,18E+08 1,48E+08 0,01 

S8G6N7 Serine/threonine specific protein phosphatase 6,0 10,0 3 3 1,18E+08 1,48E+08 0,04 
A0A125YHJ4 Transmembrane protein 5,0 5,7 3 3 8,58E+07 1,46E+08 0,01 
A0A125YQR6 Ribosomal protein RPS11 8,0 8,3 3 3 8,04E+07 1,23E+08 0,00 

S8GJM7 Alveolin domain containing intermediate filament IMC7 8,7 11,0 3 3 7,00E+07 1,22E+08 0,00 
A0A125YT03 Ribosomal protein RPS16 7,0 7,7 3 3 9,21E+07 1,15E+08 0,02 
A0A125YQU0 Ribosomal protein RPS18 5,0 6,3 3 3 6,97E+07 1,01E+08 0,01 
A0A125YZM9 Small ribosomal subunit protein eS1 12,0 15,3 3 3 5,88E+07 9,34E+07 0,00 

S8EZS1 40S ribosomal protein S3 8,7 9,3 3 3 6,39E+07 9,27E+07 0,01 
S8G9G0 Rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 31,7 43,3 3 3 7,46E+07 9,26E+07 0,01 

A0A125YQN0 Alveolin domain containing intermediate filament IMC12 6,7 10,0 3 3 4,53E+07 8,78E+07 0,02 
A0A125YVX5 Uncharacterized protein 3,0 2,3 3 3 3,45E+07 8,73E+07 0,03 
A0A125YNF9 Ribosomal protein RPS5 6,7 9,0 3 3 5,75E+07 8,42E+07 0,00 

A0A125YWW4 Prohibitin 5,0 8,0 3 3 4,71E+07 8,06E+07 0,00 
A0A125YWK7 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 13,7 21,0 3 3 6,10E+07 8,01E+07 0,00 
A0A125YHZ2 Ribosomal protein RPS15 4,0 4,3 3 3 4,91E+07 7,86E+07 0,01 
A0A125YRX2 Ribosomal protein RPS23 3,0 3,7 3 3 4,90E+07 7,34E+07 0,00 
A0A125YII1 60S ribosomal protein L13 6,3 8,0 3 3 5,77E+07 6,99E+07 0,03 

A0A125YRG3 Prohibitin 8,0 10,0 3 3 3,76E+07 6,40E+07 0,00 
A0A125YYJ1 Ribosomal protein RPS4 6,0 7,7 3 3 3,60E+07 5,47E+07 0,00 
A0A125YT37 Transmembrane protein 2,7 4,3 3 3 3,70E+07 5,43E+07 0,04 

S8EXL5 Transmembrane protein 8,3 10,0 3 3 4,59E+07 5,34E+07 0,00 
A0A125YMW1 Ribosomal protein RPL19 3,0 4,0 3 3 3,65E+07 5,25E+07 0,00 

S8GPP3 Ribosomal protein RPL24 3,7 3,7 3 3 3,57E+07 5,20E+07 0,03 
A0A125YRY4 Multi-pass transmembrane protein 2,7 4,0 3 3 2,37E+07 4,89E+07 0,01 

S8F3H5 Vacuolar proton translocating ATPase subunit, putative 9,0 14,7 3 3 3,41E+07 4,59E+07 0,01 
A0A125YWP9 Acyltransferase domain-containing protein 4,3 6,0 3 3 2,91E+07 4,40E+07 0,01 

S8GAY1 40S ribosomal protein S25 3,0 6,7 3 3 3,16E+07 4,33E+07 0,00 
A0A125YJX2 Ribosomal protein RPS15A 5,7 8,0 3 3 2,71E+07 4,02E+07 0,00 

A0A125YNH2 Heat shock protein HSP60 7,0 13,0 3 3 2,54E+07 3,92E+07 0,02 
S8F371 Large ribosomal subunit protein eL28 1,0 4,0 0 3 0,00E+00 3,63E+07 0,01 

A0A125YYN9 Uncharacterized protein 1,7 3,3 1 3 2,67E+07 3,57E+07 0,04 
S8GNR6 Transmembrane protein 2,7 4,0 3 3 2,66E+07 3,43E+07 0,03 

A0A125YLS6 ADP/ATP translocase 8,3 10,7 3 3 2,76E+07 3,28E+07 0,03 
A0A125YSP5 60S ribosomal protein L18a 3,7 8,0 3 3 2,61E+07 3,26E+07 0,04 
A0A125YU06 Ribosomal protein RPL13A 7,0 8,3 3 3 2,76E+07 3,25E+07 0,05 
A0A125YYK6 Uncharacterized protein 6,3 9,0 3 3 2,69E+07 3,05E+07 0,02 

S8EW90 Transmembrane protein 1,0 2,0 0 2 0,00E+00 2,92E+07 - 
A0A125YNR8 Inner membrane complex protein 18 6,0 6,3 3 3 1,96E+07 2,83E+07 0,04 

S8F069 Ribosomal protein RPS19 1,3 3,3 1 3 1,44E+07 2,81E+07 0,03 
A0A125YJN7 Ribosomal protein 4,0 4,7 3 3 2,08E+07 2,65E+07 0,05 

S8FBH9 Uncharacterized protein 7,3 9,0 3 3 2,26E+07 2,58E+07 0,01 
A0A125YRM2 Ribosomal protein RPL9 2,0 2,0 3 3 1,87E+07 2,54E+07 0,02 

S8EZK1 RNA helicase 2,3 8,0 3 3 1,24E+07 2,50E+07 0,03 
A0A125YR47 Uncharacterized protein 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 2,13E+07 0,02 

S8G4M3 Transmembrane protein 1,0 2,3 0 3 0,00E+00 1,44E+07 0,00 
A0A125YTH0 poly(ADP-ribose) glycohydrolase 5,7 6,7 3 3 1,05E+07 1,43E+07 0,01 
A0A125YHR0 Small GTP-binding protein sar1, putative 1,3 2,0 0 3 0,00E+00 1,40E+07 0,00 
A0A125YJ84 Elongation factor Tu 2,0 4,3 2 3 7,71E+06 1,26E+07 0,05 
A0A125YYP6 Heat shock protein 3,0 7,3 3 3 7,27E+06 1,22E+07 0,02 
A0A125YN63 40S ribosomal protein S12 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 1,20E+07 0,00 
A0A125YJJ9 Componente E2 - BCKDH 2,0 4,7 2 3 5,44E+06 1,18E+07 0,01 
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S8GFM4 Transmembrane protein 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 1,05E+07 0,00 
A0A125YXF3 Ribosomal protein RPL34 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 1,01E+07 0,00 
A0A125YZK4 thioredoxin-dependent peroxiredoxin 0,0 2,0 0 3 0,00E+00 9,53E+06 0,00 

A0A125YS60 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha, 
mitochondrial 0,0 2,7 0 3 0,00E+00 9,37E+06 0,00 

S8GNN2 Transmembrane protein 1,5 3,0 0 3 0,00E+00 8,53E+06 0,00 

A0A125YHZ4 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, 
mitochondrial 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 8,31E+06 0,00 

A0A125YLA1 Dipeptidyl peptidase 1 1,3 3,0 1 3 5,64E+06 7,84E+06 0,04 
S8GIJ1 Citrate synthase 0,0 2,0 0 3 0,00E+00 6,13E+06 0,00 

S8EZW4 Uncharacterized protein 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 6,00E+06 0,00 
S8EPT0 P-type ATPase4, putative 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 5,79E+06 0,00 

A0A125YJF1 dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 0,0 2,0 0 2 0,00E+00 5,29E+06 - 

*Linhas em cinza indicam proteínas mitocondriais 

 

 

 

 

 

 

 


