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RESUMO

As formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi expressam as Tc-85,

glicoproteínas de superficie. A Tc85-11, um dos membros da família da Tc-85, foi

caracterizado como uma proteína de adesão, com os sítios de ligação a laminina e

citoqueratina 18 localizados, respectivamente, nos domínios amino e carboxi

terminal. Utilizando-se primers consensos, um produto de cerca de 2000 pb foi

amplificado do cDNA de formas tripomastigotas de T cruzi da cepa Y. Uma

biblioteca enriquecida em membros da família da Tc-85 foi construída utilizando-se

esses primers e o plasmídeo pCR T7/NT Topo Cloning (Invitrogen). O

sequenciamento de cerca de 60 clones resultou em 30 ORFs completas. O

sequenciamento de DNA foi realizado com o método dideoxi de terminação de cadeia

e as seqüências foram analisadas. Por análise comparativa, identidades de 40-90%

entres os clones sequenciados e 30-70% com membros da superfamília de proteínas

das gp85/trans-sialidases foram encontradas. Os dados foram compilados nas

seguintes ferramentas: ORF finder (NCBI), Cap3, Smith-Waterman, ClustalW,

BioEdit e BLASTXlBLASTN (NCBI). Para a análise filogenética, foi utilizado o

programa Paup empregando máxima parsimônia (MP), "neighbor joining" (NJ) e

máxima probabilidade (MP). A árvore possuia dois grupos e foi submetida a análise

de bootstrapping, com busca heurística completa e com 100 e 500 repetições. Os

mesmos dois grupos apareceram quando a comparação de seqüências e análise

filogenética foram correlacionadas. Em experimentos utilizando-se elementos de

matriz extracelular - laminina e fibronectina- foi testada a ligação de proteínas

recombinantes purificadas. A proteína codificada pelo inserto de cDNA Tc85-45 foi

capaz de se ligar de maneira saturável a laminina e a fibronectina, mas não a albumina

e gelatina. Os dados sugerem fortemente que, apesar da família da Tc-85- e por

conseqüência a superfamília das gp85/trans-sialidases- codificarem proteínas com

graus variáveis de seqüências similares, as seqüências específicas de peptídeos para a

ligação a diferentes moléculas de matriz e receptores celulares variam entre membros

da família, constituindo, assim, uma família multiadesiva de glicoproteínas que

capacita o parasita a ultrapassar as barreiras impostas pelas membranas celulares,

matrizes extracelulares e lâminas basais.
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ABSTRACT

Trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi express Tc-85 surface

glycoproteins. Tc85-11, one member of the Tc-85 family, was characterized as an

adhesion protein, with laminin and cytokeratin-18 binding sites localized,

respectively, on the amino and carboxy terminal domains. Using consensus primers, a

2000 bp product was amplified from cDNA of trypomastigote forms of T. cruzi of the

Y strain. A library enriched in Tc-85 cDNA was constructed using these primers and

pCR T7INT Topo Cloning (Invitrogen) plasmid. Sequencing of about 60 clones gave

30 complete üRFs. DNA sequencing was performed by the dideoxi-chain termination

method and the sequences have been analyzed. By comparative analysis, identity of

40-90% was found among the sequenced clones and 30-70%, with members of the

gp85/trans-sialidase superfamily proteins. The data were compiled in the following

tools: üRF finder (NCBI), Cap3, Smith-Waterman algorithm, ClustalW, BioEdit and

BLASTXlBLASTN (NCBI). For phylogenetic analysis, the Paup program was

employed using maximum parsimony (MP), neighbor joining (NJ), and maximum

likelihood (ML). The inferred tree had two groups and was submitted to full heuristic

bootstrapping with 100 and 500 repetitions. The same two groups appeared when

comparative sequence and phylogenetic analyses were correlated. In experiments in

which extracellular matrix elements - laminin and fibronectin- were tested for

binding to purified recombinant proteins, the protein coded by the cDNA insert Tc85

45 was able to bind in a saturable manner to laminin and fibronectin, but not to

albumin and gelatin. The data strongly suggest that although the Tc-85 family, and by

extension the gp85/glycoprotein superfamily, encode glycoproteins with variable

degrees of similar sequences, the peptide sequences specific for the binding to

different matrix molecules and cell receptors varies among the family members, thus,

constituting a multi-adhesion family of glycoproteins that enables the parasite to

overcome the barriers imposed by cell membranes, extracellular matrices and basal

laminae.
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1. INTRODUÇÃO

o Trypanosoma cruzi, descoberto por Carlos Chagas (Chagas, 1909) é o

protozoário flagelado agente etiológico da doença de Chagas que possui um ciclo de

vida que alterna entre invertebrados e vertebrados. Emmanuel Dias (1934)

apresentou uma descrição do ciclo evolutivo do parasita que, com algumas

modificações, permanece até hoje -(figura 1). Trata-se de um ciclo complexo, pois

possui três formas de desenvolvimento: epimastigota, amastigota e tripomastigota.

Os insetos vetores da família Reduviidae ao se alimentarem de sangue dos

vertebrados parasitados, adquirem a forma sanguínea do hospedeiro. No intestino do

inseto, o parasita diferencia-se em epimastigota, que é uma forma não infectiva e

capaz de se dividir. Na porção superior do trato digestivo, os epimastigotas

diferenciam-se em tripomastigotas metacíc1icos (eliminados nas fezes) capazes de

infectar o hospedeiro vertebrado. No hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas

metacíclicos invadem células do organismo ou podem ser fagocitados por células

mononucleares e macrofágicas. Em ambos os casos, a população de parasitas se

desenvolve. Após o rompimento do vacúolo parasitóforo, permanecem livres no

citoplasma onde se diferenciam em amastigotas. Os amastigotas são as formas

replicativas intracelulares do hospedeiro vertebrado, que posteriormente diferenciam

se em tripomastigotas infectivos e que são liberados no meio por rompimento das

células. O processo pode ser reiniciado pela invasão de novas células ou pela captura

de tripomastigotas pelo inseto vetor quando este se alimenta de sangue. Além deste

ciclo básico, estágios intermediários entre as formas características do parasita têm

sido descritas. Entre elas, as epimastigotas intracelulares, formas de transição entre

os amastigotas intracelulares e os tripomastigotas (Almeida-de-Faria et aI., 1999 e

Tonelli, 2004), as formas esferomastigotas no inseto (De Souza, 1984). Da mesma

forma, a descrição da capacidade invasiva dos amastigotas (Ley et aI., 1988;

Mortara, 1991), amplia o número de formas infectantes do T. cruzi.

Os vetores potenciais do T. cruzi abrangem mais de 130 espécies de insetos

triatomíneos da família Reduviidae, mas cinco deles apresentam significância

epidemiológica: Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata,



Rhodinus prolixus e Panstrongylus megistus. Há uma grande variedade de mamíferos

que podem ser infectados e agir eventualmente como reservatório de parasitas. A

distribuição geográfica diferencial de hospedeiros vertebrados e triatomíneos, de

acordo com a preferência dos insetos por sua fonte de sangue, define dois ciclos de

transmissão: o doméstico ou peridoméstico e o silvestre (WHü, 2002).

Fatores econômicos e de saúde pública, particularmente em alguns países

latino-americanos, fazem com que a doença de Chagas continue sendo um problema

de destaque. A doença ocorre desde o México, estendendo-se pela América Central e

América do Sul, causando sérios danos à saúde em muitos países da região. De

acordo com a üMS (WHü, 2002), a doença infecta cerca de 18 milhões de pessoas

no México e Américas do Sul e Central e 25 milhões estão sob o risco de infecção.

Na última década, os programas de controle em vários países endêmicos tiveram

sucesso evidente. ü programa de controle domiciliar brasileiro mediante o uso de

inseticidas, na tentativa de interromper o ciclo de transmissão, tem permitido que

90% dos municípios infectados estejam livres da doença. Todavia, infecções

congênitas e transfusão sanguínea são ainda importantes fontes de transmissão da

doença em algumas regiões (Dias, 1992).

"'J'

®
~(i)

Figura 1. Ciclo do Trypanosoma cruzi mostrando os estágios de desenvolvimento. Primeiro desenho
esquemático proposto por Carlos Chagas. I. Picada do barbeiro; 2. Reprodução no intestino; 3. Fezes
contaminadas; 4. Parasitas invadem primeiro células da pele e depois a circulação sanguínea; 5. T. cruzi nas
fibras musculares, fase assintomática; 6. o ciclo recomeça com uma nova picada.
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o aumento do número de casos da doença de Chagas tem sido também agravado pela

existência de um ciclo silvestre do parasita, pela invasão das matas pelo homem e

pela descontinuidade dos programas de controle domiciliar, mesmo em países onde a

transmissão parecia controlada, como no Brasil (Silveira, 2000). Tem sido relatado o

aumento da doença na região amazônica envolvendo uma variedade de animais

silvestres e um mínimo de 10 espécies do inseto triatorníneo. Há que se considerar

também a diversidade genética do parasita com alguns autores sugerindo pelo menos

três subespécies de T. cruzi (Coura et aI., 2002).

1.1. Relação parasita-célula hospedeira

Apesar de diversos grupos de pesquisa se dedicarem a este tema, o

mecanismo de invasão não está completamente elucidado, com várias questões ainda

a serem respondidas. Sem dúvida, adesão e invasão constituem as duas etapas da

infecção.

o parasita é capaz de invadir uma ampla variedade de linhagens celulares,

com exceção de hemácias e células hematopoiéticas (Dvorak et aI., 1976; Colli,

1993). In vivo, observa-se parasitemia preferencial em células musculares, células

inervadas pelo sistema nervoso autônomo e macrófagos, que parece ser dependente

não apenas do tipo celular, mas também da cepa de T. cruzi (Andrade, 1974; Melo et

aI., 1978). Tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas são engolfados por

macrófagos com formação do vacúolo parasitóforo, mas somente as formas

tripomastigota e amastigota são capazes de sobreviver e dar continuidade à infecção

(Burleigh & Andrews, 1995; Burleigh & Woolsey, 2002).

Schenkmanb et aI., 1991, demonstraram que o processo de adesão de

tripomastigotas é dependente da energia metabólica do parasita e que a entrada de

tripomastigotas ocorre preferencialmente pela região basolateral, por um mecanismo

diferente da fagocitose. Evidências recentes sugerem que o reconhecimento da célula

hospedeira é efetuado por diversas famílias de glicoproteínas de superfície do

parasita que interagem com diferentes receptores da célula hospedeira e com

moléculas da matriz extracelular (Ouaissi et aI., 1984; Alves et aI., 1986; Abuin et

aI., 1989; Giordano et aI., 1994; Giordano et aI., 1999; Ortega-Barria & Pereira,
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1991) A superfamília das gp85/trans-sialidases contém seqüências fibronectina-like

(Pereira et aI., 1991) e domínio ligante de laminina (Giordano et aI., 1994), sugerindo

a participação das integrinas no processo invasivo. Um ligante específico da região

conservada FLY da Tc-85 foi identificado como citoqueratina 18 (Magdesian et aI.,

2001).

Estão sendo desvendados pontos relevantes sobre o mecanismo de sinalização

durante o processo de invasão às células do hospedeiro pelo parasita. Tardieux et aI.,

1992, verificaram que a migração dos lisossomos ocorre precocemente, sendo

visualizada mesmo quando o parasita ainda está fora da célula, aderido à membrana

celular e que a membrana dos lisossomos contribui para a formação do vacúolo

parasitóforo. Os autores também observaram que tratamentos que induzem a

movimentação de lisossomos da região perinuclear até próximo à membrana

plasmática aumentam a infecção de células NRK (normal rat kidney cells) por

tripomastigotas. O tratamento que inibe a migração também inibe a infecção. Nesse

fenômeno foram detectados pulsos intracelulares de cálcio na célula hospedeira,

levantando a hipótese de que este íon seja o segundo mensageiro utilizado (Tardieux

et aI., 1994, Burleigh & Andrews, 1998). A despolimerização dos filamentos de

actina da célula hospedeira aumenta o número de lisossomos regulados por Ca2
+,

mediando a entrada do parasita (Rodrigues et aI., 1997). Recentemente, no entanto,

dois grupos indenpendentes mostraram que a invasão dos tripomastigotas se dá

principalmente sem o recrutamento de lisossomos (Wilkowsky et aI., 2002; Woolsey

et aI., 2003).

1.2. Faoúlia das trans-sialidases

Sialidases são enzimas hidrolíticas presentes de vírus a eucariotos superiores

(Buschiazzo et aI., 1997). A trans-sialidase do tripanosoma é a única que realiza a

reação de transferência de um ácido siálico a partir de glicoconjugados pré

formados do hospedeiro ou do meio em que se encontram esses parasitas, em vez da

reação típica de hidrólise encontrada na maioria das sialidases (Smith & Eichinger,

1997; Franchin et aI., 1997). O ácido siálico, ligado por ligação a2,3 nos

glicoconjugados, é transferido para aceptores da superfície celular do parasita que

4



contêm resíduos de 13-galactosil terminais (Colli, 1993, Cross & Takle., 1993;

Schenkman et aI., 1994; Ribeirão et aI., 1997).

A família das trans-sialidases (família TS) (figura 2) possui no mínimo 140

membros (Frasch, 2000) que podem ser classificados em grupos, de acordo com a

estrutura e função das proteínas. As proteínas dessa família têm como característica

a presença de pelo menos um motivo conservado dos aminoácidos SxDxGxTW

(Asp box), presente em neuraminidases bacterianas e uma seqüência de

aminoácidos (VTVxNVxLYNR), altamente conservada, próxima à região C

terminal denominada seqüência FLY (Colli, 1993; Cross et aI., 1993; Schenkman et

aI., 1994). O motivo FRIP (Phe-Arg-Ile-Pro), típico das sialidases, é encontrado

próximo ao amino terminal das moléculas. Adotaremos. aqui a classificação

proposta por Frasch, 2000 (tabela 1). Dois grupos (TS e TS I) são expres.sos pelos

tripomastigotas e são ancorados por glicosilfosfatidilinositol (GPI) na membrana do

parasita. Estes grupos possuem duas regiões principais: N-terminal (catalítica) e C

terminal, com repetições dos aminoácidos DSSAHSTPSTPA ("SAPA repeats"). O

grupo TS tem atividade de trans-sialidase, porém o grupo TS I não possui tal

característica, devido à substituição da Tyr342 por histidina.

Os membros de terceiro grupo (TS-e) são expressos por epimastigotas, a

região repetitiva SAPA é ausente e possuem atividade de trans-sialidase. Embora a

presença da região repetitiva SAPA não esteja relacionada com a atividade

enzimática, a presença das repetições modula a produção de anticorpos contra a

região catalítica. Essas repetições são imunodominantes e se propõe que devem

prevenir a formação precoce de anticorpos contra a região catalítica, com inibição

da atividade enzimática. É sugerido que esta deve ser a maneira de escape usada

pelo parasita no período agudo da infecção, possibilitando portanto a transferência

de ácido siálico pela trans-sialidase para moléculas da superfície do parasita.

Posteriormente, imunoglobulinas são produzidas também contra o sítio catalítico,

inibindo a atividade enzimática (Buscaglia et aI., 1998), diminuindo a invasão

maciça das células pelo parasita.
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1.3. Família trans-sialidase símile

Recentemente, alguns genes já identificados similares àqueles codificados

pela família das trans-sialidases, mas que não têm atividade enzimática foram

incluídos nesta família trans-sialidase símile (Frasch, 2000) (figura 2). Estes genes

foram agrupados desta forma, porque apresentam identidade de 30-40% com os

genes das trans-sialidases e também pelas seqüências deduzidas de proteínas da

maioria dos membros terem 1-4 cópias do motivo SXDXGXTW e o motivo

VTVXNVFLYNR (seqüência FLY), característico de todos os membros da família

das trans-sialidases e da família trans-sialidase símile.

Membros da família trans-sialidase símile podem ser classificados em três

grupos de acordo com a identidade de seqüência, massa molecular e outros. Algumas

características da família trans-sialidase símile chamam a atenção. Observa-se que a

maioria dos membros são encontrados na membrana celular de tripomastigotas

metacíclicos, tripomastigotas sangüíneos e amastigotas intracelulares, ou seja, são as

formas encontradas no hospedeiro vertebrado. Os membros desta família apresentam

funções diferentes, como proteínas regulatórias que restringem a ativação das vias

clássica e alternativa do complemento, ligando-se aos componentes C3b e C4b

(Tomlinson & Raper, 1998) e proteínas que se ligam a laminina e superficie celular

(Giordano et aI., 1999; Ramirez et aI., 1993). São também um dos principais

antígenos do parasita.
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Figura 2: Estrutura geral dos membros das famílias das trans-sialidase e trans-sialidase sirnile. As
funções propostas da região N-terminal em diferentes membros são: atividade de trans-sialidase,
proteína regulatória do complemento, adesão celular, adesão a l3-galactose e adesão a lamínina. As
repetições na região C-terminal podem estar envolvidas em: multimerização da proteína,
estabilização da proteína no sangue e modulação da resposta imune contra a região N-terminal. As
repetições do C-terminal estão presentes em alguns membros da família.
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Nomea

Tabela 1: Membros das famílias das trans-síalidases e das trans-sialidase símile

Tamanho da Características estruturaisb Estágio do W de genes Atividade/funçãod

proteína (kDa) parasitaC

Família das trans-sialidases
TS

TS-I

TS-e

Família das trans-sialidases
símile

120-200

120-200

85

Região N-terminal catalítica (638 aa) Tyr342 bT
Repetições SAPA no C-terminal (tamanho mT
variável)

Região N-terminal catalítica (638 aa) His342e bT
Repetições SAPA no C-terminal (tamanho mT
variável)

Região catalítica (cerca de 640 aa) Tyr342 E

70

70

?

Trans-sialidase/sialidase

Ligação a ~-galactose

Trans-sialidase/sialidase

Tc-85 f

FI/CEA/CRP

Tcl3

85

160

85

Aproximadamente 750-850 aa
Alguns membros têm C-terminal com
repetições de aminoácidos.

Aproximadamente 1000 aa

Domínio N-terminal não repetitivo
Domínio repetitivo C-terminal com 5 aa

bT
mT
A

bT
mT

bT
mT

?

700

dúzias

Adesão celular, ligação a
laminina

Regulação do complemento

?

8

a Tc 13, antígeno 13 de T cruzi; TS, trans-sialidase; TS I, TS inativa; TS-e TS de epimastigota; FI, proteína de flagelo associada a superfície; CEA, exoantígeno da fase
crônica; CRP, proteína regulatória do complemento.
b Alguns membros têm cópias completas ou degeneradas dos motivos SxDxGxTW, FRIP e/ou uma cópia do motivo VTVxNVtLYNR. A maioria possui âncora de GPI.

c bT: tripomastigotas sangüíneos (bloodstream trypomastigotes) mT: tripomastigotas metacíclicos (metacyclic trypomastigotes) E: epimastigotas A: amastigotas
d A função/atividade foi indicada para um ou alguns membros de cada família.
e Outras diferenças de aminoácidos estão presentes no sítio catalítico de membros inativos da família de trans-sialidase, mas essas diferenças na posição Tyr 342 define
membros naturalmente inativos
f Nomes diferentes são dados às proteínas de 85kDa (TSA I, SA85, Tt34, ASP, etc). Trabalhos posteriores deverão determinar se estes membros serão agrupados em
subfamílias

(modificado de Frasch et aI., 2000)



1.4 interiorização do parasita e as moléculas da superfamília das gp85/trans

sialidases envolvidas neste processo

As famílias das trans-sialidases, das trans-sialidase símile e também a família

das mucinas constituem os grupos de proteínas mais abundantes da superficie do

Trypanosoma cruzi. A correlação de várias glicoproteínas de superficie com o

processo invasivo do T. cruzi, principalmente com a etapa de adesão, tem sido

apontada por diversos grupos de pesquisa, envolvendo proteínas de 80-90kDa

pertencentes à superfamília das gp85/trans-sialidases. Como já ressaltado, foi

proposto que a sialilação ocorrida na superficie do parasita está relacionada com a

invasão da célula hospedeira (Schenkmana et aI., 1991). Outra função poderia ser a

proteção à lise, por um caminho alternativo do complemento durante a circulação do

parasita na fase aguda da doença ou seu escape do vacúolo parasitóforo (Colli, 1993).

Os tripomastigotas metacíc1icos expressam uma glicoproteína de superficie

de 82kDa que foi relacionada com a invasão celular (Ramirez et aI., 1993). Análises

da seqüência de aminoácidos sugerem a existência de várias modificações pós

transcricionais, como N-glicosilação e adição de âncora de glicosilfosfatitilinositoI.

De fonna incomum, a gp82 não contém a seqüência amino-tenninal correspondente

ao peptídeo sinal, não sendo eficientemente processada em células VERO,

possivelmente pela ausência de reconhecimento de sinais para a translocação até o

retículo endoplasmático da célula de mamífero (Ramirez et aI., 1999). Peptídeos

derivados da gp82 (P4 e P8), previamente implicados na invasão de célula

hospedeira, foram expressados como proteínas de fusão com LamB de Escherichia

coli expondo o peptídeo na superficie celular. Mostrou-se que estas bactérias aderem

às células HeLa, e as proteínas de fusão purificadas inibiram a infecção por T. cruzi

(Pereira et aI., 1999).

Uma das primeiras glicoproteínas de superficie 85 kDa (Tc-85) (Katzin &

Colli, 1983), específica de tripomastigotas, que se liga a lectina WGA (wheat-genn

agglutinin) foi descrita em nosso laboratório. A invasão de células de cultura pelo

parasita é inibida (50-90%) por um anticorpo monoclonal (Mab HIAI0) gerado

contra esta glicoproteína (Alves et aI., 1986). Hoje nós sabemos que a Tc-85 é uma

família de glicoproteínas com o número de membros ainda indetenninado. Parte da
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diversidade de proteínas da família pôde ser verificada quando se analisou a Tc-85

em eletroforese bidimensional, revelando um amplo polimorfismo (pIs 5,5-9,0)

(Abuin et aI., 1989). Anticorpos anti-Iaminina foram capazes de inibir a invasão de

células de cultura por tripomastigotas (75-62%), sugerindo que a laminina poderia

estar envolvida na adesão dos parasitas no hospedeiro. Por cromatografia de

afinidade, foi isolada uma glicoproteína de 85-kDa (laminin binding glycoprotein,

LBG) a partir de lisados de tripomastigotas, mas não de lisados de epimastigotas

(Giordano et aI., 1994). A clonagem de um membro acídico da família da Tc-85

(Tc85-11) mostrou que a proteína recombinante liga-se à laminina e tem identidade

com todos os membros das gp85/trans-sialidases. O epítopo do anticorpo monoclonal

(Mab HIAI0) foi mapeado (Giordano et aI., 1999) e localiza-se próximo à região

FLY, ligante de citoqueratina 18 (Magdesian et aI., 2001). A Tc-85 está ligada à

membrana por uma âncora de GPI-glicosilfosfatidilinositol (Couto et aI., 1993) e

carboidratos N e O-ligados estão presentes na Tc-85. Uma única estrutura de

oligossacarídeos N-ligado à proteína foi isolada e caracterizada e manoses,

possivelmente como dissacarídeos, foram encontradas em O-ligações (Couto et aI.,

1990). É importante considerar que a galectina-3, uma lectina específica para p

galactosídeos, foi descrita como uma molécula moduladora, aumentando a ligação de

T cruzi à laminina, envolvendo moléculas de 45, 32 e 30 kDa da superficie do

parasita (Moody et aI., 2000).

Há ainda evidências de que outras moléculas, tanto do parasita quanto do

hospedeiro, estão envolvidas na adesão e invasão, como a fibronectina, colágeno,

heparan-sulfato, heparina e receptor de TGFp, entre outras (Ouaissi et aI., 1984;

Ouaissi et aI., 1992; Ortega-Barria & Pereira, 1991; Ming et aI., 1995). Foi relatado

recentemente que a invasão do Trypanosoma cruzi a um grupo de células de

mamíferos aumenta com a ativação dos receptores B2 de bradicinina, juntamente

com a elevação dos níveis de Ca2
+ (Scharfstein et aI., 2000).

1.5. Matriz Extracelular

As células de tecidos de organismos multicelulares estão embebidas em uma

matriz extracelular constituída de vários polissacarídeos e proteínas que são
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secretados localmente e estão organizados em forma de rede (Alberts et aI., 2002).

Esta matriz preenche os espaços intercelulares e mantém as células do tecido unidas.

Ao simples papel de sustentação física da estrutura dos tecidos da matriz

extracelular, foram acrescentadas diversas funções como papel na resposta

inflamatória, cicatrização de feridas, adesão do espermatozóide ao óvulo,

desenvolvimento embrionário e um complexo papel na regulação do comportamento

das células que estão em contato influenciando seu desenvolvimento, migração,

proliferação, forma e funções metabólicas. Há várias classes de proteínas que

compõem a matriz extracelular: colágeno, fibronectina, laminina e proteoglicanas

(glicosaminoglicanas) (Cooper, 1996). Dependendo do tipo de tecido, as camadas

variam sua composição de forma específica. Um dos tipos de matriz extracelular são

as membranas basais ou lâmina basal encontrada em camadas inferiores de células

epiteliais e endoteliais. Todas as membranas basais possuem laminina, entactina

l/nidogênio-l, colágeno tipo IV e proteoglicanas. Pesquisas recentes estão

demonstrando uma grande diversidade e uma alta complexidade nestas classes de

proteínas, como a expansão da família entactinalnidogênio com a descrição de uma

nova isoforma, E/N-2/osteonidogênio, a caracterização do colágeno tipo XVIII e a

agrina reclassificados como proteoglicanas heparan-sulfato (HSPGs) ou a expansão

da família da laminina (Erickson & Couchman, 2000).

As lamininas são glicoproteínas encontradas em todas as membranas basais,

com diversos papéis funcionais no desenvolvimento e estabilização das estruturas.

São moléculas heterotriméricas, compostas por uma cadeia a, uma cadeia ~ e uma

cadeia y. A estrutura primária completa de todas as nove cadeias (a1, a2, a3, a4, ~ 1,

~2, ~3, yl e y2) já está descrita. Foi identificado, recentemente, um novo tipo de

laminina que possui cadeias a e ~ conhecidas e a nova cadeia y3. A cadeia y3 é

amplamente distribuída na superfície apical de células ciliadas do pulmão e trato

reprodutivo, com a sugestão de que estas lamininas apicais são importantes na

morfogênese e estabilidade estrutural destas células (Koch et aI., 1999). A laminina-l

(al~lyl), a primeira a ser descrita, é expressa simultaneamente em epitélio e

endotélio e purificada a partir de tumor murino EHS (Engelbreath-Holm-Swarm)

(Timpl et aI., 1979). Outro exemplo, é a laminina-5 (a3~3y2) que já foi caracterizada

em epitélios especializados em funções secretórias e protetoras, como a pele e a

membrana mucosa (Ryan & Christiano, 1996). A laminina é fortemente associada a
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outra proteína de adesão, a entactina ou nidogênio. Também associa-se ao colágeno

tipo IV e ao perlecan, formando ligações cruzadas na lâmina basal. Um peptídeo

derivado da cadeia a 1 da laminina estabelece a interação com a integrina a3 p1

(Tashiro et aI., 1999). a3p1 é também um receptor para laminina-5 (Goldfinger et

aI., 1999), mas a exata seqüência da cadeia a3 da laminina que faz esta ligação não

está definida (Belkin & Stepp, 2000). Interações de células com as cadeias a das

lamininas são críticas nas associações célula-matriz. Pelo menos 7 integrinas

distintas (a1p1, a2p2, a3p1, a7p1, a9p1, a6p4 e a5p3) se ligam na cadeia a da

laminina. Vale ressaltar, no entanto, que nem todas as lamininas estão restritas às

membranas basais: a cadeia y3 é abundantemente expressa nas células endoteliais de

arteríolas e capilares. Tem ampla distribuição entre os tecidos, sendo encontrada na

pele, coração, pulmão, trato digestivo (Koch et aI., 1999).

o colágeno, que constitui uma grande família de proteínas, é o maIS

abundante e a principal proteína estrutural da matriz extracelular. É formado por uma

hélice tripla de cadeias polipeptídicas estabilizada por pontes de hidrogênio entre

aminoácidos modificados, como hidroxiprolinas e hidroxilisinas. Um mecanismo de

resposta ao estresse mecânico em tecidos conectivos foi descrito e tem o padrão

alterado com a expressão diferencial de proteínas. Há evidências de regulação

durante a transcrição gênica. Neste caso, a produção de tenascina e colágeno XII,

proteínas típicas de tendões e ligamentos, é alta em fibroblastos acoplados a colágeno

de matriz distendida e é suprimida em células de matriz relaxada. Este processo é

acompanhado pela mudança no nível de rnRNA destas proteínas (Chiquet, 1999). A

interação entre colágeno e plaquetas ocorre na homeostase mas também está

envolvida na trombose. Tratam-se de processos de adesão e ativação envolvendo

reconhecimento seqüencial de diferentes receptores (Bames et aI., 1998). Hodivala

Dilke et aI., 1998, demontraram que fibroblastos depletados da integrina a3p1

aumentavam sua adesão à fibronectina e colágeno IV, mostrando a dinâmica do

processo.

As proteínas fibrosas estruturais da matriz extracelular estão embebidas em

géis de polissacarídeos, os glicosaminoglicanos (GAGs), que são moléculas com

repetições de dissacarídeos, ligados a uma proteína central formando as

proteoglicanas. As espécies principais são: hialuronan, dermatan-sulfato, condroitin-
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sulfato, queratan-sulfato e heparan-sulfato. Um dos açúcares desse dissacarídeo

sempre é N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina e o segundo açúcar é

geralmente ácido (ácido glicurônico ou idurônico). Como modificação característica,

há a adição de grupos sulfato ao esqueleto de açúcares (Bosman & Stamenkovic,

2003). Heparan-sulfato (HS) é um dos membros com estrutura mais variável devido

ao alto conteúdo de seqüências sulfatadas e que são responsáveis pela ligação a

inúmeras proteínas. As cadeias de heparan-sulfato são ligadas por um resíduo de

serina a um esqueleto protéico, localizado na superficie das células e na matriz. As

cadeias de HS têm interações específicas com determinadas proteínas e essa

interação resulta na regulação da atividade das proteínas, como fatores de

crescimento, enzimas, moléculas de matriz extracelular ou de patógenos (Rostand &

Esko, 1997). Foi descrita uma nova interação entre um domínio de lectina de

lecticans e glicolipídeos da superficie celular que promove a adesão celular. Isso

sugere que os lecticans da matriz extracelular sirvam como substrato para adesão e

migração de células que expressam estes glicolipídeos in vivo (Miura et aI., 1999).

As proteínas de adesão são responsáveis pela ligação de componentes da

matriz um ao outro ou à superficie das células. A principal proteína de adesão dos

tecidos conjuntivos é a fibronectina. As integrinas ~ 1, que se ligam à seqüência RGD

da fibronectina e a molécula CD44 estão envolvidas no processo de invasão de

células tumorais a matriz extracelular. Um trabalho recente reforçou o papel da

fibronectina como ponto crítico neste processo (Brenner et aI., 2000). A fibronectina

é uma glicoproteína conhecida por mediar a adesão in vitro do T cruzi a célula

hospedeira (Wirth & Kierszenbaum, 1984; Ouaissi et aI., 1985). Em camundongos

infectados, baixos níveis de IgM contra o sítio de adesão RGD da fibronectina foram

detectados antes e durante as primeiras 3 semanas de infecção, no entanto, esses

níveis eram altos nos animais sobreviventes (Truyens et aI., 1995).

A trombospondina é uma glicoproteína que participa na agregação de

plaquetas e também é o produto de secreção da maioria das células mesenquimais e

epiteliais. A natureza e as conseqüências da interação da trombospondina com as

células são complexas e controversas. Esta glicoproteína não é geralmente um fator

de adesão celular. Embora seja secretada e retida localmente sendo incorporada na

matriz extracelular, pode funcionar de uma forma autócrina ou parácrina, não tendo
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função de sustentação dos tecidos do organismo adulto. Aparentemente, a

trombospondina, juntamente com outras proteínas, tem um papel dinâmico na

embriogênese e morfogênese (Sage & Bomstein, 1991). A trombospondina-l tem

propriedades de adesão e também modula o movimento e proliferação celular, a

expansão de neuritos e a angiogênese (Adams, 1997).

1.6. Aspectos genéticos dos tripanosomatídeos

A infecção por T cruzi apresenta manifestações clínicas variáveis em

humanos. A base dessa variabilidade relaciona-se, em parte, com a complexidade da

população de parasitas, que é constituída por múltiplos clones exibindo atividade

biológicas distintas. O maior desafio atual em relação a esse tema é correlacionar a

variabilidade genética do parasita com sua patogênese. Dois grupos filogenéticos

principais estão bem estabelecidos em T cruzi, presentes tanto no ciclo doméstico

quanto no ciclo silvestre. Esses dois grupos possuem características ecológicas,

epidemiológicas e biológicas diferentes, atribuindo-se aos parasitas do grupo II os

sintomas fisio-patológicos associados à doença. Em alguns países, o grupo I é

raramente encontrado em pacientes que vivem em áreas endêmicas e não parece estar

associado aos sintomas patológicos. Existe relutância, no entanto, em estabelecer

duas espécies para o taxon T cruzi (Zingales et aI., 1988; Briones et aI.,1999;

Buscaglia & Di Noia, 2003). O grupo II foi recentemente subdividido em lIa e IIe

(Brisse et aI., 2000).

Trabalhos recentes (Machado & Ayala, 2001; Gaunt et aI., 2003) mostraram

que o T cruzi possui uma capacidade ampla de realizar trocas genéticas através da

produção de clones híbridos. Dois clones biológicos transfectados com dois

marcadores distintos de resistência de drogas (pTEX com marcador para higromicina

e neomicina, respectivamente) perfizeram o ciclo biológico completo. A partir do

ciclo no mamífero, obtiveram-se seis clones duplamente resistentes às drogas,

demonstrando-se fusão com os genótipos parentais (Gaunt et aI., 2003). O

mecanismo observado é diferente daquele descrito no tripanosoma africano, T

brucei (Bingle et aI., 2001). Neste caso, utilizando um sistema de expressão induzido

por tetraciclina foi possível visualizar a produção de híbridos de T brucei na mosca
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tsetsé. Um clone de T. brucei foi transfectado com o gene da GFP ("Green

Fluorescent Protein") sob o controle do repressor Tet in trans. A essa construção

também foram introduzidos genes de resistência a higromicina e fleomicina. Um

cruzamento experimental com o segundo clone parental carregando o gene para

resistência a geneticina produziu híbridos fluorescentes resistentes para geneticina e

higromicina. Isso é consistente com segregação meiótica. Os híbridos fluorescentes

apareciam apenas nas glândulas salivares da mosca, confirmando que a troca

genética ocorre no estágio do ciclo de vida do parasita presente nas glândulas

salivares.

Os mecanismos de controle da expressão gênica em tripanosomatídeos são

encontrados em diversos graus de regulação, com a maioria das vias atuando na

etapa de pós-transcrição. Em consequência, os parasitas podem sofrer rápidas

mudanças nas transições entre inseto vetor e hospedeiro mamífero. Atualmente é

mais evidente que as estratégias regulatórias escolhidas por diferentes espécies de

tripanosomatídeos não são as mesmas. Algumas ferramentas disponíveis para

manipulação genética como, sistemas indutivos de expressão de genes e inibição

específica da expressão gênica por RNA de interferência, foram desenvolvidas ao

longo dos estudos com os tripanosomatídeos.

Algumas características incomuns são encontradas nos tripanosomatídeos:

transcrição policistrônica, processamento de pré-mRNA através de trans-splicing,

editing mitocondrial e transcrição de genes codificadores para proteínas pela RNA

polimerase L A reação de clivagem do pré-mRNA ocorre no núcleo para que se

formem mRNAs monocistrônicos. A reação de clivagem do transcrito primário

ocorre juntamente com a adição de uma seqüência de 39 nucleotídeos denominada

seqüência líder (SL) a 5' ("cap" metilado) e uma cauda poli-A a 3'de cada mRNA. A

adição da SL é dada por um a reação de transesterificação (trans-splicing) que

necessita de uma seqüência conservada AG como sítio de adição da SL. Nos

tripanosomatídeos, nenhuma seqüência sinal (consenso) para poliadenilação foi

identificada até o momento. Diversos estudos mostram fortes evidências que a adição

de SL e a poliadenilação ocorrem concomitantemente ou imediatamente após a

transcrição. A seleção de poli-A é governada pela localização do sítio de adição da

SL na posição "dowstream" do transcrito policistrônico primário. Desta maneira,
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como nenhum sinal consenso para poliadenilação foi encontrado, o modelo de que

haja uma distância conservada entre o sítio aceptor de "splice" e o sítio de

poliadenilação, tomou-se aceito como a solução para este problema (Da Silveira,

2000).

Foi desenvolvida ao longo dos anos a noção da inexistência de introns nos

tripanosomatídeos e, em conseqüência, a falta do aparato para cis-splicing. Estes

fatos foram baseados em observações da falta de introns ou um análogo ao snRNA

UI. No entanto, foi relatado recentemente a descoberta de seqüências intragênicas

interrompendo os genes da poli (A) polimerase em T brucei e T cruzi,

estabelecendo a existência de cis-splicing nos tripanosomatídeos (Mair et aI., 2000).

A maioria do conhecimento sobre mecanismos de expressão gênica em

tripanosomatídeos foi gerado dos protocolos de transfecção. O maior ganho que

permitiu melhor controle da manipulação genética nestes parasitas foi o

desenvolvimento de um sistema indutivo de expressão de produtos gênicos com

repressor de tetracic1ina. Trata-se de um sistema operador/repressor que responde a

tetracic1ina e se mostra como ferramenta excelente na descoberta de funções de

genes essenciais e para a expressão de produtos tóxicos (Teixeira & DaRocha, 2003).

A metodologia do RNA de interferência tem sido muito conveniente no

estudo de genes de tripanosomatídeos já que técnicas como RNA anti-sense e

knockout gênico foram infrutíferas. O RNAi é um mecanismo de silenciamento

específico de genes guiado por um RNA dupla fita (dsRNA) que contém seqüências

derivadas do gene alvo. Este fenômeno foi relatado pela primeira vez em C. elegans

(Fire et aI., 1998) e também já descrito em T brucei (Ullu et aI., 2002).

Resumidamente, dsRNAs homólogos a seqüência do gene alvo sintetizados

exogenamente ou expressos internamente são processados em RNAs de 20-24

nuc1eotídeos que trabalham ativamente como guias para degradação de mRNA. O

mecanismo exato ainda é desconhecido, mas hoje sabe-se que o processamento pode

ocorrer através de um complexo de múltiplas nuc1eases e se especula que dsRNA

ocorrem naturalmente no mecanismo de silenciamento de transposons.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram:

a) Sequenciar clones selecionados da biblioteca parcial de cDNA de Tc-85 e analisar

os dados de seqüência.

b) Expressar e purificar algumas proteínas referentes aos clones selecionados.

c) Realizar ensaios de ligação das proteínas de fusão obtidas desses clones a células

de mamífero e a moléculas de matriz extracelular conhecidas (laminina,

fibronectina).

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.a. OBTENÇÃO DE PARASITAS.

Formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Y foram obtidas do sobrenadante de

cultura de células LLC-MK2 (50 garrafas de 75 ml) previamente infectadas com 30 a

50 milhões de parasitas. Os parasitas presentes no sobrenadante foram centrifugados

a 4.000 g por 15 minutos a 4°C, sendo o precipitado lavado 2 vezes com meio DME.

Ao final foram obtidos aproximadamente 6x109 parasitas. As células de cultura de

tecido foram cultivadas em meio DME suplementado com 10% de soro fetal bovino

e infectados no mesmo dia com 2% de soro fetal bovino (Andrews & Colli, 1982).

3.b. EXTRAÇÃO DE RNA

3.b.1. Extração de RNA total.

Foram utilizados 15 ml do reagente Trizol™ (GibcoBRL) para 6x109

parasitas. Após a lise e incubação das células com o reagente por 5 minutos à

temperatura ambiente, foram adicionados 200).l1 de clorofórmio para cada lml de
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TrizolTM, o extrato foi agitado gentilmente e incubado por 3 minutos à temperatura

ambiente. As frações aquosa e orgânica foram separadas por centrifugação (12000g,

15 min., 4°C). O RNA da fase aquosa foi precipitado com isopropanol (0,5ml para

cada 1 ml de Trizol™) e após 10 minutos à temperatura ambiente, foi submetido a

centrifugação (12000g, 10 minutos, 4°C). O precipitado de RNA foi lavado com

etanol 75%, com centrifugação de 7500g por 5 mino a 4°C. Após a secagem à

temperatura ambiente (5-10 minutos), o precipitado foi dissolvido com 200/11 de

água livre de RNAase e incubado por 10 minutos a 56°C. Após a medida de

absorbância a 2601280nrn, foi feita a correção da concentração do RNA para 0,55

mg/ml, com ajuste da concentração de sal para 0,5M (NaCl 5M), para proceder o

isolamento do rnRNA.

3.b.2. Extração de rnRNA Foi utilizado o kit MessageMaker™ (GibcoBRL), de

acordo com as instruções do fabricante. O RNA total foi aquecido por 5 minutos a

65°C e posto em gelo. Adicionou-se o volume de oligo d(T) indicado e incubou-se a

mistura de RNA+oligo d(T) por 10 minutos a 37°C, transferiu-se a mistura para a

seringa-filtro e lavou-se duas veZes o material, como descrito pelo fabricante. A

eluição do rnRNA foi feita com água aquecida a 65°C. A concentração do rnRNA

obtida foi de aproximadamente 68 ng//11.

3.c. OBTENÇÃO DA BIBLIOTECA DE CDNA

3.c.1. Iniciadores utilizados na PCR Estes iniciadores foram utilizados para a

obtenção da biblioteca de cDNA enriquecida em membros de Tc-85 (BEM/Tc-85). O

alinhamento de alguns genes codificantes para proteínas da família gp85/ trans

sialidases {SA85-l (nO no GenBank: M62735), TC85-11 (Af085686), GP85-1

(M64836), GP85-2 (Q03877), SILVIO (L13844), TSA-l (M58466) e TSA-E3

(U02615)}, mostra regiões altamente conservadas. Com base nestas regiões, foram

sintetizados os seguintes iniciadores

(figura 3):

I (5') ATT TTT GTT CCG CAG AAG ACG CAG GTG

11 (3') ATT CAG TGG GCG GTT GTA CAG AAA GAC
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Sa85-1.1
Gp85-1

TS-siJ.vio
Gp85-2

TSA-1
TSA-E3

Consensus
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�-------~+---------+---------+-----I
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C•••••••G•••••••••••••••••• CTGCCGAA6
C.A•••••G••••••••••••GT.T •• CTTCCGAGA
•• G•••••G••• A••••••••••••••GTACCAAAA
•• G•••••G••• A••••••••••••••GTACCAAAA
••G•••••G••• A••••••••••••••GTACCAAAA
••GC••••G•••A.T••••••••••••GTACCAAAA
a ••~••••g •••c.g••••••ca.g•••~.cc.aaa

CAGAAAGACATGTIGGCGGGTGACTIA "

!TCTTTCT~;ACAACCGC~~ACTG~ATT~~ACT~!
························1··········........•......•.•..•.••••..•.....
••••••••••• __ .6. __ •••• __ G••G.T6R._
_•••••••••••••• __ ••••••• 6 ••T.TGR••
__ ••••••• •• __ •••••• __ G••T.TGR __
•••••••• _••••• __ •••••••• G••T.TGR••
•••••••• __ •••• c •••• • a ••c.ac~••

-k l\TTCAGTGGGCGGTTG'I'ACAGAAI\GAC

Figura 3: Alinhamento de diversos genes da família das gp85/trans-sialidase e a seqüência dos dois
iniciadores desenhados para a construção da biblioteca enriquecida em genes codificantes da família_

3.c.2. Preparação do cDNA. Foi utilizado o kit First-strand cDNA Synthesis

(Amersham Pharmacia) para obtenção da primeira fita de cDNA, com a seguinte

mistura de reação em 33JlI: Mix llJlI; iniciador Not (1:25) 1JlI; DTT 1JlI; mRNA

(136 ng) 2Jll. A reação foi realizada por 45 minutos a 37°C, 15 minutos a 42°C,

inativada por 5 minutos a 90°C e o tubo de reação foi então mantido em gelo. Este kit

é dotado de uma transcriptase reversa de vírus de leucemia murina e o iniciador Not

possui uma cauda de 18 timinas. Posteriormente, a primeira fita foi selecionada e

amplificada por PCR. À mistura anterior (33Jll) adicionaram-se: 40pmol dos

oligonucleotídeos I e II (l (5') ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTGI li (3')

ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC); O,5JlI de Taq DNA polimerase em

volume final de reação de IOOJll. O ciclo de PCR utilizado foi: 1min./94oC; 45

seg./550C; 2min./72oC.
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3.c.3. peR para amplificação do cDNA de Tc-85. A reação de amplificação foi

feita com a AmpliTaq™ Gold (Perkin Elmer) e cDNA de Tc-8S, usando-se

oligonucleotídeos iniciadores (S') ATT TTT GTT CCG CAG AAG ACG CAG

GTG 1(3') ATT CAG TGG GCG GTT GTA CAG AAA GAC, dNTP, tampão

para PCR (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI SO mM) e MgC12 (2SmM). A amplificação

foi feita após estabelecer experimentalmente as condições de temperatura de

reassociação, de concentração de MgCl2 (4mM) e da quantidade de DNA adequadas

à reação de polimerase em cadeia. O ciclo utilizado foi: 1min./94oC; 4S seg./550C;

2min./72°C.

3.c.4. Preparação de bactérias competentes com cloreto de cálcio. Esta

preparação foi feita segundo o método de Hanahan, 1983. Um tubo de bactéria da

cepa desejada foi descongelado, mantendo-o por 15 minutos no gelo. As bactérias

foram aplicadas em uma placa de LB contendo 10mM de MgS04 e incubada a 37°C

durante a noite. Uma colônia isolada foi colocada em 2 ml de meio SOB pré

aquecido a 37°C e mantido por aproximadamente 2 horas a 37°C e 200 rpm até

D.O.600 nrn = O,S. O pré-inóculo foi transferido para SO m1 de meio SOB aquecido e

incubado a 37°C e 200 rpm até D.O.600 nrn = 0,6. O frasco com a cultura de bactérias

(tubo de centrifuga de SO m1) foi mantido em gelo por lS minutos e a seguir foi

adicionado 0.5 ml de MgCh 1M e incubado por mais 15 minutos. A cultura foi

centrifugada por 15 minutos a SOOO rpm a 4°C, o sobrenadante descartado e o

precipitado ressuspendido em 10 m1 de tampão RF I (vide abaixo) gelado e deixado

em repouso no gelo por lS minutos. Foi realizada a centrifugação por 10 minutos a

SOOO rpm a 4°C, o precipitado foi ressuspendido em 2 ml de RF II (vide abaixo)

gelado, sempre se mantendo o material em gelo. As bactérias foram aliquotadas em

100 fll, congeladas em banho de gelo secaI acetona e armazenadas por até 2 meses a

-80°C.

RF I : KCI 100mM; MnCh .2 H20 50 mM; acetato de potássio pH 7,0 30 mM; Ca

Ch . 2 H20 10 mM; glicerol lS%. O pH do tampão foi ajustado para S,8 com ácido

acético e esterilizado por filtração.

RF II : KCI 75 mM; Ca Ch. 2 HzO 75 mM; MOPS pH 7,0 10 mM; MgCh 10 rnM;

glicerol 15%. O pH do tampão foi ajustado para 6,8 com ácido acético e esterilizado

por filtração.
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3.c.5. Construção da biblioteca de cDNA de Tc-85. A biblioteca foi construída

com a utilização do pCR T7INT TOPO ® Cloning (Invitrogen). Este vetor está

linearizado pela topoisomerase e possui nas extremidades 3' uma timina (T) (figura

4). A ligação do vetor com o produto de PCR contendo adeninas na extremidade 3' é

muito eficiente e ocorre em 5 minutos à temperatura ambiente. A topoisomerase liga

se à fita dupla do DNA e diva o esqueleto fosfodiéster em uma fita no sítio

espec;ífico 5' ClT (CCTT), podendo religar covalentemente a fita de DNA a que está

presa ou pode religar um aceptor heterólogo criando uma molécula recombinante em

uma reação de transesterificação (Cheng & Shuman, 2000).

---

...- -• o

~ ~ ~ i ã:-;
,..,..'MM'Nb"_ ..,!~r !JI~~di.,

I.....a..-__

pUC origin

peR T7INTTopo
2872 bp

f1 ori

Ampicillin

Figura 4. Vetor de clonagem e expressão utilizado na BEM/Tc-85.

3.c.6. Reação de ligação e transformação. A reação de ligação realizada foi a

seguinte: l~l do produto de PCR (56 ng de cDNA); solução salina (200 mM NaCI,

10 mM MgCb); 1~l do vetor pCR T7 (10 ng) em um volume final de 5 ~l. A mistura

foi mantida à temperatura ambiente por 10 minutos. As células competentes (E. coli

TOPIOF'), previamente mantidas em gelo, foram transformadas então com 2~1 do

produto da reação anterior.
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3.d. ANÁLISE DOS CLONES

3.d.l. Mini-preparações de DNA plasmidiaI.

A cepa bacteriana de E. coZi DH5a foi utilizada para propagação e

manutenção dos clones selecionados. Uma colônia de bactérias transformada

contendo o plasmídio foi inoculada em meio LB contendo ampicilina (IOOf.lglml) e

incubada a 37°C durante a noite a 200rpm. As mini-preparações de DNA plasmidial

foram feitas utilizando-se o sistema de extração e purificação de DNA de plasmídio

Concert (Gibco), como indicado no manual.

3.d.2. PCR dos clones (preparação para a análise de restrição). O procedimento

executado foi o descrito no manual do fabricante da AmpliTaq™ Gold (Perkin

Elmer), utilizando-se 30 ciclos de 94°C/I " 54°C/1', 72°C/2'. O produto da reação de

PCR foi purificado com fenol/clorofórmio, precipitado com etanol e ressuspendido

em 30 f.ll de tampão TE (1°mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).

3.d.3. Análise de restrição dos clones sequenciados. Os clones da biblioteca

purificados como descrito anteriormente, foram digeridos com Bam HI e Eco RI

(volume da reação de 20f.l1 em tampão 50 mM NaCI, IOOmM Tris-CI, 10 mM

MgCb, 0,025% Triton X-IOO, 200 f.lglml BSA, pH 7,5, mantida a 37°C por 2 horas)

e o produto da digestão foi aplicado em gel de agarose. O padrão de massa molecular

utilizado foi o Lambda Hind In (Gibco).

3.d.4. Purificação dos produtos de PCR A purificação dos produtos obtidos foi

feita utilizando-se o sistema GFX™ Band Gel Purification (Amersham Pharmacia),

segundo as instruções do fabricante.

3.d.S. Determinação da concentração de DNA e RNA. Alíquotas de If.ll e 5f.l1

foram diluídas em 500 f.ll de água deionizada. A medida de absorbância foi realizada

a 260 nm (pico de absorção de DNA e RNA) e a 280 nm (pico de absorção de

proteínas). Considerando que A26ünm = 1 corresponde a 50 nglf.ll de DNA dupla fita e

22



40 ngl~l de RNA fita simples, foram determinados os valores de concentração.

Através do quociente 260/280 nm foi avaliado o grau de pureza. O resultado perto de

2 revela um alto grau de pureza (Sambrook et aI., 1989).

3.d.6. Eletroforese em gel de agarose. Foram utilizados géis de agarose 1% e

tampão TAE (50x: Tris 2M, 57,1 ml de ácido acético glacial, EDTA 0,1 M, pH 8,0)

na confecção do gel e na eletroforese. Ao gel foram adicionados 20 ~l de brometo de

etídio 10 mglml (Sambrook et aI., 1989). O padrão de peso molecular utilizado foi o

DNA do fago lambda digerido com Hind IH. As eletroforeses foram feitas a 80 V.

3.d.7. Transformação de bactérias competentes (DH5a e BI21(DE3)plysS). As

transformações realizadas na etapa de obtenção da BEM/Tc-85 seguiram este

protocolo. Primeiramente, as células preparadas com cloreto de cálcio foram

mantidas em gelo por 10 minutos. Foi adicionado 1 ~l de DNA às bactérias. A

mistura foi deixada no gelo por 30 minutos, seguindo-se um choque térmico de 2

minutos a 42°C e posta novamente no gelo por 2 minutos. Foi adicionado 1 ml de

meio SOC e as bactérias foram incubadas por 1 hora a 37°C e 200 rpm. As bactérias

foram semeadas em placas de ágar LB contendo ampicilina (1 OO~g1ml) e incubadas

durante a noite a 37°C.

3.e. SEQUENCIAMENTO

3.e.1. Etapas do sequenciamento e iniciadores utilizados. O seqüenciamento da

biblioteca de cDNA foi efetuado através do método de terminação de cadeia (Sanger

et aI, 1977) pelo seqüenciamento automático utilizando-se o kit DNA Sequencing

BigDye™ Terminator (Perkin-Elmer) e equipamento ABI 377 (Perkin-Elmer). Os

iniciadores utilizados na primeira etapa associam-se ao vetor utilizado (pCR T7INT

Invitrogen): T7 Foward TAATACGACTCACTATAGGG e pRSET Reverse

TAGTTATTGCTCAGCGGTGG. Os iniciadores utilizados na segunda etapa foram:

Tc300-5A TTT TAC TAC CCC ACA ACC AC; Tc300-5B ATT GTA GGA

AGC CAT GAA GA, Tc300-3A ACA TGA CGC ACA TTA TTA ACC C, Tc300

3B ACT TAA AGC CAT TTT TGA CC. Os iniciadores utilizados na terceira etapa
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foram: cDNA-5A AGGTGTTCTGATGGAGGATG; cDNA-5B

GAGGGGAGGAATAACAATGG; cDNA-3A GTATGGACGACTTGGAGAAG;

cDNA-3B TGGGTATAGAAAAGCTGGAG (tabela 2).

3.e.2. Reações de seqüenciamento (peR). A reação de PCR, em volume final de 10

~l, foi composta por 100 ng de DNA molde, 10 pmol de um iniciador, 4,0 ~l de

tampão 2,5x (200 mM Tris-Cl pH 9,0; 5 mM MgCh), BigDye mix 2,0 ~l e água até

1O ~l. A mistura foi submetida a 35 ciclos de 95°C/30", 56°C/30" e 60°C/3'.

3.e.3. Lavagem dos Terminadores. Após cada reação de PCR (item 3.e.2.) foram

adicionados aos poços da placa 25 ~l (2,5x o volume da reação) de etanol absoluto,

1,0 ~1 de acetato de sódio (3 M, pH 5,2) e 1,0 111 de glicogênio (lg/1). Após a adição

do etanol, acetato e glicogênio, a mistura foi bem homogeneizada e incubada por 15

minutos no gelo. Foi realizada urna centrifugação de 30 minutos, 6000 rpm a 7 °c e

o sobrenadante desprezado e o líquido restante foi eliminado com uma centrifugação

de 30 segundos, não superior a 700 g. Foram realizadas duas lavagens seguidas,

adicionando-se 50 111 de etanol 70% por reação, homogeneizando por alguns

segundos, seguida de centrifugação por 8 minutos, 6000 rpm a 7°C. O líquido da

placa de PCR foi retirado e o líquido restante foi eliminado com uma centrifugação

de 30 segundos e não superior a 700 g.

3.eA. Gel de seqüenciamento. Em um volume final de 50 ml, foram misturados

para a constituição do gel 18g de uréia, 25 ml de água milli-Q, 5,3 ml de acrilamida

comercial 50% (final 5,3 %),5,0 ml de TBE 10x e, finalmente, para a polimerização

do gel, 250 111 de persulfato de amônio 10% e 35 111 de Temed.

3.e.S. Tratamento das amostras de seqüenciamento. Foram aplicados em cada

poço da placa 1,4 111 de "loading buffer" (6x diluído em formamida deionizada). O

DNA foi denaturado a 95°C por 4 minutos e mantido em gelo até a aplicação da

amostra.
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3.e.6. Aplicação das amostras no gel. Foram colocados TBE 0,2x no

compartimento superior (660 ml) e Ix no inferior (700 ml) do suporte do gel. Foram

aplicados 1,3 /-lI das amostras nos poços ímpares e realizada uma pré-corrida por 4

minutos para que as amostras migrassem pelo gel e não se misturassem com as

amostras a serem aplicadas nos poços pares. Com uma pausa no aparelho, os poços

pares foram lavados com uma seringa de 1,0 ml para a aplicação das amostras pares.

Foram removidos 49,5 ml do tampão superior e adicionado o mesmo volume de TBE

10x para acerto da concentração do tampão. A pré-corrida foi cancelada e iniciou-se

a corrida de 7 horas. Após a corrida, o gel foi analisado. Os erros de "tracking" do

aparelho foram corrigidos manualmente para que houvesse um melhor

aproveitamento da qualidade do gel. Em seguida, com base neste "tracking" os

cromatogramas foram obtidos com a extração das fileiras.

3.e.7. Análise de seqüências. Para a montagem dos diversos fragmentos produzidos

pelas reações de sequenciamento foram seguidas as seguintes etapas:

a- obtenção dos arquivos no formato FASTA a partir dos cromatogramas;

b- montagem dos fragmentos seqüenciados (CAP3: - Huang & Madan, 1999

http://bio.ifomfirc.it/ASSEMBLY/assemble.html) com os parâmetros de

sobreposição para comprimento maior do que 30 nucleotídeos e, para

porcentagem de identidade do "overlaps", maior do que 75%;

c- determinação do passo de leitura aberto (ORF) dos fragmentos (ORF finder,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov e algoritmo Smith-Waterman,

http://www.dna.affrc.go.jp/swsrch/swx.pl). Montagem das ORFs geradas e

comparação com os dados do GenBank: Blastp e Blastx (compara as

seqüências traduzidas com as residentes no GenBank).

d- ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/): realiza alinhamentos múltiplos.

e- BioEdit: é um programa multitarefa. Faz a edição dos arquivos gerados pelo

ClustalW para que o alinhamento tenha uma visualização facilitada, dentre

outras funções.
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3.f. ANÁLISE DE PROTEÍNAS.

3.f.l.Obtenção de proteína recombinante. Esta etapa foi realizada utilizando-se a

bactéria BL21(DE3)plyS, própria para expressão. Foi adicionado I f-ll (cerca de SO

ng) do DNA já purificado pela minipreparação às células descongeladas. A mistura

foi incubada por 30 minutos em gelo, seguido de choque térmico (42°C por 30

segundos), retomando em seguida o tubo ao gelo. Foram adicionados às bactérias

2S0 f-ll do meio SOC seguindo-se urna incubação de 30 minutos a 37°C e 200 rpm.

As bactérias foram adicionadas a 10 ml de LB contendo 100 f-lg/ml de ampicilina e

34 f-lg/ml de cloranfenicol. A cultura foi incubada durante a noite a 37°C e 200 rpm.

Para a expressão da proteína recombinante, foram inoculados SOO f-ll dessa cultura

incubada durante a noite em 10 ml de LB contendo 100 f-lg/ml de ampicilina e 34

f-lg/ml de cloranfenicol. O inóculo foi mantido por aproximadamente 2 horas a 37°C

e 200 rpm até D.O.600 nm =0,6. Neste ponto foram retirados 1 ml da cultura (não

induzido) e adicionado 1mM de IPTG. Alíquotas de 1 ml foram retiradas em 1 e 4

horas de incubação e tratadas com tampão de amostra para análise em SDS-PAGE.

3.f.2. Purificação de proteínas recombinantes. As proteínas recombinantes com

cauda de histidina foram purificadas por cromatografia de afinidade em "Sepharose

Chelating Fast Flow" (Amersham Pharrnacia Biotech) ligada a Ni2
+. O precipitado

bacteriano foi ressuspendido em tampão SOmM NaH2P04 pH8,0, 300mM NaCI, 10

rnM de imidazol, e lisado por sonicação (6S Hz e S pulsos de lS segundos durante 10

minutos). O lisado foi centrifugado a S.OOO rpm por lS minutos, o sobrenadante

(fração solúvel) foi armazenado a -20°C e urna alíquota foi separada para análise em

gel de SDS-PAGE. O precipitado (fração insolúvel) foi solubilizado em tampão de

solubilização (8M de uréia, O,SM NaCI, 50 mM de Tris-CI pH 8,0, 5rnM de Beta

mercaptoetanol em um volume de 10 ml/litro de cultura). Urna alíquota foi

armazenada para posterior análise em gel de SDS-PAGE e o restante foi incubado

por 4 a 18 horas, à temperatura ambiente. Após análise por SDS-PAGE das frações, a

fração contendo a proteína de fusão foi centrifugada (15.000 rpm/30 minutos) para

retirada de material insolúvel e submetida a cromatografia na coluna de níquel,

previamente equilibrada com o mesmo tampão da amostra. A coluna foi lavada com

tampão de lavagem (40 rnM de imidazol, O,SM NaCI, 50 mM, Tris-CI pH 6,0) e
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eluída com tampão de eluição (1M de imidazol, O,lM NaCI, 50 mM Tris-Cl pH 6,0).

O fluxo na coluna foi mantido a 0,25 ml/min e o material não retido foi recolhido em

tubos gelados. Foram então passados pela coluna, em um fluxo de 1ml/min, 30 ml de

cada um dos seguintes tampões (processo de "refolding" da proteína):

a- 8M de uréia, 0,5M NaCI, 50 mM de Tris-CI Ph 8,0, 5mM de Beta-

mercaptoetanol;

b- 4M de uréia, 0,25M NaCI, 50 mM de Tris-CI pH 6,0, 2,5mM de Beta

mercaptoetanol;

c- 2M de uréia, 0,125M NaCI, 50 mM de Tris-CI pH 6,0, 1,25mM de Beta

mercaptoetanol;

d- 40 mM de imidazol, 0,5M NaCI, 50 mM de Tris-Cl pH 6,0.

A proteína foi eluída a 0,25 m1/min com o tampão de eluição (1M de imidazol,

O,lM NaCI, 50 mM Tris-CI pH 6,0) coletando-se frações de 1 ml e dialisadas

amostras contra PBS.

3.f.3. Dosagem de proteínas. As proteínas purificadas foram dosadas pelo método

de Bradford, 1976. Foi medida a absorbância no comprimento de onda de 595 nm. A

concentração de proteínas foi calculada a partir de uma curva padrão de albumina

sérica (BSA).

3.fA. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O método utilizado de

eletroforese vertical de gel de poliacri1amida contendo dodecil sulfato de sódio

(SDS-PAGE) foi descrito por Laemm1i, 1970. A separação foi feita em gel na

concentração contínua de 9% de poliacrilamida e o gel de empilhamento foi

preparado na concentração de 3% de poliacrilamida. As alíquotas a serem analisadas

(extrato total de bactéria) foram coletadas como descrito e solubilizadas em 50/-l1 de

tampão de amostra (Tris-HCI pH 6,8, glicerol 38%, EDTA 0,2 M, SDS 20%, Beta

mercaptoetanol 4% e azul de bromofenol), aquecidas a 100°C por 5 minutos,

centrifugadas em microcentrífuga por 2 minutos, sendo então o sobrenadante

aplicado nas canaletas do gel de empilhamento. A eletroforese foi feita à amperagem

constante de 20 mA até que o corante de acompanhamento (azul de bromofenol)

atingisse a borda inferior do gel. Em seguida, o gel foi corado com uma solução de

0,2% de azul de Coomassie em metanol/ácido acético/água (proporção de 45:10:45),
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por 30 minutos e depois descorado em ácido acético a 7% ou então submetido a

Westem blot. O padrão de peso molecular usado foi o SDS-6H (Sigma).

3.f.5. Western blot As preparações foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE

como descrito e foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio Rad) a 20 V

por 16-18 horas a 4°C em tampão de transferência (Towbin et aI., 1979). Após a

transferência, a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau S 0,2% por 10

minutos e lavada com água. O bloqueio da nitrocelulose foi feito em tampão TBS 50

mM e leite em pó desnatado 3%, pH 8,0 por 60 minutos à temperatura ambiente,

com lavagens subsequentes em TBS 50mM-Tween 20 0,03%, pH 8,0. Em seguida,

adicionou-se o anticorpo monoclonal anti-His tag em TBS 50mM-Tween 20 0,03% e

Triton X-100 0,05%, pH 8,0, mantendo-se a 4°C por 16-18 horas. A membrana foi

então lavada seqüencialmente com: TBS 50 mM pH 8,0, TBS 50mM-Tween 20

0,03% , pH 8,0 e TBS 50 mM, pH 8,0 por 5 a 10 minutos, sendo cada lavagem feita à

temperatura ambiente. Repetiu-se o bloqueio como descrito anteriormente.

Acrescentou-se como segundo anticorpo, anti-IgG de camundongo conjugado com

peroxidase (Sigma), diluído em tampão de bloqueio, deixando-se à temperatura

ambiente por 2 horas. Lavou-se 3 vezes com TBS 50mM-Tween 20 0,03%, pH 8,0

por 45 minutos e adicionou-se a solução de revelação ECL (Amersham Pharmacia).

3.f.6. Dot Blot. As membranas de nitroce1ulose contendo quantidades crescentes de

proteínas de matriz (laminina e fibronectina) na ordem de 0,5 f.lg, 1,0 f.lg, 2,0 f.lg, 3,0

f.lg e 5,0 f.lg, foram, antes de utilizadas, incubadas com Ponceau S 0,2 %. As

membranas foram a seguir bloqueadas com leite em pó desnatado 3%, em TBS

50mM-Tween 20 0,03%, ou em TCMM (25 mM Tris, pH 7,5; 50 mM NaCI; 5 mM

CaCh; 5mM MgCh; 1 mM MnCh) por 60 minutos à temperatura ambiente, com

lavagens subsequentes em TBS 50mM-Tween 20 0,03%, pH 8,0 ou em TCMM.

Adicionou-se proteína recombinante em diferentes quantidades (10 f.lg e 30 f.lg) em

tampão apropriado (de acordo com a proteína de matriz) com 3% de leite em pó

desnatado e incubou-se por 16 horas à temperatura ambiente. Em seguida, adicionou

se o anticorpo monoclonal anti-His tag em tampão apropriado. A membrana foi

lavada seqüencialmente com o tampão utilizado por 5 alO minutos, sendo cada

lavagem feita à temperatura ambiente. Acrescentou-se como segundo anticorpo, anti-
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IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma), diluído em tampão de

bloqueio, deixando-se à temperatura ambiente por 2 horas. Lavou-se 3 vezes tampão

apropriado por 45 minutos e adicionou-se a solução de revelação EeL (Amersham

Pharmacia).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Biblioteca enriquecida em membros da família da Tc-85 (BEM/Tc-85)

A biblioteca foi obtida utilizando-se os primers consensos I e II (l (5')

ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTG/ II (3')

ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC) (figura 3) desenhados para

flanquear as extremidades 5' e 3' dos genes da superfamília das gp85/trans

sialidases {SA85-1.1 (AAA30245), TC85-11 (AF085686), GP85-1 (AAA30150),

GP85-2 (A45622), SILVIO (AAAI0827), TSA-l (AAA30259) e TSA-E3

(AADI0620)}. Foi obtida uma única banda dos insertos com um tamanho de

cerca de 2kb (figura 5). De 352 colônias bacterianas obtidas foram selecionadas

60 colônias para os estudos descritos neste trabalho. Todos os clones obtidos desta

biblioteca foram analisados em gel de agarose 1%. A análise mostrou que 52 de

um total de 60 clones isolados (86%) apresentam insertos com o tamanho

esperado (cerca de 2 kb) (figura 6). Embora, nem todos os membros clonados

devam pertencer à família da Tc-85, por facilidade, os novos genes e suas

proteínas de fusão serão denominados de Tc85, seguido do número do clone, até

que seja feita a classificação final dos membros da superfamília a partir do

sequenciamento do genoma do T cruzi.

pb

2322 -.
2027 -.

cDNA

•

Figura 5. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. O cDNA de Tc-85 (seta) foi amplificado
e clonado no vetor peR T7INT TOPO (lnvitrogen) para a construção da BEM/Tc-85.
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2322 -.
2027-'

peR T7/NT TOPO

cDNA

Figura 6. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Após purificação de DNA plasmidial de
diferentes colônias de bactérias DH5a transformadas com a BEM/Tc-85 em peR T7INT TOPO, os 60 clones
foram digeridos com Bam HI e Eco RI. Nesta foto estão indicadas as digestões dos clones 1 ao 11 indicados
pelos números na parte superior. As setas indicam as bandas correspondentes ao vetor e aos insertos de Tc-85

presentes na maioria dos clones selecionados. Os insertos possuem fragmentos de cDNA de cerca de 2kb.

4.2. Sequenciamento e análise de seqüências

Para uma ampla caracterização da BEM/Tc-85, foi necessário também o

sequenciamento de um número razoável de genes e a obtenção das proteínas de

fusão correspondentes para estudos de ligação às moléculas de matriz (citadas no

item "Objetivos") e à superfície celular. Foi realizado o sequenciamento completo

dos clones selecionados da BEM/Tc-85. O seqüenciamento foi efetuado através

do método de terminação de cadeia (Sanger et aI, 1977) pelo sequenciamento

automático utilizando-se o kit DNA Sequencing-BigDye™ Terminator (Perkin

Elmer) e equipamento ABI 377 (Perkin-Elmer).

O sequenciamento foi realizado em três etapas, sendo utilizados primers

específicos em cada uma delas. Os primers utilizados na primeira etapa associam-

T7/NT-Invitrogen):se ao vetor utilizado (pCR

TAATACGACTCACTATAGGG e pRSET

T7 Forward

Reverse

TAGTTATTGCTCAGCGGTGG. Os primers (associando-se na altura do

nucleotídeo número 300 do inserto danado) utilizados na segunda etapa foram:
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Tc300-SA TTTTACTACCCCACAACCAC; Tc300-SB

ATTGTAGGAAGCCATGA AGA, Tc300-3A

ACATGACGCACATTATTAACCC, Tc300-3B

ACTTAAAGCCATTTTTGACC. Os primers (associando-se na altura do

nucleotídeo número SOO) utilizados na terceira etapa foram: cDNA-SA

AGGTGTTCTGATGGAGGATG; cDNA-SB GAGGGGAGGAATAACAATGG;

cDNA-3A GTATGGACGACTTGGAGAAG; cDNA-3B

TGGGTATAGAAAAGCTGGAG (tabela 2).

O sequenciamento de 60 clones resultou em 30 ORFs completas, as quais

foram analisadas. Por análises comparativas, identidades de 40-90% foram

encontradas entre as seqüências nucleotídicas e de 30-6S% com membros da

superfamília de proteínas das gp8S/trans-sialidases (BLASTX). Verificou-se que,

dos 60 clones sequenciados, 34 apresentavam-se invertidos. Este fato já era

esperado, uma vez que, pela própria natureza do vetor, os insertos poderiam ser

ligados nos dois sentidos. A comparação entre as seqüências nucleotídicas obtidas

e alguns cromatogramas estão, respectivamente, nos anexos I e 2.

Os genes identificados foram inseridos no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e estão descritos a seguir com números de acesso

ainda não liberados. Foram clonadas as seguintes seqüências:

Tc8S-2, Tc8S-12, Tc8S-16, Tc8S-19, Tc8S-20, Tc8S-2S, Tc8S-27, Tc8S-29,

Tc8S-32, Tc85-3S, Tc8S-36, Tc8S-40, Tc8S-44, Tc8S-4S, Tc8S-S2, Tc8S-S4,

Tc8S-10, Tc8S-13, Tc8S-14, Tc8S-18, Tc8S-22, Tc8S-23, Tc8S-26, Tc8S-33,

Tc8S-34, Tc8S-41, Tc8S-43, Tc8S-48, Tc8S-S0, Tc8S-S7.
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Tabela 2. A tabela contém as seqüências dos primers específicos utilizados nas etapas do seqüenciamento,
derivadas do alinhamento das seqüências nucleotídicas obtidas e presentes em regiões conservadas. Clones
que não geraram reações de sequenciamento em algumas das condições indicadas, foram omitidos da tabela.
Os clones não indicados são 4,6,9,15,21 (cDNA-5A), 15,60, 12,6,31,47,4(cDNA-3A),37,21,42,28,
56 (cDNA-38), 1,4,6,9,12,15,21,27,28,39,42,46,56 (Tc300-5A e 58), 1,4,6,9,12,15,21,24,28,
42,47 (Tc300-3A e 38) .

r' .....................................................................................................

~ -. --
Primers Clones Tc-85

I T7 ForwardTAA TAC Todosi
I GAC TCA CTA TAG GG
~ . ----
I

pRSET Reverse TAG TTA TodosI
I
I TTG CTC AGC GGT GG
I o.

I
Forward 7,8, 19,27,36,44,20,45,37,51,2, I~

32,35,40,52,54,25,11,21

I cDNA-5A AGG TGT TCT

I GAT GGA GGA TG

, .. ,DNA-5B GAG GGG AGG 5,3,28,47,13,18,24,50,53,60,14,17,22,

AAT AAC AAT GG 38,41,48,23,26,30, 34, 43, 51, 58, 10,33,

I
55,59,49,31

} -- ------~

I Reverse 39,51, 13,59,3,5,30,34,43,17,18,22,
I 23,26,33,41,46,48,10,58,14,38,50,
I cDNA-3A GTA TGG ACG 53,57,55,49i

~
ACT TGG AGA AG

-

cDNA-38 TGG GTA TAG 2,25, 11,40,35,32,54,52, 16,27,29,
I AAA AGC TGG AG 20,44,45,7,8,19,36
I

I Forward 2,20, 19,37,32,52,25,7,36,45,51,40,
35,31,8,44,27, 16,54, II'~

Tc300-5A TTTTACTAC
CCC ACA ACC AC

Tc300-5B ATTGTA 3, 14, 18,59,53,48,38,33,26,5,57,58,
GGA AGC CAT GAA GA 22,30, 17,24,34,4~55,41,I~ 13,43,

60,50,23

I Reverse 2,27,54,52,44,45,37,51,7,16,35,19,
I Tc300-3A ACA TGA CGC 29,49,60,39,8,32,40,20,36,55,31
I

ACA TTA TTA ACC CI

I
I, --

Tc300-3B ACT TAA AGC 3,22,58,38,26, 17,34,41,5,10,48,33,
ICAT TTT TGA CC 1""\'"'1 "1 AI rA 11 /' r.... rn A'"" '"" ri. 1 n 1'""l r-,..,

I _...__.... .__...~__.__......--l. ......_ •• •__••_..... ...... •.__• --'
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As 30 seqüências obtidas foram submetidas ao algoritmo Smith-Waterman

de busca de "frame" (Smith & Waterman, 1981) para a determinação do passo de

leitura aberto correto ou pelo menos o mais próximo do real. Com as seqüências

geradas, foi feita a comparação uma a uma daquelas com identidade maior de

90% para verificar se havia alguma idêntica entre si. Por fim, restaram 24

seqüências seguramente distintas. As seqüências restantes podem ser, na verdade,

idênticas ou possuir mutações pontuais ao longo dos genes. Encontram-se nesses

possíveis casos os clones 44/45/36, 50/57 e 35/52/32. Na tabela 3 estão mostradas

todas as identidades entre as seqüências nucleotídicas.

Os pesos moleculares esperados para os polipeptídeos, a partir das

seqüências obtidas, é de cerca de 67.000 Da (a clonagem foi realizada de maneira

a excluir o peptídeo sinal e a região de inserção da âncora de GPI), com uma

grande variação de pontos isoelétricos (pI de 5,0 a 9,0) (tabela 4). A análise de

BLASTX mostrou que todos os produtos tiveram um grau alto de identidade com

seqüências da superfamília das gp85/trans-sialidases. Foi estabelecida uma divisão

dos clones em dois grupos (I e lI). O grupo T, com maior número de membros,

possui identidade ~ 50% com glicoproteínas de superficie de tripomastigotas

(tabela 5) e o grupo A possui identidade ~ 50% com glicoproteínas de superficie

de amastigotas (tabela 6). Todos os clones foram analisados quanto à presença de

seqüências características da família, como a FLY e o domínio Asp box

(SxDxGxTW) (tabela 7). Todos os membros apresentam pelo menos um domínio

Asp, enquanto que a maioria possui os dois domínios. Um terceiro domínio ASP

degenerado- STDxSxxDTW está presente na maioria dos membros. A seqüência

FLY (VTVXNVFLYNR), característica dos membros da superfamília, apresentou

variantes na seqüência dos 3 primeiros aminoácidos: VkV (9), Vtm (13) e Vpm

(1), mais representados no total do que a seqüência VTV. Magdesian et aI., 2001,

demonstram que a seqüência mínima 1igante de citoqueratina 18 é VTxVFLYxR.

Outras seqüências conhecidas na família da Tc-85 foram analisadas. O

epítopo do anticorpo monoclonal H1A10 está presente em 16 dos 30 clones,

sendo encontrado em 100% dos membros do grupo I e ausente nos membros do

grupo lI. Este dado é interessante, uma vez que, o anticorpo monoclonal H1A10

inibe a invasão de células de cultura por tripomastigotas, mas também reconhece
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especificamente as formas tripomastigotas e foi utilizado para a definição de Tc

85 (Alves et aI., 1986; Abuin et aI.,1989; Abuin et aI., 1996). Estes dados sugerem

que o grupo I possa ser específico das formas tripomastigotas. No entanto, na

população de parasitas, somente cerca de 50% dos tripomastigotas de cultura

expressam o epítopo reconhecido pelo Mab H1A10 (Abuin et aI., 1989). Estes

resultados poderiam ser explicados, por exemplo, por: (1) se houver uma

substituição de membros do grupo II pelo grupo I durante o amadurecimento dos

tripomastigotas após o rompimento da célula hospedeira, admitindo-se que só o

tripomastigota infectante (maduro) expressaria o grupo I; (2) se os tripomastigotas

infectantes expressam individualmente só membros do grupo I ou do grupo II (ou

de outros grupos não selecionados pelo método de clonagem e também

importantes na invasão).

Ainda dentro dos clones obtidos, foram analisadas seqüências envolvidas

em adesão. A primeira delas foi a seqüência RGD que está presente em todos os

clones do grupo I, excetuando o clone 12 (tabela 7). Proteínas que contêm RGD

como sítio de adesão, juntamente com seus receptores, as integrinas, constituem

um dos maiores sistemas de reconhecimento para adesão celular (Ruoslahti,

1996). Dentre as proteínas que contêm RGD, podem ser citadas a fibronectina,

vitronectina, trombospondina e laminina. RGD está também presente nas

desintegrinas, proteínas de veneno de cobras, capazes de se ligar a integrinas,

interferindo na sua função (Silva et aI., 2003). No entanto, um grande número de

moléculas contém a seqüência RGD e não tem qualquer papel em adesão celular.

O possível papel de RGD no grupo I necessita ser verificado. É interessante notar,

no entanto, que a seqüência RGDFL/S é conservada no grupo I e substituída por

RGYT/A no grupo II (anexo 3). Proteínas contento RGD e relacionadas com

adesão foram descritas em Bordetella pertussis (Leininger et aI., 1991), Yersinia

pseudotuberculosis (Van Nhieu & Isberg, 1991) e em diversos vírus (Ensoli et aI.,

1990; Roivainen et aI., 1994; Huang et aI., 1995; Lea et aI., 1995).

A segunda análise foi feita para verificar a presença de 3 peptídeos

implicados na ligação de TC85-11 a laminina e localizados dentro do domínio

amino-terminal da molécula: peptídeos N-17, N-20 e N-21 (Quelopana, 2003).

Como se pode verificar (tabela 7), esses peptídeos são encontrados na grande
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maioria dos membros do grupo I, mas não no grupo II. É interessante notar ainda

que os peptídeos N-20 e N-21 estão presentes em 13 clones, ao passo que o N-17

está presente somente em 7 deles. Se essa variação é relevante para a possível

ligação das proteínas a 1aminina é um ponto a ser verificado.

A terceira análise foi avaliar a presença de peptídeos da gp82 (P4 e P8)

relacionados na adesão de células HeLa (Pereira et aI., 1999) localizados

aproximadamente no meio da molécula. O peptídeo P4 aparentou ser mais

eficiente na adesão e também exibiu uma maior inibição da invasão a célula pelo

T. cruzi. Apenas o peptídeo P4 foi encontrado na grande maioria dos membros do

grupo I e II, mas o peptídeo P8 não foi encontrado em nenhum dos clones (tabela

7). Como P4 tem importância relevante na adesão e inibição da invasão a célula

hospedeira, sendo encontrado na maioria dos membros, possivelmente dados

futuros comprovarão o papel deste epítopo.

A posição das seqüências relevantes para a Tc8S-4S, um dos clones

selecionados para estudos mais detalhados, é mostrada nas figuras 13 e 14.

Com a utilização do programa ClustalW (Thompson et aI., 1994) para o

multialinhamento das seqüências de nucleotídeos, sem as regiões correspondentes

aos primers, foram observados dois grupos principais com identidades acima e

abaixo de SO%. Os dois grupos estão representados na árvore da análise de

Neighbor Joining (figura 7). A partir de uma árvore derivada do alinhamento de

seqüências deduzidas de aminoácidos realizou-se a análise de "bootstrap"

(Felsenstein, 1985), com busca heurística completa, com 100 e SOO repetições

representadas, respectivamente, com valores em caracteres normal e

itálico/sublinhado (figura 8).

Durante a comparação das seqüências foram verificadas deleções entre

seqüências muito semelhantes. Algumas destas deleções estão mostradas nas

figuras 9, 10, 11 e 12. A tabela 8 sumariza as deleções encontradas.

A figura 14 mostra o alinhamento de aminoácidos entre Tc8S-4S, SA8S

1.1, Tc8S-11 e gp82, com destaque para as regiões conservadas dos peptídeos P4

e P8 da gp82, envolvidos na invasão a célula hospedeira (Pereira et aI., 1999).

Como os membros das gp8S/trans-sialidases, incluindo as Tc-8S, são
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glicoproteínas, os sítios putativos de N-glicosilação para a Tc85-45 e Tc85-34

estão indicados na figura 15.

Apesar de ter sido obtida urna banda única de cDNA na construção da

BEM/Tc-85, foi possível a caracterização de seqüências gênicas diversas, o que

pode indicar que a metodologia de clonagem, aplicando-se primers consensos

longos de "média especificidade" e não primers curtos degenerados, pode ser útil

no estudo de famílias multigênicas. Com este estudo, demonstrou-se a existência

de no mínimo dois grupos de genes. Nos dois grupos, há grandes ou pequenas

similaridades, blocos de deleção, sítios de possíveis mutações pontuais, blocos

conservados dentre outras características. Uma hipótese para os dados obtidos é a

de que as centenas de genes da superfamília das gp85/trans-sialidases resultam em

muitas proteínas expostas na superficie celular que, com motivos combinados de

várias maneiras, ligam-se especificamente às proteínas do arcabouço extracelular

e desligam-se com a eliminação de proteases, dando prosseguimento à infecção.
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Tabela 3. Identidades entre seqüências de nucleotídeos obtida no programa BioEdit. Os valores estão divididos por 100. Os valores sublinhados indicam
os alinhamento entre as seqüências aparentemente idênticas (o alinhamento mostrou diferenças mínimas).

22 43 57 50 13 41 48 10 23 44 45 36 20 19 16 27 35 54 52 32 40 2 29 12 25 14 18 33 26 34
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Tabela 4. pI e massa molecular (Da) teóricos dos membros clonados da BEM/Tc-85.

CLONES PI MASSA MOLECULAR
12 5,31 61.250
14 5,47 65.646
16 5,53 66.820
35 5,54 64.247
19 5,56 65.664
25 5,76 65.328
26 5,86 64.372
48 5,86 63.293
44 5,90 64.700
36 5,90 64.716
27 5,90 67.331
13 5,97 65.265
20 6,03 67.370
45 6,17 67.357
32 6,27 64.108
50 6,32 62.633
29 6,32 67.394
22 6,36 65.461
41 6,47 64.943
52 6,76 66.277
54 7,19 60.584
43 7,75 63.743
57 7,76 65.419
33 8,16 63.707
23 8,32 64.908
34 8,39 64.425
02 8,48 66.290
10 8,49 65.879
40 8,76 65.661
18 9,01 65.758
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Tabela s. Análise comparativa das seqüências do grupo I. As seqüências foram submetidas ao GenBank para
procura de homologia em bancos de dados não-redundantes, utilizando-se BLASTX (Basic Local Alignrnent
Search Tool). A tabela exibe os "hits" relevantes para as seqüências sem a região dos primers utilizados na
obtenção da biblioteca. Os números sobrescritos indicam o primeiro "hit", o segundo "hit" e assim por diante. Os
valores percentuais mostram a identidade do clone em relação à proteína indicada e está especificada a região da
seqüência das proteínas submetidas à análise.

Números
de acesso ao AAM47176.1 AAD13347.1 AAA30245.1 AAA30246.1 A45622 AAA30150.1

GenBank GP-90 TC85-11 SA85 1.1 Sialidase GP85 GP85
(glicoproteína (glicoproteína (glicoproteína (glicoproteína (glicoproteína

Clones de de de de de
submetidos tripomastigota tripomastigota, tripomastigota tripomastigota tripomastigota,

metacíclico, cepa Peru) e amastigota, e amastigota, cepa Y)
cepa G) cepa CL) cepa CL)

2 3 60% I 59% 4 58% 6 55% 5 58% 2 58%
122-696 75-668 72-650 34-608 92-674 55-643

12 I 62% 4 60% < 60%
,

60% o 58% ,
58%

122-706 77-644 76-645 38-605 92-666 55-635
16 69% 4 64% l. 64% o 64% 5 64% 3 65%

122-696 75-668 72-667 34-608 92-674 55-643
19 I 63% 3 58% 4 59% 6 59% 5 59% 2 59%

122-696 75-668 72-650 92-674 92-674 55-643

20 67%
,

63% 4 64% o 63% 5 64% l. 64%
122-696 75-668 72-650 34-608 92-674 55-643

25 I 63% 3 62% 4 62% 6 62%
,

60% 2 61%
122-706 77-644 76-645 38-605 92-674 55-635

27 I 67% 4 61% < 67% o 61% 5 61% ,
62%

122-696 75-668 66-667 34-608 92-674 55-643
29 I 60% < 57% 4 57% o 56% 5 56% 3 56%

122-696 75-668 72-650 34-608 92-674 55-643
32 l. 62% 4 64% 3 65% ó 59% :. 65% I 66%

122-706 75-668 72-667 34-608 92-674 55-643
35 l. 65% 4 63% I 65% 6 61% 5 63% 3 64%

122-706 75-668 72-667 34-608 92-674 55-643
36 I 67% 2 63% 4 63% o 62% 5 62% ' 62%

122-696 75-668 72-650 34-608 92-674 55-643
40 l. 65% 4 63% 3 64% ó 61% 5 64% I 65%

122-706 75-668 72-667 34-608 92-674 55-643

44 I 65% 3 60% 4 61% o 60% 5 60% 2 60%
122-696 75-668 72-650 34-608 92-674 55-643

45 I 66% ' 62% 463% ó 61% 5 61% 2 61%
122-696 75-668 72-650 34-608 92-674 55-643

52 I 60% 4 56% 3 58% ó 55% 5 58% 2 58%
122-695 75-666 72-665 34-608 92-672 55-641

54 - 56% 5 53% 3 56% 6 51% 4 56% I 56%
122-706 72-668 72-667 34-608 92-674 55-643
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Tabela 6. Análise comparativa das seqüências do grupo lI. As seqüências foram submetidas ao GenBank para
procura de homologia em bancos de dados não-redundantes, utilizando-se BLASTX (Basic Local Alignment
Search Tool). A tabela exibe os "hits" relevantes para as seqüências sem a região dos primers utilizados na
obtenção da biblioteca. Os números sobrescritos indicam o primeiro "hit", o segundo "hit" e assim por diante. Os
valores percentuais mostram a identidade do clone em relação à proteína indicada e está especificada a região da
seqüência das proteínas submetidas à análise.

Números
de acesso ao AAü84046 AAü84045 AAC47720 AAü84044 AAAI8827 AADI0618

GenBank ASP-2 ASP-2 ASP-2 ASP-2 TSA TSA-E2
(glicoproteína de (glicoproteína de (glicoproteína (glicoproteína de (trans- (glicoproteí-

Clones amastigota, cepa amastigota, cepa de amastigota, amastigota, cepa sialidase de na de
submetidos Y, resíduos de 1- Y, resíduos de \- cepa Brazil, Y, resíduos de 1- tripomastigo tripomastigo

692) 742) resíduos de 1- 694) -ta, cepa -ta, cepa
706) Silvio) Esmeraldo)

10 I 52% 1 52% j 52% 4 53% :> 46% ó 47%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

13 I 59% 2 59% j 59% 4 59% :> 61% ó 51%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

14 1 58% I 58% j 56% 4 57% :> 50% ó 48%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

18 I 51% 2 51% 3 50% 4 50% 8 44% ó 44%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

22 1 61% L 61% j 60% 4 60%
,

52% ó 52%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

23 1 59% 1 59% 4 58% 3 59% :> 51% ó 51%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

26 I 42% 2 42% :; 40% 3 42% 6 35% 9 34%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-63.2 51-637

33 2 52% I 52% j 52% 4 52% ' 45% o 44%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

34 I 49% 2 49% 3 47% 4 47% :; 42% 7 41%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

41 I 61% 2 61% 4 60% 3 60% :; 52% 6 52%
91-676 91-676 93-676 94-678 51-635 51-637

43 1 60% 60% 3 59% 4 59% :> 51% ó 50%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

48 - 59% 1 59% j 58% 4 59% :> 52% ó 51%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

50 1 61% 2 61% j 61% 4 61% ' 53% ó 52%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637

57 - 60% I 60% 3 60% 4 60% :> 52% ó 52%
91-676 91-676 93-676 94-678 52-635 51-637
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Tabela 7. Análise da distribuição de seqüências características nos grupos I e 11. A tabela mostra a presença (+) e/ou ausência (-) dos motivos AS? I, AS? 2, AS? "like", a seqüência
RGD, o epítopo do Mab HIAlO, variantes de VTV, os peptídeos ligantes de larninina (N-17, N-20 e N-21) e os peptídeos P4 e P8 de adesaõ à célula. A posição da arginina do motivo
RGD e o início dos motivos ASP e VTV estão indicados entre parênteses. Os resíduos indicados por letras maiúsculas são conservados e os resíduos em letra minúscula são
degenerados. Os clones não incluídos em nenhum dos grupos têm identidade <90% entre eles. Grupo I e Grupo 11 possuem identidades ê: 90% entre seus membros.

Motivos

Clones Grupo Grupo Epitopo do
I /I ASP 1 (209) ASP 2 (254) ASP "like" (430) Mab H1A10 Variantes de Peptídeos Peptídeos de

(SxDxGx1W) (SxDxGx1W) (STDxSxxD1W) (RGD305) (Peptídeo G) VTV (576) ligantes de laminina adesão a célula
N-17 N-20 N-21 P4 P8

16 X + StDsGanW) + + + + kGEaPLElvrFCF + VkV + + + + -
27 X + + - + + kGEaPLElvrFCF + VkV + + + + -
36 X + + - + + kGEaPLEllyFCF + VkV + + + + -
44 X + + - + + kGEaPLEllyFCF + VkV + + + + -
45 X + + - + + kGEaPLEllyFCF + VkV + + + + -
19 X + + + + + kGEaPLEllyFCF + VkV + + + - -
20 X - + + + + kGEaPLEllyFCF + VkV + + + + -
32 X + + + + + kGEaPLElvrFCF + - + + - -
35 X + + + + + kGEaPLElvrFCF + - + + - -
52 X + + + + + kGEaPLElvrFCF + - + + - -
54 X + - + + + kGEaPLElvrFCF + - + + - -
40 X + + + + + kGEaPLElvrFCF + - + + - -
10 X + StDnGknW + SsDmGtrW + - - + Vtm) - - - + -
14 X + StDnGknW + SsDmGtrW + - - + Vtm) - - - + -
13 X + StDnGknW + SsDmGtrW + - - + Vtm - - - + -
43 X + StDnGknW + (SsDmGTrW) + - - + Vtm - - - + -
22 X + StDnGknW + SsDmGtrW + - - + Vtm - - - + -
57 X + StDnGknW + SsDmGTrW + - - + Vtm - - - + -
48 X + StDnGknW + SsDmGTrW + - - + Vtm - - - + -
41 X + StDdGknW + SsDmGTrW + - - + Vtm - - - + -
23 X + StDdGknW + SsDmGTrW - - - + Vtm - - - + -

50 X + StDdGknW + SsDmGTrW - - - + Vtm - - - + -
29 + StatGs1W + - + + kGEaPLEllyFCF + VkV - + + - -
2 + + + + + kGEaPLEllyFCF + VkV - - - + -
12 + StDnGekW) + + - + TGErPLEfvhFCF + - - - + -
25 + + + + +(TGErPLEfvhFCF + - - - + -
18 + (StDnGknW) + (SsDmGtrW) + - - + Vtm - - - + -
33 + StDnGknW) - + - - + Vtm - - - + -
34 - + (SsDmGTrW) - - - + Vtm - - - - -
26 - + (SsDmGTrW) - - - + (Vpm) - - - - -
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Figura 7. Cladograma obtido com o algoritmo Neighbor joining. O alinhamento utilizado foi
somente entre os membros sequenciados. Os grupos T e A estão indicados.
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Figura 8. Cladograma obtido no programa Paup 4.0 indicando os valores Bootstrap com busca heurística completa.
Os valores mostrados em caracter normal referem-se à análise repetida 100 vezes e os valores em itálico/sublinhado,
a 500 repetições da análise.
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201
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298
301

395
401

4I:l5
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@5

601

6Q5
701

7Q5
741:l

aQ5
753

QQ5
833

G TACCGAAAGGT G GAAnlfC fAACAAGAC T AAGAGGGAT T CA T T T GT T T CAC C C T C TC T C G T CAG T G C T G G T G G
'oTACCGAAAGGTGGAACGTCTAACAAGACTAAGAGGGATTCATTTGTTTCACCCTCTCTCGTCAGTGCTGGTGG

AG T G TA T ACC G T T AA T G C T GA T Ali. f cAAcG T AAGAAAACr-'nT fCT G-ArGTTGn-G c G cJ"A-G-f./U:::AT-C GACAC c
,AGTGTATACCGTTAATGCTGATAATCAACGTAAGAAAACTTCTTCTGATGTTGTTGCGGAGTACATCGACACC

CAAGO-fGAA-r-GAAAGfACAT O GAAOG-CAAACAC C G T G C T T G G T ACAAC G GA T G GA - C G GA T AA T G G T G - fGG G f f
CAAGGTGAATGAAAGTACATGGAAGGCAAACACCGTGCTTGGTACAACGGATGGAGCGGATAATGGTGTIGGGTT

AGGGCAATAAGGTGTTTCTTCTTGCGGGAAGC-TTTATGAGTACCAAC ~- -CGATGGAAGTCGGAAATATAG
AGGGCAATAAGGTGTTTCTTCTTGCGGGAAGCCTTTATGAGTACCAACG~CTGATGGAAGTCGGAAATATAG

fT G TOG G TGA 1G-fOAO G GAG C C TAC C GCAG C GAG C C GAC T GAAC.G GAT CAAAT G G G G C CAAA T CAG G T C T C TG
TTGTGGGTGATGTGAGGGAGCCTACG GCAGCGAGCCGACTGAACGGATCAAATGGGGCCAAATCAGGTCTCTG

COAAG-OTAAAf O-.GAtGGG G T T T CT T GC C GC T G. G T GGC T CAG G T G T T C TGAT GGAGGAT G G CAC G e T-TG TG T T T C
CGAAGGTAAATGGA~GGGGTTTCTTGCCGCTGGTGGCTCAGGTGTTCTGATGGAGGATGGCACGCTTGTGTTTC

GAC G T T T AC T C CAT GA T CA T T T AC T CGAAG GAC GACCnn:'/Ü3TACC"j'GGGG G-C T c TCAACTGGt1i T T T C C C C T GC
GACGTTTACTCCATGATCATTTACTCGAAGGACGACGGCAGTACCTGGGCGCTCTCAACTGGCGTTTCCCCTGC

AT G G GATG GAT C.AC T T CT CAT GAT T G T TAAT T GCAAG T ATAG T CAGAGIG G T G TAC GAG T C G CG T GACAT G G G G
ATGGGATGGATCACTTCTCATGATTGTTAATTGCAAGTATAGTCAGAG- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - --

GCTTCCAGGCGTGTGGGTCAACTCANCGNATTGTACTTTTGGGNACCTGAGCTTGCGCGTGGAAGCCCTTATCA

A T G C TG TACACACAIGAlGAG G GGAC T TCTT G.GG G GAGAAA.AG TGAAAGAGC GC T C TAT C T TT GGGT CACGGA. O'..A
• - - - - - - - - - - - - -~- - - - - -. CTTeTTGGGGGAGAAAAGTGAAAGAGCGCTDTATCTTTGGGTCACGGACAA

TT G G CA T GGAAAA Tp C T G T GAAG GAG(n~-GCTTG-C-CAGCGCCCT GcnnAT:TCjlnlA TG G:CAATT T'O CA T C T G T TA
TT G GCAT G GAAAATGC T G T GAAGGAGGAGC T TG CCAGC G CCC T GeTG TAC T.CO OATGGCAAT T T.G eATCT G TTA

1095 TAC GA T CAATT T T C T TJCTG}G GAC C T G GG C GAAAAA IG
933 GTACGATCAA;TTTTCTC~ GACCTGOGtGAAAAAG~

11Q5
1033

1295
1133

13Q5 C T T .C A C A C T T G T G G C A T C G G T G A T C A T C GAA ~G C T e c GA T T G C G·O A CG C T C C T C T C C T GAC T G C GA-CG-fTGTI
1233 c T T CACA C T TG T GGCAT CGGCGATCATCGAA ~iA .CTC CGAT T GCGGAC GCICC TC T T e T GAC TGCGACO TTGG

141:l5 1°.°..... T cTGTC-OTATATcOtTt-A TAAGAAG T G G GAGAAGA T G T. T T GAG GAAAACAAAAAAACAC G GAG CAG CAC T T G
1333 GG T C T G T C G T AT ACC G C T GATAAGAAG TG G GAO.AAGAT G T T T GAG GAAAACAAAAAAACAC G GAG CAGCACT T G

1595 ICACf-:-CAT G Cr-GCAA-G-Cn::AAAAAGGCC T c T G T G CAC T T GAT GG TAAGT CGCT G G GGGAAGAAGA-,,\G TGCC G T TA
1433 ICAC T CA TG C T GCAAGGCAAAAAGG CCTCT GTGCAC G T T GATGG TAAG T CGCTG GG GGAAGAAGAAG TGCC G T TA

16Q5
1533

CGCTTTTGCTTTGGCGCGTGCAGTGAGGATGCCGGCCAAAAAACTAAGGTG.ACGGTGAAGAG~ 1na
CGCTTTTGCTTTGGCGCGTGCAGTGAGGATGCCGGCCAAAAAACTAAGGTnAcGGTGAAGA ~ l@O

Figura 9. Comparação entre nucleotídeos dos clones 52 e 54. São membros com 88% de identidade,
existindo uma deleção no clone 54. A região sombreada corresponde às bases idênticas.
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OWS T LVG KVN ES TWKAN TVL G T T OG ONG~YYP TT T TKGNKVF L LAG S L Y E Y Q RT~ 112

M L Y TOIRGOnrCG Eks ERA LynlWVTDNN R S F.YF Gnp VGME NAVK E E LASA L L y·s OGNLHL L DOI 358
....• R G o F' L G E K S E R_A L Y LWVT o N N RS F Y F GP V GM E NA V K E E L A S A L L Y S o G N L H L L D [l 296

IEYlFlC1xNATVRN AP iRlA RO GFOLTEPSSRVSWSVNTRVNNVRHVSLSHNFTLVAS
~L~L ATVRNAT~KOGF[lLTEPSSRVSWSVNTRVNNVRHVSLSHNPTLVAS

T085·52
T085·5~

T085·52 61
T085-54 53

T085-52 119
T085·54 113

T085·52 179
T085·5~ 173

T085·52 239
T085·54 233

T085-52 299
T085·54 241

T085·52 359
T085·54 297

T085·52 419
T085·54 357

T085·52 479
T085·5~ 417

T085·52 539
T085·54 477

Figura 10. Comparação entre as seqüências deduzidas de aminoácidos dos clones 52 e 54. As caixas
sombreadas em cinza correspondem aos aminoácidos idênticos e as caixas simples aos aminoácidos
similares.
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C G T T GGGGGC GA C OAGG OAG A CATC AAC-AGC-AGC-tnG-A C GA T GACGAAC] 1707
C G T T GGGGGC GAC OAG.O GAGACAT CAACAG CAG C GT OAC GA T GAC GAAcI 16Q2

CGTGATCAClTATTCGACGGACGATGGGAAAAACTGGTATTTCTTGAAGGGAATACCTCCCGCGAAATGCTTTA
CGTGATCACTTATTCGACGGACGATGGGAAAAACTGGTATTTCTTGAAGGGAATACCTCCCGCGAAATGCTTTA

GCCTGACGGAGGAGCTGAA CGATCAAGTCCACCCTCAGTACTTGGGCGAGACTGGACGCCTTCTTCTT~AAG
GCCTGACGGAGGAGCTGAAG CGATCAAGTCCACCCTCAGTACTTGGGCGAGACTGGACGCCTTCTTCTC AAG

TTGGATCCTGTCCGATACGTCGTCCGGTGGCGACACGTGGATCGACGAGTACCGTTGCGTGAATGCAATGGTGA
TTGGATCCTGTCCGATACGTCGTCCGGTGGCGACACGTGGATCGACGAGTACCGCTGCGTOAATOCAACOGTOA

GGGCGACGAATTCTGGTTAGTGATTGTTTTGGTGGTCAGAATTTGTACGAGTCGAGTGACATGGGGACAAGGTG
GGGCGACGAATTCTGGTTAGTGATTGTTTTGGTGGTCAGAATTTGTACGAGTCGAGTGACATGGGGACAAGGTG

GGTCAATGA-T GG TACA nrl3-AG GGCACACAC C GC GC T TAG TACAN G T GAAG GAAGAGA T C GT GT GGG T GTlG C GA
GGTCAATGATGGTACATGGAGGGCACACACCGCGCTTAGTACANGTGAAGGAAGAGATCGTGTGGGTGTTGCGA

"ATAATGTGTTTTTTATTGTAGGAAGCCATGAAGAGAAGTATGACAGTGTTNACGAAAGCTGGGAGGCACIGTGA
ATAATGTGTTTTTTATTGTAGGAAGCCATGAAGAGAAGTATGACAGTGTTNACGAAAGCTGGGAGGCAGGTGA

TGAGGGAA~TTTTGCCC CTGGTGGCGCCGGTGCTCTGACGGA ATGGCACGCTCCTGTTTCCCCTGGAGGGG
oooooo oo~oooooooo CTGGTGGCGCCGGTGCTCTGACGGAG ATGGCACGCTCCTGTTTCCCCTGGAGGGG

TTTAAGTTCACGGCGCCTOOGTCCAOGOCAATGTGGTCTATGAGCAGGTGGGGACCTAATAAACAGTACOOCTT
TTTAAGTTCACOGCGCCTGGOTCCAGOOCAATGTOGTCTATOAOCAOOTOGG CNCTAATAAACAGTACOOCTT

TGGCAATCGACTCTCCTCACCGGN~GNG~AAAGGTTC~TTGAAGTGGTTGCGGGGTACGTCAACGCTGCG
TGDCAATCGACTCTCCTCACCGGG~AA~GGTTTANCA~TTTGAAGTGGTTGCGGGGTACGTCAACGCTGCG

IG TGACAAAAGAAGAG TC T GAAAT T GGAG T GAAAT T T GC GTT T C T CACAC C C T C T C T C C T CAG T GcrG G T G G GI3T
GTGACAAAAGAAGAGTCTGAAATTGGAGTGAAATTTGCGTTTCTCACACCCTCTCTCCTCAGTGCTGGTGGGGT

G-AC-tr(rcAAAAAG GGC T C C GT G T AC G T G GA T G G T O T GA T T GT O.G G GA GC C C GOA GA T GA fAC CAACA C T T GA GA C
iGACGGCAAAAAGGGCTCCGTGTACGTGGATGGTGTGATTGTGGGOAGCCCOOAGATGATACCAACACTTGAGAC

TCAGAGAGGGTACACCTCGGGAGAGAAAGTGGACAAGGCGCTCTGCCTTTGGGTCACGGACGAAAACCGCACGC
ITCAGAGAGGGTACACCTCGGGAGAGAAAGTGGACAAGGCGCTCTGCCTTTGGGTCACGGACGAAAACCGCACGC

IGCGTGTGGGTCAAGfCAAAATCGAAAGC NA~~o o 00 o o 00 00 00 o o 00 o o o o o o 00 00 0000. o o o .. o.
GCGTGTGGGTCAAGTCAAAATCGAAAGCTAT~G~TAACAGCTTCCATTTGGATGCCCTCATCACCGCGACC

ICAlGA-C-O T G GA GCA T T C CAAC GC C C T GC T .G T G C T C GGA T GG T GC G T T GCA C C T T T T A CA GGA GAG GGC CAI'. T GA
~ATGACGTGGAGCATTCCAACGCCCTGCTGTGCTCGGATGGTGCGTTGCACCTTTTACAGGAGAGGGCCAATGA

CA TO AA T AAAAA OfOG GA GAAGGTGlTCAA C OGCA CAAAAACAGCA-CC G GGGA GCA-C-GT GOGA GC C GGGG A GAO
!CATGAATAAAAAGTGGGAOAAGGTOTTCAACGGCACAAAAACAGCACCGGGGAOCACOTGGGAOCCGGGGAOAG

IC OA C GO T O C CA TCCAC-C A GG T T C C GAA OOG GA GCAC T C C T C T GC C GGG T GC G GG T C T C OOOOA C OOT GC C GO C
.CGACOGTGGCCATCCACCAGGTTCCOAAOGGGAGCACTCCTCTGCTGOGTGCOGGTCTCGGGGACGGTGCCGGC

43
48

43 101
48 101

43 201
48 201

43 301
48 301

43 401
48 401

43 500
48 468

43 600
48 543

43 700
48 643

43 800
48 743

43 858
48 843

43 Q58
48 Q43

43 1058
48 1043

43 1158
48 1143

43 1258
48 1243

43 1358
48 1343

43 1468
48 1443

43 1558
48 1543

43 1658
48 1643

Figura 11. Comparação entre nucleotídeos dos clones 43 e 48. São membros com 91 % de identidade,
existindo uma deleção no clone 48 a 5' e no clone 43 a 3'. A região sombreada corresponde às bases
idênticas o
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7c85-43
7c85-48

7c85-43 Vl
7c85-48 Vl

7c85-43 121
7c85-48 121

7c85-43 181
7c85-48 lV2

7c85-43 241
7c85-48 222

7c85-43 287
7c85·48 282

7c85·43 347
7c85·48 342

7c85·43 407
7c85·48 402

7c85·43 4V7
7c85-48 4V2

T K E E 5 E I GVK F AFC~n 5 L L 5 AO O Vt.v1VA F AE 5 L VA I 05 P H R X X[K]K O 5 I E VVA O YV fl AA E T VO
TKEE5EIGVKFAFLTP5LL5AOOVMVAFAE5LVAIOSPHROK~XQFEVVAOYVflAAET VO

55TVAAVNoo:rTWRAHTALSTXEGROfWGVAKLPTTLAKGflflVFF IVGSHEEKY05\7XESI120
.SSLVAAVflODTWRAHTALSTXEGRORVGVAKLPTTLAKGNNVFF IVGSHEEKYOSVXE~ lW

180
101

E N G T L L F PCE-G RH N NG O I VS V I T Y S T O O G K NWY F L K O I P P A K C F N P R I T EWE X O R R I LVSI 240
ENGTLLFPLEDRNNNGOIVSVITYSTOOGKNWYFLKGIPPAXCFNPRITEWEXGRRILVS nl

OCFGGQNLYESSOfufGTRWTEAVGTLPGVWVK5K5KAX[llG .. - - - - - - - - _ .. -[K]GVfiITYTl28V
OCFGGQNLYESSOMGTRWTEAVGTLPGVWVKSKSKAIl!:j0NSFHLOAL I TAT 1E~EF~ 281

QfH;YTSGE;KVOKALC LWVTOENRT LHVGPVAMEHOVEHS NAL LCS.OGALH L LQERANEKGI34V
IQRGYTS G.E.KVOKALC LWVTOENRT LHVGPVAMEHOVEHS NAllCS.DDAlH l LOERANEKG 341

E~ 1 S LAR LTTETki 1 K S T L S-rWAR L OAn'-F K SI TPT T tilvWTn--OlSSOGOTW 10 EY R CVI 40V
G ISLARLTEELKTIKSTLSTWARUjAFFSKSS IPTiGlVWI LS.OTSSGDIJTWIOEYRCV 401

4V6
4Vl

[[lp GAG L G O,GAG KK>I 1 G l 5Y S MNKKWFiKVF N GTK TAP GS TWEP G.R E HOVAlMLQOGK KGSY 526
l!:jl GAG l [jOGAG K-I(I i G l SY StlitN K KWE KVFN (lTKT AP GSTWE P G-R E H aVA lML O ri GKK GS\! 521

7c85·43 527 IYVO-llV I VG~rPEMTpiTE ifiGTl.:n'a FY:'\{tiG O.EGO I N 5 S VTMT NI 50Q
7c85·48 522 YVOGVIVi3SPEM'X)TlETfiGFEIPQpY\iGGJ),EGOINSSVTMTN 5V4

Figura 12. Comparação entre as seqüências deduzidas de aminoácidos dos clones 43 e 48, indicando a
pennanência das deleções nos dois membros. As caixas sombreadas em cinza correspondem aos
aminoácidos idênticos e as caixas simples aos aminoácidos similares.

Tábela 8. Alinhamento de nucleotídeos indicando deleções (L',) e inserções (I) encontradas. Os números dos
clones estão indicados lado a lado. As deleções encontradas eram de cerca de 50 nucleotídeos.

1 19-54 L', 136-20 L', 1 10-48 L',

120-54 L', 140-20 L', 1 13-48 L',

127-54 L', 144-20 L', 114-48 L',

1 32-54 L', 1 10-43 L', 122-48 L',

1 35-54 L', 1 13-43 L', 123-48 L',

136-54 L', 114-43 L', 141-48 L',

140-54 L', 141-43 L', 150-48 L',

145-54 L', 148-43 L',

127-20 L', 150-43 L',

132-20 L', 1 57-43 L',

1 35-20 L', 123-43 L',
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LLLTATSANNNSNHTMGLSYTAOKKWETMFEENKKTRRSTWVPKKEHOVALMLOVKKASV 540

LNAAVTNATKVKOGFOLTESNSGVLWFVNTROONVRHVSLSHNFTLVASVTIEEVPSNST 480

240
8
1
t
1

300

13

GGTSOETKROSF ISPSLVSAGGVIAAFAEGOVYTVNAGROREKTSSOVVAEYIOATWOWS 00
1
1
1
1

. . ASP2
EA I GT LP GVWT K5 R L L5 WO L5 LRV EA L I TA T I E GR KVM LYT 300

YSGFNLRLELVVGOVREPTSSEPTERIKWGOIRSLLNESTIAAHEGKWTGFLAAGGSGVL 100
1
1
1
1

8
1
1

TLVGKVNESTWKAHTVLGTTOGTOKRVOFFYYPTTTTKGNKVFLLAGSLYKHROTVGNRT 120
1
1
1
1

EGSOLSLSRLTGELSTIKSVLSTWSOKOAF IFSFSIPPRVWWOYCPMPASNGTWIOEYLC ~O

........................... Pep; G·············
YIOGNSLGEEELPJKGEAPLELLYFCJGACGEOAGOKTNVKVK ~3

............. ··K GEA P LE L LYF CF

,"'r"""'A"'WY"""""'V'."AV'W""""""'"""""
"RG~

-RGO 3
- - •••.........•••.••...••..•.........•..................•... 1

181 MEOGTLVFPLMATNAAKOOYSMI
1
1
1
1

Tc85-45
Asp 1
Asp Z
RGD
Pptídeo G

Tc85-45 01
Asp 1 1
Asp Z 1
RGD 1
Pptfdeo G 1

Tc85-45 121
Asp 1 1
Asp Z 1
RGD 1
Pptídeo G 1

Tc85-45
Asp 1
Asp Z
RGD
Pptídeo G

Tc85-45 241
Asp 1
Asp Z
RGD
Pptfdeo G

Tc85-45 301
Asp f
Asp Z
RGD
Pptfdeo G

Tc85-45 301
Asp f
Asp Z
RGD
Pptídeo G

Tc85-45 421
Asp f
Asp Z
RGD
Pptfdeo G

Tc85-45 481
Asp 1
Asp 2
RG.D
Pptídeo G

Tc85-45 541
Asp f
Asp 2
RGD
Pptfdeo G

Figura 13. Domínios relevantes na Tc85-45. Os principais domínios da Tc85-45 estão indicados pelas
caixas.
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5A85-1.1-AAA30245
Tc85-1I-AF085686
Tc85-45
gp82-AAF02477

5A85-1.1-AAA30245 41
Tc85-II-AF085686 42
Tc85-45 1
gp82-AAF02477 1

5A85-1.1-AAA30245 101
Tc85-II-AF085686 102
Tc85-45 28
gp82-AAF02477 1

5A85-1.1-AAA30245 160
Tc85-II-AF085686 162
Tc85-45 87
gp82-AAF02477 55

5A85-1.1-AAA30245 215
Tc85-II-AF085686 218
Tc85-45 14e
gp82-AAF02477 111

5A85-1.1-AAA30U5 275
Tc85-1I-AF085686 278
Tc85-45 205
gp82-AAF02477 r69

5A85-1.1-AAA30245 335
Tc85-I/-AF085686 338
T085-45 265
gp82-AAF02477 229

5A85-1.1-AAA30U5 394
Tc85-II-AF085686 397
T085-45 323
gp82-AIlF02477 287

5A85-1.1-AAA30245 464
Tc85-1I-AF085686 467
T085-45 383
gp82·AAF02477 347

5A85-1.1-AAA30245 513
Tc85-1I-A F085686 517
Tc85-45 442
gp8Z-AAFOU77 406

5A85-1.1-AAA30U5 573
T085·II·AF085686 576
T085-45 502
gp8Z-AAF02477 466

5A85-1.1-AAA30245 631
T085-I/·AF085686 632
T085·45 558
gp8Z-AAF02477 524

5A85·1.1-AAA30245 691
T085-II-AF085686 602
T085-45 583
gp8Z-AIlF02477 568

5A85·1.1-AAA30Z45
TcB5-II-AF085686
Tc85·45
gp8Z-AAF02477

718 RE T GOGGANGOAV SAYGRV L LP L LF L LG LWG LATA· 752
752 REKGOGGANGOAGSAYGRE LLPML L L LGLWA LATA - 786
583 ...........•.... - . . . . . . . .. 593
571 ······-----G·SMHGGVSRALLLLLGLCGFAALY 595

Figura 14. Comparação entre as seqüências da superfamília das gp85/trans-sialidases (os números de acesso
ao Genbank estão ao lado do nome) e a Tc85-45, indicando blocos conservados. As caixas sombreadas em
cinza correspondem aos aminoácidos idênticos e as caixas simples aos aminoácidos similares. A linha
descontínua refere-se ao peptídeo P4 e a linha sólida ao peptídeo P8 da gp82, ambos envolvidos na invasão a
célula hospedeira (Pereira et aI., 1999).
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(A)
GGTSQETKRDSFISPSLVSAGGVIAAFAEGQVYTVNAGRQREKTSSDVVAEYIDATWDWSTLVGKVNE
~WKAHTVLGTTDGTDKRVDFFYYPTTTTKGNKVFLLAGSLYKHRQTVGNRTYSGFNLRLELVVGDR

EPTSSEPTERIKWGQIRSLLNESTIAAHEGKWTGFLAAGGSGVLMEDGTLVFPLMATNAAKDDYSMIIY
STDNGSTWALSTGVSPANCTDPRITEWDGSLLMIVNCKYSQRVYESRDMGTTWTEAIGTLPGVWTKS
RLLSWDLSLRVEALITATIEGRKVMLYTQRGDFSGEKSERALYLWVTDNNRSFYFGPVGMDNAVRWE
FPSNLLYSDGKLHLLQQRDNGEGSDLSLSRLTGELSTIKSVLSTWSQKDAFIFSFSIPPRVWWQYCPMPA
SNG1WIDEYLCLNAAVTNATKVKDGFQLTESNSGVLWFVNTRDDNVRHVSLSHNFlLVASVTIEEVPS
NSlLLLTATSANNNSNH1MGLSYTADKKWETMFEENKKTRRSTWVPKKEHQVALMLQVK.KASVYID
GNSLGEEELPLKGEAPLELLYFCFGACGEDAGQKTNVKVK

HetHGlyc 1.0: predicted H-Glycosylation sites in 4S

Pot~ntiaj -
Thre:rh", ~ ':1 .......•__ .._.

I

.

t:~-rl II ~ I
i

'99 299 399 499 599

Sequrnce pos i "tI on

(B)
VTKEESEIGVKFAFLTPSLLSAGGVMVAFAESLVAIDFPPREKRKSSXEVVAGYVNAAETWSSLVAAV
NDGTWRAHTALSTVKEEDRVGVAKLPTTLAKGNNVFFIVGSHEEKYDSVTKSWEAGDSVRPDVAGD
TPCTEDEPRMINWGGPIPHSKQTGRQIRGGXXXAPSLTGVGAVTVSGMLPSRPGVRNSGTVSETIFLMV
GGRNXVFLEGIHRGRCXXSXlIAWEKARILVVSDCFGGQDLYESSDMGTRWTEAVGTLPGVVKSKSKA
ILDNSFHLDALITATIEREFMLYIQRGYTSGEKVDKALCLWVTDENRlLHVRDAMARGVVLFSDPQFW
VALPHSRGRDRSVEDTLRALQMGGRKTTRFTHNTRGDRQASLAGSSXHMIGXFEFLSDTSSGGDTWID
EYRCVNANTRAQQSKNAFKFGGLGTXSVWIGWWRLNKQYCXXTHRFTLVATVTIHQVPKGSTPLLG
AGLGDGAGKKIIGLSYSMNKKWEKVFNGTKTAPGSTWEPGREHQVALMLQDGKKGSVYVDGVIVGS
PEMIPTLETQGFEIPQYVGG DEGDINSSVTMTN

HetHCll'c 1.0: predicted H-ClycosylatiDn sites in 34

Potent i a! -
Thl"9s:hcid --.

~

c

i 9.75

~i 0.5

~
if 0.25
z

'"" 2Bll 399 499 599

Sequence- pos; t i on

Figura 15. Potenciais sítios de N-glicosilação potenciais da Tc85-45 (A) e Tc85-34 (B). Os sítios de N
glicosilação estão sublinhados na seqüência acima. Os gráficos ilustram esses sítios putativos ao longo da
cadeia de proteína (o eixo x representa o comprimento da proteína do N ao C-terminal). As posições
potenciais (linhas verticais) que cruzam o limite ("threshold") - linha horizontal a 0,5- são tidas como
glicosiladas.
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4.3. Expressão de proteínas recombinantes.

Foram utilizadas bactérias da cepa BL21(DE3)plyS transformadas com os

clones 45 e 34, pertencentes aos grupos I e 11, respectivamente. Após a indução das

bactérias com 1 mM de IPTG, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE. Como é

observado na figura 16 as proteínas correspondentes aos clones 45 e 34 foram

expressos nas frações indicadas. Nas fileiras (A) 2, 4, 5 e (B) 2, 3, 5 são observadas

bandas proteicas de aproximadamente 67 kDa, como estimado. As proteínas de fusão

foram isoladas por cromatografia de afinidade a Ne+ como descrito em "Material e

Métodos". As fileiras 5 das figuras 16 A e B mostram as proteínas após a purifição.

As bandas da fileira 5 são reconhecidas pelo anticorpo monoclonal anti-6His tag,

mostrando a degradação parcial da proteína (dados não mostrados).

205 _

116 
97 -

66 -

45 -

2

A

3 4 5

+-

205 _

116 
97 -

66 -

45 -

B
2 3 4 5

~~-~

+-

Figura 16. Análise da expressão das recombinantes (A) Tc85-45 e (B) Tc85-34. Extrato de bactérias
transformadas, induzidas ou não por 1mM de IPTG: (I) não-induzido, (2) induzido por 4 horas. Após
a lise das bactérias, a presença de proteína foi analisada na fração solúvel (3), insolúvel (4) e a
proteína purificada por coluna de afinidade a metal (5), como descrito em "Material e Métodos". A
análise foi feita em gel 9% de poliacrilamida contendo SDS e corado com Coomassie Blue.
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4.4. Análise de ligação de proteínas de fusão a elementos da matriz extracelular

por dot blot.

Durante o processo de adesão e invasão do parasita às células é possivel que

seja relevante a presença de vários epítopos que se ligam a diferentes moléculas da

matriz extracelular e lâmina basal. A fim de verificar esta possibilidade, analisamos a

interação de novos membros donados (Tc-85) a componentes de matriz extracelular.

A técnica de Dot Blot nos pareceu mais apropriada para uma varredura inicial

de padrões de ligação entre Tc-85 e elementos de matriz extracelular. Um primeiro

ensaio de Dot Blot foi realizado com concentrações crescentes de laminina,

fibronectina e gelatina e incubadas com 20 I-lg de Tc85-45. Houve reação visível a

partir de 1 I-lg de laminina e fibronectina. A seguir, foi realizado um Dot Blot

variando-se a quantidade de proteína de fusão, observando-se ligação de Tc85-45 a

laminina, de maneira dose-dependente (figura 17). Como o fragmento N-terminal da

proteína Tc85-1l liga-se a laminina (tese de doutorado, Quelopana, 2003), analisamos

por Dot Blot a ligação da N-Tc85-11 e a Tc85-45 a laminina, aparentemente com

resultados semelhantes (figura 18). A mesma avaliação foi feita com fibronectina

(figura 19) e, da mesma forma, foi observada a ligação de Tc85-45 a fibronectina de

maneira dose-dependente.

2 3 4 5

A

B

c

D 6-HI

Figura 17. Reatividade da proteína de fusão Tc85-45 com laminina. Foram aplicadas quantidades crescentes de
gelatina (G) e laminina (L) em membrana de nitrocelulose na seguinte ordem (1) 0,5 f.1g, (2) I f.1g, (3) 2 f.1g, (4)
3 f.1g e (5) 5 f.1g. Após o bloqueio com leite desnatado a 3% em TCMM, a membrana foi incubada com 30 f.1g de
Tc85-45 (A), 10 f.1g de Tc85-45 (3) e sem proteína de fusão (C), seguido de anticorpo anti-6His tag, anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase e revelação com ECL, como descrito em "Material e Métodos". Uma
proteína de fusão não relacionada contendo cauda de 6-histidinas foi utilizada como controle do anticorpo anti
6His tag (D).
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Figura 18. Reatividade da proteína de fusão Tc85-45 com laminina. Foram aplicadas quantidades crescentes de
gelatina, e laminina em membrana de nitrocelulose na seguinte ordem (I) 0,5 ).lg, (2) I ).lg, (3) 2 ).lg, (4} 3 ).lg, (5)
5 ).lg. Após o bloqueio com leite desnatado a 3% em tampão TCMM, a membrana foi incubada com porção N
terminal da Tc85-11, respectivamente: (A) 10 ).lg, (B) 30 ).lg, e com Tc85-45, respectivamente: (C) 10 ).lg, (D) 30
).lg e (E) sem proteína de fusão, seguido de anticorpo anti-6His tag, anti-IgG de camundongo conjugado a
peroxidase e revelação com ECL, como descrito em "Material e Métodos".
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Figura 19. Reatividade da proteína de fusão Tc85-45 com fibronectina. Foram aplicadas quantidades crescentes
de gelatina (G) e fibronectina (F) em membrana de nitrocelulose na seguinte ordem (I) 0,5 ).lg, (2) 1 ).lg, (3) 2 ).lg,
(4) 3 ).lg, (5) 5 ).lg. Após o bloqueio com leite desnatado a 3% em tampão TBS-T, a membrana foi incubada com
Tc85-45, respectivamente: (A) 10 ).lg, (B) 30 ).lg, e (C) sem proteína seguido de anticorpo anti-6His tag, anti-lgG
de camundongo conjugado a peroxidase e revelação com ECL, como descrito em "Material e Métodos".
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Na figura 20 estão mostrados os Dot Blots feitos para avaliar a ligação da

laminina e fibronectina com a proteína recombinante Tc85-34. Como pode ser

observado, a reação da lamina e fibronectina apenas na incubação com anticorpo

monoclonal anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidade (20 B e F) é

praticamente de mesma intensidade quando se incuba previamente com a proteína

recombinante (20 C, D, G e H). Desta maneira, pode-se afirmar que não ocorre

ligação entre a Tc85-34 e laminina ou fibronectina. Estes resultados são concordantes

com experimentos de ligação feitos com células de mamífero e matriz extracelular

(dados do trabalho de Mestrado de Paula Signorini).
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Figura 20. Reatividade da proteína de fusão Tc85-34 com laminina e fibronectina. Foram aplicadas quantidades
crescentes de gelatina (G), laminina (L) fibronectina (F) em membrana de nitrocelulose na seguinte ordem (1)
0,5 )..lg , (2) 1 )..lg, (3) 2 )..lg, (4) 3 )..lg e (5) 5 )..lg. Após o bloqueio com leite desnatado a 3% em TCMM, a
membrana foi incubada com 30 )..lg de Tc85-34 (D e H), 10 )..lg de Tc85-34 (C e G), sem proteína de fusão (A e
E) e sem anticorpo anti-6His tag (B e F), seguido de anticorpo anti-6His tag, anti-IgG de camundongo
conjugado a peroxidase e revelação com ECL, como descrito em "Material e Métodos".
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os resultados obtidos pelos diferentes grupos da área levaram nosso

laboratório a trabalhar com a hipótese de que a família da Tc-85 é constituída por

diferentes membros que se ligam a diferentes componentes da matriz extracelular, da

membrana basal e da superfície celular do hospedeiro. Para ampliar os dados sobre a

família e verificar a validade da hipótese acima citada, houve a necessidade de

obtenção de diferentes proteínas da família, sendo que o passo inicial foi a

construção de uma biblioteca de cDNA enriquecida em genes da família da Tc-85

(BEM/Tc-85). Os objetivos deste projeto visaram aumentar nosso conhecimento

sobre a interação do parasita com o meio externo, não restrito à invasão propriamente

dita da célula, mas também como forma de locomoção dentro do hospedeiro. O T

cruzi necessita interagir com estruturas macromoleculares do hospedeiro para

ultrapassar as barreiras impostas pelo organismo e, assim, alcançar a corrente

sangüínea e órgãos-alvo. A laminina, ligante de Tc85-11 (Giordano et aI., 1999;

Quelopana, 2003), é um dos principais componentes da lâmina basal, que envolve

vasos e células musculares e nervosas (Bosman & Stamenkovic, 2003), células alvo

do T cruzi. A citoqueratina 18 (CKI8) foi caracterizada em nosso laboratório como

um outro ligante da Tc85-11 nas células epiteliais (Magdesian et aI., 2001). Portanto,

o laboratório pretende mapear a Tc-85 (extremidades C e N-terminal) buscando

domínios em sua estrutura que sej am relevantes no processo infeccioso do parasita.

Simultaneamente, tem-se a intenção de caracterizar os receptores de Tc-85 em

células de mamíferos, pois sabe-se que a interação parasita-célula é do tipo receptor

ligante.

Em um contexto de várias evidências da performance efetiva de elementos da

matriz extracelular no mecanismo de infecção do parasita e o pequeno conhecimento

da variabilidade gênica das proteínas de superfície, este trabalho pretendeu

demonstrar a importância de alguns sítios de adesão de proteínas da família da Tc-85

de T cruzi. A existência de tal variabilidade genética pode ser relacionada com

diferentes padrões de expressão e/ou parte das proteína codificadas são trocadas

como forma de adaptação ao meio ambiente.

Além da Tc85-11, ligante de laminina, glicoproteínas de aproximadamente

80.000 a 90.000 Da foram descritas como ligantes de fibronectina (Ouaissi, et aI.,
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1992) e como moléculas de adesão celular (Lima & Villalta, 1989, Ramirez et aI.,

1993). Recentemente, foi demonstrado que a ligação do T cruzi a laminina é

aumentada por galectina-3 em cerca de 20 vezes (Moody et aI., 2000), reforçando o

papel de laminina e sua possível modulação no processo de integração com o T

cruzi.

Kahn et aI., 1990, relataram para glicoproteínas de 85 kDa a existência de no

mínimo 100 genes de 2-2,5 kb representando pelo menos 1% do genoma completo

do T cruzi. Não está elucidado como é a expressão de diferentes proteínas desta

família em diferentes parasitas de uma população e se isso afetaria a infecção em

determinado tecido. Em trabalho recente, a expressão concomitante em um parasita

de dois membros da família da SA85-1.1, também pertencente a superfamília das

gp85/trans-sialidases, já foi detectada (Kahn et aI., 1999). Recentemente, foi descrito

que as regiões subteloméricas do parasita são enriquecidas em pseudogenes da

família das trans-sialidases e da família VIPER de retroelementos. Foi especulado

que a localização telomérica dos genes da família das trans-sialidases possa estar

relacionada com variantes geradas por recombinação não-homóloga (Chiurillo et aI.,

1999 e 2002).

A exemplo de outras células, após a ligação, o mecanismo do parasita

desconectar-se dos elementos da matriz extracelular poderia ser devido à liberação da

glicoproteína de 85 kDa na forma de vesículas membranosas (Abuin et aI., 1996;

Gonçalves et aI., 1991) ou por ação de proteases. Duas proteases foram bem

caracterizadas, a cruzipaina (Cazzulo et aI., 1997) e a colagenase (Santana et aI.,

1997), como elementos importantes na infecção de T cruzi. Desta forma, tanto a

liberação da glicoproteína de 85 kDa quanto a digestão por proteases poderiam

auxiliar a migração do parasita através das estruturas da matriz extracelular e lâmina

basaI. A cruzipaina foi detectada associada com fibras de fibronectina no miocárdio

de camundongos cronicamente infectados, apesar do papel da fibronectina e seus

receptores na fisiopatologia da miocardite crônica causada pelo T cruzi não estar

esclarecido (Marino et aI., 2003).

Nós demonstramos por experimentos in vitro, nos quais elementos de matriz

extracelular são testados, como ligantes de proteínas recombinantes purificadas, que

a proteína codificada pelo inserto de cDNA Tc85-45 é capaz de se ligar de maneira

saturável a laminina e a fibronectina, mas não a albumina e gelatina. Isto nos permite
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inferir que a seqüência de peptídeos específica para a ligação de diferentes moléculas

de matriz extracelular e receptores celulares varia entre os membros da família,

constituindo uma família de glicoproteínas multiadesivas, pelo menos ao que se

refere ao grupo L

Várias linhas de pesquisa demonstraram que a fibronectina promove adesão e

captura de tripomastigotas por macrófagos e fibroblastos (Wirth & Kierszenbaum,

1984; Ouaissi et aI., 1985) e amastigotas por macrófagos murinos ou humanos

(Noisin & Villalta, 1989). As formas tripomastigotas de T cruzi reconhecem

especificamente e se ligam à fibronectina com o envolvimento da seqüência RGD e

inibem a infecção da célula hospedeira. (Ouaissi et aI., 1986).

A expressão aumentada de elementos da matriz extracelular, incluindo

fibronectina, laminina e colágenos tipos IH e IV foi descrita no tecido cardíaco de

pacientes chagásicos crônicos (Andrade et aI., 1989; Calvet et aI., 2004). O aumento

de laminina também foi descrito in vitro em culturas infectadas pelo T cruzi (Marino

et aI., 2003). Além disso, células de mamíferos infectadas por T cruzi produzem

citocinas e quimiocinas que não só participam do controle do parasitismo como

também contribuem para o estabelecimento de lesões inflamatórias crônicas em

vários tecidos-alvo e frequentemente instalam uma miocardite severa (Gilat et aI.,

1996).

A grande variação das glicoproteínas de superfície Tc-85 visualizadas em

produtos maduros (cDNA) com a manutenção de blocos conservados- ainda que não

signifique necessariamente presença de proteína- e sua correlação com a adesão a

componentes da matriz extracelular, pode estar conectada à imunoevasão. A

manutenção de grande informação genômica desta família durante o processo

evolutivo pode estar relacionada com o mecanismo de sobrevivência da espécie, com

os parasitas selecionados por sua capacidade de sobreviver e invadir células mais

eficientemente, escapando do sistema imune. As VSG (Variant Surface Proteins) são

expressas e estão presentes na superfície do Trypanosoma brucei como um

mecamsmo de escape do sistema imune (Cross, 1996). Um possível mecamsmo

semelhante com a expressão concomitante de vários membros da família na

população do T cruzi, responsáveis pela adesão do parasita a elementos do

hospedeiro, propiciariam a fixação e entrada do parasita nas células alvo, com o

consequente estabelecimento da infecção.
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6. CONCLUSÕES

1. A análise da biblioteca de cDNA enriquecida em membros da família da Tc-85
mostrou identidade de 40-90% entre seus membros, sendo que nenhum era idêntico
entre si (famíla multigênica complexa)

2. Os 30 membros obtidos quando comparados por BLASTX dividem-se em dois
subgrupos majoritários: (I) maior identidade com proteínas de superficie de
tripomastigotas; (lI) maior identidade com proteínas de superficie de amastigotas.

3. O estudo comparativo mostra a presença de variantes na região C-terminal
conhecida como FLY, a presença de dois motivos Asp box, sendo que um terceiro
motivo Asp degenerado foi observado em algumas seqüências (STDxSxxDTW-Asp
"like").

4. Todos os membros do grupo I possuem a seqüência xGExPLExxxFCF, o epítopo
do monoc1ona1 HIAIO, e a seqüência RGD.

5. Parte dos membros do grupo I contém os peptídeos caracterizados como 1igantes
de 1aminina.

6. Ensaios in vitro de adesão da proteína recombinante Tc85-45 a proteínas de matriz
extrace1ular sugerem a ligação à laminina e à fibronectina, confirmando a hipótese de
que esse grupo nos tripomastigotas está relacionado com adesão a elementos de
matriz.

7. Ensaios in vitro de adesão da proteína recombinante Tc85-34 a proteínas de matriz
extracelular, mostram que esta proteína não se liga à laminina e à fibronectina,
sugerindo que este grupo não está relacionado com adesão a elementos de matriz.
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ANEXO 1. Alinhamento global das seqüências nucleotídicas.

10 1 07
lZ 1 70
13 1 07
14 1 07
16 1 70
18 1 07
19 1 70
Z 1 70
20 1 70
ZZ 1 67
Z3 1 67
25 1 70
26 1 07
27 1 70
29 1 70
3Z 1 70
33 1 67
34 1 67
35 1 70
36 1 70
40 1 70
41 1 67
43 1 67
44 1 70
45 1 70
48 1 67
50 1 07
5Z 1 70
54 1 70
57 1 67

/0 08 ler (lG GOTG 135
lZ 71 GT.GG Gr. 1'10
13 68 GTQP Gl3,~T G 135
14 08 Ü'T13G GOTG 134
16 71 G'TOG G,J 138
18 08 OTOei T O'T 135
19 71 GTOO (;l 138
Z 71 ciTOG COTT 137
ZO 71 GTeiO OT 138
22 68 GTOei GOTI3 135
Z3 68 I3TGO I3GTG 135
25 7'1 G@OO GOTO 140

26 68 orGO TriT 134
27 71 OTOG OT 138
29 71 O~OO QTT 138
32 71 OTOO OT 138
33 08 G~GI3 GOTG 134
34 68 GTGG COT 134
35 71 GTJJI3 GT 138
36 71 GTOG GT 138
40 71 GTGO riT 138
41 68 GTeiG GGTG 135
43 68 GTGG GGTG 135
44 71 GTGG OT 138
45 71 GTGO OT 138
48 68 OTGO GOTO 135
50 08 OTGG GGTG 135
52 71 OTOO OT 138
54 71 OTGO GT 138
57 68 GTOG GGTG 135

10 136 201
12 141 210
13 130 201
14 135 204
16 139 204
18 130 201
19 139 204
2 138 204
20 139 204
22 136 201
23 130 201
25 141 210
26 135 198
27 139 204
29 139 204
32 139 204
33 135 201
34 135 201
35 139 204
36 139 204
40 139 204
41 130 201
43 136 201
44 139 204
45 139 204
48 130 201
50 136 201
52 139 204
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54 130
57 136

/0 321
IZ 331
/3 325
14 328
16 331
18 330
19 331
2 325
20 331
U 325
23 325
25 337
26 310
27 331
29 331
32 328
33 325
34 325
35 328
36 331
40 328
41 325
43 325
44 331
.t5 331

10 202
IZ 211
13 202
14 205
16 205
18 202
19 205
2 205
20 205
Z2 202
23 202
25 211
26 100
27 205
29 205
32 205
33 202
34 2D2
35 205
36 205
.to 205
41 202
43 202
44 205
45 205
48 202
50 202
52 205
54 205
57 202

208
280
208
271
274
268
274
271
274
268
268
280
262
274
274
272
268
268
272
274
272
268
208
274
274
268
268
272
274
268

372
353
378
381
387
307
387
371
387
378
378
387
383
387
387
381
376
377
384
387
381
378
378
387
387

204
201

321
331
325
328
331
338
331
325
331
325
325
337
310
331
331
328
325
325
328
331
328
325
325
331
331
325
325
328
331
325

T"T GC GA
rTTTTT
1",,1 GC GA
T,,1 GC GA
TTTTTT
TTGCAA
TTTTTT
T"T T T T T
1TTTTT
TTGCGA
TTGCGA
TCTTTT~TAGACCT
CTGTGAGGCCACCC
TTTTTT CTACCCC
TTTTCT CTACCCC
TTTTTT CTACCC
TCGCTA TTGCC
TGGCCA CTCCC
TTTTTT CTACCC
TTTTTT CTACCCC
TTTTTT CTACCC
TTGCGA GCTACCC
TTGCGA GCTACCC
TTTTTT CTACCCC
TTTTTT CTACCCC
TTGCGA GCTACCC
TTGCGA GCTACCC
TTTTTT CTACCC
TTTTTT CTACCCC
TTGCGA GCTACCC

260
281
260
272
275
260
275
272
275
260
260
281
263
275
275
273
260
260
273
275
273
260
260
275
275
260
260
273
275
260

W
12
~

14
ffi
18
ffl
2
W
U
U
H
U
U
D
U
n
u
§

~

~

ft
~

U
U
~

W
U
~

g
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~B 325
50 325
52 328
54 331
57 325

lO 372
12 353
/3 378
14 381
/6 387
18 308
/9 387
2 371
20 387
22 378
23 378
25 387
26 383
27 387
29 387
32 381
33 376
34 377
35 384
36 387
~O 381
41 378
~3 378
44 387
~5 387
48 378
50 378
52 381
5~ 387
57 378

/0 427
12 380
/3 431
14 435
/6 441
18 402
/9 441
2 420
20 441
22 431
23 431
25 441
26 432
27 441
29 441
32 435
33 420
34 425
35 438
3.6 444
40 435
~I 431
43 433
U 441
45 441
48 434
50 431
52 435
54 441
57 431

/0 470
12 422
13 485
14 488
16 404
18 500
19 404
2 470
20 500
22 481
23 482
25 401
26 484
27 404
29 404
32 488
33 406
34 478
35 401
36 407
40 488
41 482

_GC~"~G~G~~GTATGA- -CAG- _T~T~NACGA- _AAGCTGGG~'G_~'C~GGTG~- _CN~C- 378- G CC T G G . G G TA T G A - - C A G - - T G T T NA C G A - - A A G C T G G G G - G C ' G G T G - - C N T C - 378
- GC- TTT. TGÁ.G.T .. CCAACA- -A- - - - CGTGGAAGTCGGAAATAT :OCG.GATTCA. - -ACT, - 381
-GeCTTT 'TG. GT .CCAACG- -AAC- -TG TGGAAGTCGGAAATAT GCGG TTCA - -ACT - 387
-GCCTG G,G GTATGA--CAG- -TGTTCCAAA .. AAGCTGGG G-GCGGTG- -CNTC- 378

427
388
430
434
440
461
440
428
440
431
431
440
431
440
440
434
428
424
437
443
434
431
433
440
440
434
431
434
440
431

478
421
484
487
403
508
403
478
508
480
481
400
483
403
403
487
405
477
400
400
487
481
484
403
403
468
481
487
403
481

543
440
548
551
500
558
560
546
575
546
546
557
548
560
500
554
515
542
557
503
554
546
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43 485
44 494
45 494
48 468
50 482
52 488
54 494
57 482

10 544
12 44D
13 549
14 552
16 501
18 550
I~ 501
2 540
20 570
ZZ 540
23 540
25 557
26 549
27 501
2~ 501
32 555
33 510
34 543
35 558
36 504
40 555
41 540
43 549
44 501
45 501
48 492
50 540
52 555
54 501
57 540

10 013
12 490
13 016
14 010
16 028
18 007
I~ 028
2 013
20 043
ZZ 013
23 013
25 013
26 013
27 028
2~ 028
32 022
33 505
34 004
35 025
36 031
40 022
41 013
43 010
44 028
45 028
48 559
50 007
52 022
54 028
57 013

/0 075
12 500
13 080
14 080
16 008
18 077
I~ 008
2 083
20 713
22 083
2J 080
25 083
Z6 083
27 008
2a 008
32 002
33 035
3<! 074
35 005

AGA~C~... ~GGGTGAAWT~G~GG AC T T T T· G~C CAIT GGTG GC GC C- GGT GCI..•. -; T .G..AC (j.GA~A~T GGCTGCTC CG GGT AATGG CGGGGTTTCTTGC·CGCTGGTGGCTC -GGTGTT-CTGATGGAGG TGG
CTGCTC CG GGT AATGG CGGGGTTTCTTGC-CGCTGGTGGCTC ·OGTGTT-CTGATGGAGG TGO
- _. _ .... - - - - _. - _. _ .. - _ .. _ ... - - - _ .. - CACTGGTG.GCGCC- GGTGCT- CTGACGGAGA ·TGG

AGA~C~-.. !GGTGGA~T~GGG ACTTTT - G~.CCACTGGTGGCGCC - GGTGCT - CrGACGGAGA TGG
CrGCTC CG GGT AATGG CGGGGTTTCTTGC-CGCTGGTGGCTC -GGTGTT-CTGATGGAGG TGG
CTGCTC CG GGT AATGG CGGGGTTTCTTG ·CG TGGTGGC C ·GGTGTT· TGATGGAGG TGG
AGACCC--· GGGTGGATTG GGG ACTTNT-GCCCACTGGTGGCGCC-GGTGCT·CTGACGGAGA TGG
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548
500
500
491
546
554
500
546

012
495
015
018
027
000
027
012
042
012
012
012
012
027
027
021
504
003
024
030
021
012
015
027
027
558
006
021
027
012

074
505
085
088
007
076
007
082
712
082
070
082
082
007
007
001
034
073
004
700
088
082
085
007
007
028
073
001
007
082

743
020
752
755
701
743
740
740
776
748
740
740
748
701
701
755
701
740
758



10 744
12 630
13 753
14 756
16 762
18 744
I~ 747
2 747
20 777
22 750
23 747
25 747
26 750
27 762
29 702
32 750
33 702
34 741
35 759
36 765
40 750
41 750
43 753
44 762
45 702
48 006
50 741
52 756
54 740
57 750

/0 814
12 090
13 823
14 820
16 830
18 814
19 815
2 815
20 846
Z2 820
23 817
25 817
26 820
27 830
29 830
32 820
33 772
34 808
35 828
36 833
CO 820
41 820
43 823
44 830
45 830
48 700
50 811
52 820
54 740
57 820

la 881
12 767
/3 890
14 890
16 890
18 881
/~ 884
2 884
20 914
22 887
23 884
25 837
26 889
27 399
29 895
32 896

36
40
41
43
44
45
48
50
52
54
57

701
039
083
030
098
098
029
674
692
698
683

CCG"AATGGGÁTG---Q TC
CCGAATGGG"ATG- - - G TC
CCGAATGGGAGNAGGGGCG
C~GAATGG~ÁGNAGGdGCG

CCGAATGGQÁTG- - - G TC
CCGAATG~GATG- - -Q TC
tCGAATGGGAGNAGGGGCG
CCGAATGGGÁGGGGGCGCG
G;CGAATGGI3ATG- - -~TC
cêeiÁÁTOGiiÂTG---G TC
CriGAATG~GÁGNAGGQGCG
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764
740
740
752
701
701
605
740
755
740
740

813
008
822
825
829
813
814
814
844
8m
810
810
819
829
820
825
771
807
827
832
810
819
822
820
820
705
810
825
740
810

880
766
889
895
808
830
883
833
013
836
883
836
888
808
894
805
838
874
805
001
880
886
847
808
898
832
877
805
753
886

044
830
953
050
062
044
047
047
977
050
947
950
056
002
959
959



33 839 902
34 875 038
35 S90 050
36 002 005
40 S87 050
41 887 950
43 8411 911
44- SOO 002
ot5 809 002
48 833 800
50 878 041
52 SOO 050
54 753 707
57 8S7 050

10 045 1010
12 831 807
13 054 1014
14 000 1020
16 063 1020
18 045 1014
19 04ll 1014
2 04ll 1014
20 078 1044
22 051 1011
23 04ll 1008
25 051 1017
26 057 1016
27 003 1020
29 060 1020
32 000 1020
33 003 003
34 030 000
35 .060 1020
36 060 1032
40 051 1017
41 051 1011
43 012 072
ot4 003 to20
45 063 1020
48 807 057
50 942 to02
52 Doa 1020
54 70S 804
57 051 1011

10 tol1 10S0
12 808 900
13 to15 1083
14 to21 toS9
16 to30 1008
18 1015 1083
19 to15 1070
2 1015 1083
20 to45 1113
22 1012 1080
23 tODO 1077
25 1018 to80
26 1017 1083
Z7 1030 to08
29 1027 to05
32 1027 to05
33 004 to32
3:l 007 1050
35 1027 1005
36 1033 1101
40 to18 1083
41 1012 1080
43 073 1041
44 1030 100a
45 1030 100S
48 058 to20
50 to03 1071
52 1027 1095
54 S05 033
57 1012 1080

10 1031 113a
12 007 1024
13 1084 1141
14 100a 1147
16 1000 1150
18 1084 1141
19 10S0 1135
2 1084 1143
20 1114 1171
zz 1081 1138
23 1078 1135
25 1087 1154
26 1034 1141
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10 1273
12 1159
13 1270
1~ 1285
16 1291
18 1279
19 1207
2 1270
20 1300
li 1270

27 1099
29 1090
32 1090
33 1033
34 1000
35 1090
36 1102
~O 1084
41 1081
~3 1042
44 10.99
~5 1099
-48 1027
50 1072
52 1090
5~ 934
57 1081

~

12
~

14
M
18
ffl
2
W
li
n
H

"U
H
U
a
~

H
U
W
ft
Q
~

Ü
~

~

u
u
g

~

12
~

H
M
18
ffl
2
W
li
n
H

"U
H
U
a
~

H
U
W
ft
Q
~

Ü
48
50
52
5~

57

1138
1024
1141
1147
1150
1141
1135
1143
1171
1138
1135
1155
1141
1150
1154
1153
1090
1117
1153
1159
1141
1138
1099
1150
1150
1084
1129
1153
991
1138

1203
1092
1200
1215
1224
1209
1200
1210
1239
1200
1203
1224
1200
1223
1220
1221
1158
1185
1221
1228
1209
1200
1107
1224
1223
1152
1197
1221
1059
1200

. eCT.GGNCCNA
·eTTGGTCGCA
·CCTGGGCGAA
·CTTGGGCGAG
·CTTGGGCGAG
·tTTGGTCGCA
·CTTGI3TCGCA
·CTTGGGCGAG
·CTTGGGCGAG
·CCTI3GGCGAA
-CCTGGGCI3AA
·TTTI3GGCGAG
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1150
1154
1153
lOgO
1117
1153
1159
1141
1138
1099
1150
1150
1084
1129
1153
991
1138

1202
1091
1205
1214
1223
1208
1199
1209
1238
12D5
1202
1223
1205
1222
1219
1220
1157
1184
1220
1227
1208
12D5
1100
1223
1222
1151
1190
1220
1058
1205

1272
1158
1275
1284
1290
IU8
1200
1275
1305
1275
1272
1284
1273
1290
1287
1287
1227
1251
1287
1293
1275
1275
1230
1290
12.90
1221
12DD
1287
1125
1275

1338
1224
1341
1350
1350
1342
1332
1341
1371
1341



23 1273 NC 1339
25 1295 1350

26 1274 1339
27 1291 1356
29 1288 1353
32 1288 1353

33 1228 1294

34 1252 1314

35 1298 1353

36 1294 1359

40 1278 1341
41 1278 1342

43 1237 1302

44 1291 1358
45 1291 1358

48 1222 1287

50 1287 1332

52 1288 1353

54 1128 1191

57 1278 1341

10 1338 1405

12 1224 1291

13 1341 1408

14 1350 1417

16 1358 1423

18 1342 1408

19 1332 1399

2 1341 1408

20 1371 1438

22 1341 1408

23 1338 1405

25 1350 1417

26 1339 1405

27 1358 1423

29 1353 1420

32 1353 1420

33 1294 1380

34 1315 1384

35 1353 ... 1420
36 1359 . -- 1428

40 1341 - _. 1408

41 1342 _. - 1408

43 1302 - -- 1380

44 1358 - -- 1423

45 1358 - -- 1423

48 1287 -. - 1354

50 1332 .. - 1300

52 1353 . -- 1420

54 1191 - -- 1258

57 1341 - -- 1408

10 1408 1475

12 1292 1381
13 1400 1478
14 1418 1487

16 1424 1483

18 1409 1478

19 1400 1480

2 1409 1478
20 1430 1508
22 1409 1478
23 1408 1475

25 1418 1487
26 1408 1475

27 1424 1483
29 1421 1480
32 1421 1480

33 1381 1430
34 1385 1454

35 1421 T 1480

36 1427 T 1488

40 1400 T 1478
41 1400 G 1478
43 1370 G 1439
4J. 1424 T 1483
45 1424 T 1483

4B 1355 G 1424

50 1400 G 1489
52 1421 T 1480
SO:! 1250 T 1328

57 1409 G 1478

/O 1478 1545

12 1382 1428

13 1470 1548

14 1488 1557

16 1484 1583

18 1470 1548

19 1470 1530
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BIBLfOTECA,
INSTITUTO DE QUíM/CJ/,
UmV8isidade de São Paui:;:t

2 1479
20 1509
22 1479
23 1476
25 1488
26 1476
27 1484
2~ 1481
32 1481
33 1431
3t 1455
35 1481
36 1481
40 1419
ti 1419
t3 1440
tt 1484
45 1484
t8 1425
50 1410
52 1481
54 1329
57 1419

10 1540
12 1429
13 1548
14 1558
16 1564
18 1548
I~ 1540
2 1548
20 1519
ZZ 1548
23 1540
25 1555
26 1540
27 1564
2~ 1561
32 1561
33 1501
3t 1525
35 1561
36 1561
40 1548
ti 1549
43 1510
tt 1564
45 1564
t8 1495
50 1540
52 1561
5t 1399
57 1549

/0 1616
12 1486
/3 1619
14 1628
16 1631
18 1619
I~ 1601
2 1616
20 1640
22 1619
23 1616
25 1622
26 1616
27 1631
2~ 1628
3Z 1628
33 1511
3t 1595
35 1628
36 1634
40 1616
41 1619
43 1580
44 1631
45 1631
48 1565
50 1610
52 1628
54 1406
57 1619

10 1686
12 1563
13 1689
14 1698 ~

CAA~TC~. A~GTTGGG~GCGA~GAG~GA~ACAT. - . C~A.C~GC~GC~TG~C~A.TGACGmAC 1143CACTTTT· GCTTTGGCGCGTGC· . - . AAA TGC· . AC ACTTTCCTGTG CGGTGA G AC 1617
CAATTCT. ACGTTGGGGGCGACGAGIGlGAGACAT. _. C AC~GC~GCGTG CG TGACG AC 1740
CAATTCT· ACGTTGGGGGCGACGAGIGIGAGACAT. . . C AciAlGciAlGCGTG CG TGACGAC 1755

78

1548
1578
1548
1545
1554
1545
1503
1560
1500
1500
1524
1560
1500
1548
1548
1509
1563
1563
1494
1539
1560
1398
1548

1615
1495
1618
1621
1630
1618
1606
1615
1645
1618
1615
1621
1615
1630
1627
1627
1570
1594
1627
1633
1615
1618
1519
1630
1630
1564
1609
1621
1405
1618

1685
1562
1688
1697
1697
1688
1673
1682
1712
1688
1685
1688
1685
1697
1694
1694
1640
1664
1693
1100
1682
1688
1648
1697
1697
1634
1619
1694
1532
1688



16 1608 1761
18 1080 17411
19 1674 1737
2 10B3 17411
20 1713 1770 : I~
22 1090 17411
23 1690 1743
25 lOBO 1743
26 16BO 1743
27 160B 1701
29 1605 175B
32 1005 175B
33 1641 160B
34 16M 1710
35 1604 175B
36 1701 1764
40 1083 17411
41 lOBO 17411
43 1650 1707
44 100B 1761
45 100B 1701
48 1035 1002
50 1080 1737
52 1005 175B
54 1533 1500
57 lOBO 17411
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Chrornas 1.45 File: 45aj Sequence Name: 45 Runended: Mar 28,2001
10 20 30 40 50 60

.;~l>? TTCGTTTG CCT T'J'G C C c:c'J' CHi.N.:·.;.i 'J';~; T TT1'GT T '1'.:.: C TT ,..; ..~ G /.;".G G ;-.G l. TI. T l. Ci T;

Page 1 of2
70 80 90,

T G C G G G G T l' C l' C i T c; Te.: T C i· T C J.. T C r. T G G

"Gi

(A)
80



Chrornas 1.45 File: h57ay Sequence Narne: 57a Run ended: Jun 5, 2002
10 20 30 40 50 60 70

G .:.. i-. N T I'; C T TG; N T j.- TG r.C;" NT G T T r. c G r . .:'.G J...G C T G G G J..G G CJ..G G T G ;.... C l' Cf.. T G T C Ci-.r. c T G G T T G T G G GT G ;~G G C

'Page 1 of2
80 90

C~. C G C G G T C C .~. C G G l'.C G G C G T

TGGCGC
220 230 240 250

G! f.TGGC;.CGCTCCTGTTTCCCCTGG;·.GGGG."GGf.f.Tf..~.C~.i. TTCG

C.~ G C T T

(B)
081



1
Chromas 1.45 File: 50axr Sequence Name: SOa Run ended: Nov 14,2001 Page 1 of2

10 20 30 40 50 60 10 80 90 100
TTTG~.N T T T N .'. G TG T CCC TTT T Ni- : C N ."GT N C T Gi-.G G GTG G I,C l' T G .'. T C G T C T TCi-. G C T C C T C CG T CAG G C G G G Cl . .'. G T G i- i-. i- T G G C C l' C G C C T T T T T Cl. T T G G

T G l.

1'GCGG1'

,- Ti.
310 380

TGAC CCl-.CI.C GC CTGGGI·.GT

640 650 660 610
11C 1 C C I... Nr..:...r.GC;.CCGGCGCC.:...CC;...GTGGGCJ.J.;....... GT'1CCC: 1-0:.: TT

(C)
82



Anexo 3. Comparação entre as seqüências de aminoácidos de Tc-85 indicando blocos de conservação_ As
caixas sombreadas em cinza correspondem aos aminoácidos idênticos e as caixas simples aos aminoácidos
,~imill'lrp.,~

10 1 - - TKE ESEIGV KF 65
12 1 LPEGGG TPGTK RD 69
13 1 -VTKEE SEIGV KF 66
14 1 67
16 1 66
18 1 65
19 1 66
2 1 67
20 1 67
22 1 66
23 1 66
25 1 69
26 1 05
27 1 06
29 1 66
32 1 67
33 1 66
34 1 06
35 I' 67
36 1 05
40 1 67
41 1 06
43 1 66
U 1 64
45 1 64
48 1 66
50 1 66
52 1 67
54 1 59
57 1 66

10 66 126
12 70 110
13 67 129
14 68 130
16 67 131
18 66 122
19 67 131
Z 68 127
ZO 68 132
ZZ 67 129
23 67 129
25 70 132
Z6 66 131
Z7 67 131
Z9 67 131
3Z 68 130
33 67 128
34 61 129
35 68 131
36 66 130

40 68 130
41 67 129
43 67 129
44 65 129
45 65 129
48 61 129
50 67 129
5Z 68 130
54 60 124
57 61 129

10 127 - - 186
lZ 110 - - 143
13 130 - - 188
14 131 189
16 132 191
18 113 184
19 132 101
2 128 187
ZO 133 107
22 130 187
Z3 130 187
25 133 187
ZG 132 188
27 132 101
Z9 132 101
3Z 131 100
33 120 177
34 130 186
35 132 101
36 131 191
40 131 100
41 130 187
43 130 188
44 130 189
J5 130 ISO
~B 130 169
50 130 181
5Z 131 190
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54
57

125 L~VG'IO V R E P ItlS S E P .. TE .... RIIIKW!0IO I R S ILiL .. .. NIEIS T I AA HIEIG KWT .. G F LAAlGtílS IGIVILtulIEI· 0IGTILtVIF P I 184
130 LV'O GA T R SIDO R· V .. O R· . TWN~G P T PI!:JL. . R~I AP Q. T~G G L R· E L J< P T~l!:JTl§J' NI!tiJLl!:tiJ 187

10 322
12 285
13 32~

14 328
16 328
18 322
19 323
2 324
20 334
2Z 325
23 324
25 325
26 327
27 328
29 327
32 328
33 309
34 321
35 328
36 328
40 325
41 325
43 312
44 326
45 32~

10
12
13

"ffl
18
19
2
W
U
n
~

M
U
~

~

~

~

~

M
~

ft
n
«
6
U
W
g
~

g

10
12
n
14
16
18
19
2
W
U
n
~

M
U
~

~

~

~

~

M
~

•n
~

6
U
W
g
~

g

187 WRGG I TNGIOJl VIS
149
189
190
192
185
192
188
198
188
188
188
189
192
192
191
178
187
192
192
191
188
189
190
190
170
188
181
185
188

255
218
258
200
261
255
2M
257
267
258
257
257
258
201
261
200
242
255
261
201
258
258
258
259
258
240
255
200
241
258

~O C. F G G~.N L Y,,',..·E, 5.. S D....M.....•.G...• T R~.'O·CENGQR 'YESR~MO~T '
S OCF GGàN L YES S óliíliÚR i!J'
soriFGGdNL~~ISO~riTR
N· CKYS QRYESROMGTT
S O C F G G O N L Y!= S S ~~~G T R
N·CKY···· ·ESR MGT
N·CKYSQR ,E~R MeTT
N·CKYSQR iEiRÓMfrtT
S C F G G Q N L VE:S S O~1eT R
.OCFGGQNLY~SSOMGTR_

IN. CK Y S Q R v"(!=S.R OMJrr T
SOCFGG NLYE~SOMGTR

N·CKYSQR 'IEIROMG.TT
N· çKYS R 'lE,SRO'MGTr.,
N· ri K Y S QR V'ES R .MG T T
RNSPGCqOLHKOS00GPG

~
OCFGGQOLYESSM()TR

N • ti K Y S Q R Y.'....E.'.·. S R OM. G...·,:T.. T
N • C K Y S Q R J Y E,I R OMGT T
. ·C)(J<IXR YESRG'GT·T'
SOtFGGJ<J<IYESSOMDTR

Is O C F GOl'N L '(ES S o1v1I3T R~.N· CKYS.aR J-y,ES R (ÍMG,tT
N· CKYS (lR YJ::SR"tlil.GTTr~
SOCFGG NL'f,ESS .MGTR
S 6FGOQNL·~jSOMOTR
N.~KYSciR $é~Rriid~T
N· .·KYSO·· •. · .

,",5 çF G Gci NILivESIS IOMGTIR0!j
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254
217
258
259
260
254
255
256
266
257
256
256
257
260
260
259
241
254
260
260
257
257
258
258
258
239
254
259
241
257

321
284
325
327
327
321
322
323
333
324
323
324
320
327
326
327
308
320
327
327
324
324
311
325
325
306
321
327
265
324

383
346
385
387
389
384
382
385
395
384
383
380
385
389
388
389
368
377
389
389
385
384
371
387
387



10 520
12 482
13 522
U 525
16 520
18 521
19 518
2 522
20 532
22 522
23 521
25 524
26 521
27 526
29 525
32 520
33 500
34 514
35 520
36 520
40 522
~1 522

10 460
12 413
13 462
U 465
16 466
18 461
19 448
2 462
20 402
22 462
23 461
25 465
26 461
27 460
29 465
32 460
33 430
34 444
35 460
36 460
tO 462
41 462
t3 439
44 464
45 464
48 434
50 449
52 460
54 394
57 462

449
412
461
464
465
460
447
461
401
461
460
464
460
465
464
465
435
443

465
465
461
461
438
463
463
433
448
465
393
461

366
381
389
327
384

519
481
521
524
525
520
517
521
531
521
520
523
520
525
524
525
505
513
525
525
521
521
508
523
523
503
518
525
403
521

580
539
582
585
585
580
577
582
592
582
581
581
581
585
584
580
560
573
586
585
582
532

~
.
•. EKG. GAIS..L R L.1T1EmLKTIKSTLST· '~RL
N G KG E A I S L RL .I!JE E L KT I KS T L S T . • R L

O t~ G E GS O L SL S X L • A E E J G T I N F L l E T • . K K
O NG E PSOL sL S R~ . TE.. S T.i N F l l K T • • '. . K Kl~uurl~n~.,~.ul"I"IANEKGEAISL R';t:'~EElKT;'IKSTLSI' • RL

307
322
328
200
325

48
50
52
54
57

10 384
12 347
13 380
14 388
16 390
18 385
19 383
2 380
20 390
22 385
23 384
25 391
26 380
27 390
29 389
32 390
33 309
34 378
35 390
36 390
40 380
ti 385
43 372
t4 388
45 388
t8 367
50 382
52 390
54 328
57 385

85



43 509
44 524
45 524
48 504
50 519
52 526
54 464
57 522

569
583
583
564
579
586
523
582

86
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