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Resumo

Varios laboratérios descreveram moléculas que estdo envolvidas
na invasao do Trypanosoma cruzi a célula hospedeira. Nosso laboratério
foi o primeiro a descrever moléculas de 85 kDa pertencentes a uma
familia de glicoproteinas (Tc-85) que possuem graus diferentes de
homologia de seqliéncia com os membros da superfamilia das
gp85/transialidases. Um componente acidico (Tc85-11) da familia Tc-85
que se liga a laminina e a receptores da célula hospedeira foi clonado e
expresso (Giordano et al., JBC 274, 3461,1999). Nos levantamos a
hipotese de que o polimorfismo dos diferentes membros da familia Tc-
85 poderiam determinar diferentes propriedades da adesdo a célula
hospedeira.

Para provar tal hipdtese, uma biblioteca genOmica de Tc-85
utilizando o vetor PpTEX e o0s seguintes primers: R-1 (57)
ATGTCCCGGCGTGTGTTTACTTCC e GPI-2(3")
TCACAAAGTCGCAAAGCCCCACAGTCC, foi digerida com enzimas de
restricao resultando em fragmentos de tamanho esperado (~2-2,5 kb)
em 91% dos clones selecionados. Treze clones foram seqlenciados em
suas extremidades 5 e 3°. Nenhum era idéntico entre si apesar da
variabilidade da homologia de sequéncia (40-70%). No entanto, quando
comparadas as regides codantes para o peptideo sinal foi encontrada
uma homologia de 90%. Para assegurar a clonagem de genes
funcionais, uma biblioteca de cDNA foi construida com primers
degenerados (5 -ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTG, 3°-
ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC) por transcrigdo reversa de
seqgléncias conservadas da superfamilia das gp85/transialidases,
excluindo a seqUéncia codante para o peptideo sinal e a seqléncia
codante para ancora de GPI (presenga de aminoacidos hidrofobicos). Os

cDNAs foram amplificados e clonados no vetor de expressao



pCR®T7/NT-TOPO. Foram selecionados 60 clones que foram submetidos
a analise de restricdo e 90% deles mostraram fragmentos com tamanho
esperado. As proteinas de fusdo de 4 destes clones foram reconhecidas
em Western blot por um anticorpo policlonal feito contra um fragmento
da Tc85-11 (H3.3). As seqgliéncias obtidas da extremidade 5" revelou
que os quatro clones pertencem a superfamilia das gp85/transialidase
(GenBank™). O alinhamento destas seqiiéncias com a Tc85-11 mostrou
uma homologia de 60-80% e uma identidade de 40-70% na seqléncia
de aminoacidos. Estes dados confirmam a heterogeneidade da familia da
Tc-85 que é expressa pelo parasita. Ademais, a expressao de elevadas
quantidades das proteinas correspondentes permitird a identificagdo dos
ligantes respectivos para estas proteinas de superficie especificas de
tripomastigotas.

vi



Abstract

Several laboratories described molecules that are involved in
Trypanosoma cruzi invasion of host-cells. Our laboratory was the first
to describe molecules of 85 kDa belonging to a glycoprotein family
(Tc-85) having different degrees of sequence homology with the
members of the gp85/trans-sialidase supergene family. An acidic
component (Tc85-11) of the Tc-85 family that binds to laminin and to
host-cell receptors was cloned and expressed (Giordano et al., JBC
274, 3461, 1999). We raised the hypothesis that the polymorphism of
different members of the Tc-85 family could specify different
adhesion properties to host proteins.

In order to prove the hypothesis, a genomic library of Tc-85
using the pTEX vector and primers R-1 (59
ATGTCCCGGCGTGTGTTTACTTCC and GPI-2 (3"
TCACAAAGTCGCAAAGCCCCACAGTCC was cut with restriction
enzymes resulting in fragments of the expected size (~2-2.5 kb) in
91% of the clones. Thirteen clones were sequenced from their 5’ and
3’ terminal ends. None were identical in spite of a variable sequence
homology (40-70%), as opposed to 90% of homology when the
signal peptide coding regions were compared. In order to assure the
cloning of functional genes, a cDNA library was constructed with
degenerated primers ((5') ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTG / (3')
ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC) for reverse transcription of
conserved sequences from the gp85/trans-sialidase supergene family
excluding the hydrophobic sequences from both extremities. The
cDNAs were amplified by PCR and cloned into pCR ®T7/NT-TOPO
expression vector. 60 clones were selected and were subjected to
restriction analysis and 90% of the clones showed fragments with the
expected size. The expressed fusion proteins of 4 of these clones
were recognized in Western blots by a polyclonal antibody raised

against a fragment of Tc85-11 (H3.3). The sequences obtained from

vil



the 5’ termini revealed that all four clones belong to the gp85/trans-
sialidase supergene family (GenBank ™). The alignment of these
sequences with Tc85-11 showed a homology of 60-80% and an
identity of 40-70% in aminoacid sequence. These data confirm the
heterogeneity of the Tc-85 family that is expressed by the parasite.
Additionally, the expression of high amounts of the corresponding
proteins will allow the identification of putative ligands for these

trypomastigote specific surface proteins.
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1. INTRODUCAO

Trypanosoma cruzi é o parasita que causa a doenca de Chagas e
prolifera no citossol de células de mamiferos, com um ciclo de vida que
se alterna entre invertebrados e vertebrados. Trata-se de um ciclo
complexo, pois possui trés formas de desenvolvimento: epimastigota,
amastigota e tripomastigota. Dias, E. (1934) apresentou uma descrigdo
do ciclo evolutivo do parasita que, com algumas modificagoes,
permanece até hoje (figura 1). Os insetos vetores da familia Reduviidae
ao alimentarem-se de sangue dos vertebrados parasitados, adquirem a
forma sanguinea do hospedeiro. No intestino do inseto, o parasita
diferencia-se em epimastigota, que € uma forma ndo infectiva e capaz
de se dividir. Na porgdo superior do trato digestivo, os epimastigotas
diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos (eliminados nas fezes)
capazes de infectar o hospedeiro vertebrado. No hospedeiro vertebrado,
os tripomastigotas metaciclicos podem ser fagocitados por células
mononucleares e macrofdgicas, ndo sendo, entretanto, destruidos por
elas. Ap6s o rompimento do vacuolo parasitéfago permanecem livres no
citoplasma onde se diferenciam em amastigotas. Os amastigotas sdo as
formas multiplicativas do hospedeiro vertebrado que posteriormente
diferenciam em tripomastigotas, que sdo liberados no meio por

rompimento das células.



Epimastigota Trimastigota

Metaciclico

Inseto

Hospedeiro
Vertebrado

Invasao

Célula
Alvo

Figura 1: Ciclo do Trypanosoma cruzi.



O processo pode ser reiniciado pela invasdo de novas células ou
pela captura de tripomastigotas pelo inseto vetor quando este se
alimenta de sangue.

A doenga de Chagas, de acordo com a OMS (WHO, 1996), afeta
18 milhdes de pessocas nas Américas, e que em torno de 100 milhdes
(25% da populagao latino-americana) fazem parte do grupo de risco de
contrair a infeccdo. No entanto, o programa de controle domiciliar
mediante o uso de inseticidas, na tentativa de interromper o ciclo de
transmissao envolvendo o vetor, tem permitido que 90% dos municipios
infectados no Brasil estejam livres da transmissdo da doenga. Os dados
também indicam que houve reducgdo na taxa de contaminagdo por
transfusdo sanglinea de 6,5% para 1%. Embora a transmissdo tenha
sido eficientemente controlada, infecgdes congénitas e transfusdo
sanguinea sdo ainda importantes fontes da doenca. Fatores econémicos
e de saude publica, particularmente em alguns paises latino-americanos,
fazem com que a doenga de Chagas continue sendo um sério problema.
No entanto, a existéncia de um ciclo silvestre do parasita, a invasao
dessas regides pelo homem e a descontinuidade dos programas de
controle domiciliar fazem com que novos casos de infeccdo surjam na

populagdo, mesmo em paises onde a transmissdo parecia sob controle.



1.1. Interacdo parasita-célula hospedeira

O parasita € capaz de invadir uma ampla quantidade de linhagens
celulares, com excegdo de hemacias e células hematocitopoiéticas
(Dvorak e Howe, 1976). Todavia, in vivo o parasita aloja-se
preferenciaimente em células musculares, células inervadas pelo
sistema nervoso autbnomo e macrofagos. Este tropismo parece ser
dependente nao apenas do tipo celular, mas também da cepa de T. cruzi
(Andrade, 1974; Melo et al., 1978). Tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas sdo engolfados por macroéfagos com formacdo do vacuolo
parasitéfago, mas somente as formas tripomastigota e amastigota sao
capazes de sobreviver e dar continuidade a infecgdo. Os macrofagos
estimulados in vivo por uma resposta imune especifica para 7. cruzi ou
por agentes inflamatérios sdo capazes de eliminar todas as formas do
parasita (Kress et al., 1975; Nogueira e Cohn, 1976). O tratamento de
macrofagos com proteases, glicosidases e inibidores metabdlicos
(tunicamicina, cicloheximida), indicaram que proteinas e carboidratos
presentes na superficie destas células eram importantes para a invasao
pelo parasita (Araujo-Jorge, 1989).

O processo de adesdo e invasdo é dotado de mecanismos ainda
pouco elucidados (Colli, 1993). Testes com células ndo-fagociticas

profissionais mostraram que o processo de adesdo de tripomastigotas é



dependente da energia metabdlica do parasita (Schenkman et al., 1991)
e que a entrada de tripomastigotas ocorre preferencialmente pela regiao
basolateral, independente do citoequeleto das células (Schenkman et
al., 1988).

A etapa de adesdo, segue-se a interagdo do parasita. Tardieux et
al. (1992) verificaram que a migracao dos lisossomos ocorre
precocemente, sendo visualizada mesmo quando o parasita ainda esta
fora da célula, aderido a membrana celular e que a membrana dos
lisossomos contribui para a formacdo do vaclolo parasitéfago. Os
autores também observaram que tratamentos que induzem a
movimentagdo de lisossomos da regido perinuclear até préximo a
membrana plasmatica aumentam a infeccdo de células NRK (normal rat
kidney cells) por tripomastigotas. O tratamento que inibe a migragao
também inibe a infecgdo. Nesse fendmeno foram detectados pulsos
intracelulares de calcio na célula hospedeira, levantando a hipdtese de
que este ion seja o segundo mensageiro utilizado (Tardieux et al.,

1994).



1.2. Familia das trans-sialidases

Sialidases sao enzimas hidroliticas presentes de virus a eucariotos
superiores (Buschiazzo et al., 1997). A trans-sialidase do tripanosoma é
a unica que realiza a reacdo de transferéncia de um 4&cido sialico a
partir de glicoconjugados pré-formados do hospedeiro ou do meio em
que se encontram esses parasitas, em vez da reagdo tipica de hidrélise
encontrada na maioria das sialidases (Smith et al., 1997; Franchin et
al., 1997). O acido sidlico, ligado por ligagdes 2,3 nos glicoconjugados,
¢ transferido para aceptores da superficie celular do parasita que
contém residuos pB-galactosil terminais (Colli, 1993, Cross e Takle,
1993; Schenkman et al., 1994; Ribeirao et al., 1997).

A familia das trans-sialidases (familia TS) (figura 2) possui no
minimo 140 membros que podem ser classificados em grupos, de
acordo com a estrutura e funcdo das proteinas. As proteinas dessa
familia tém como caracteristica a presenca de pelo menos um motivo
conservado dos aminoacidos SxDxGXTW (Asp box). Em todos os
membros da familia é encontrada uma seqiiéncia de aminoacidos
(VTVXNVXLYNR) altamente conservada proxima a regido C-terminal
(Colli, 1993; Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994). O motivo
FRIP (Phe Arg Ile Pro) tipico das sialidases é encontrado préximo ao

amino terminal das moléculas. Adotaremos aqui a classificagdo



apresentada na tabela 1 (Frasch, 2000). Dois grupos (TS e TS I) sao
expressos pelos tripomastigotaAs e sdo ancorados por glicosilfosfatidil-
inositol (GPI) na membrana do parasita. Estes grupos possuem duas
regides principais: N-terminal (catalitica) e C-terminal, com repetigdes
dos aminocdcidos DSSAHSTPSTPA (“SAPA repeats”). Ocorre uma
diferenga essencial entre o grupo TS e TS I na regidao N-terminal. O
grupo TS tem atividade de trans-sialidase, porém o grupo TS I ndo
possui tal caracteristica, devido a uma substituicdo da Tyr342 por
histidina.

Os membros de terceiro grupo (TS-e) sdao expressos por
epimastigotas, a regiao repetitiva SAPA é ausente e possuem atividade
de trans-sialidase. Assim, a regido repetitiva SAPA ndo é determinante
para a atividade enzimatica. No entanto, a presenga das repeticdes
modula a produgdo de anticorpos contra a regido catalitica. Essas
repeticdes sdo imunodominantes e se propde que devem prevenir a
formagdo precoce de anticorpos contra a regido catalitica, com inibigdo
da atividade enzimatica. E sugerido que esta deve ser a maneira de
escape usada pelo parasita no periodo agudo da infecgdo, possibilitando
portanto a ftransferéncia de 4acido sidlico pela trans-sialidase para
moléculas da superficie do parasita. Posteriormente, imunogiobulinas
sdo produzidas também contra o sitio catalitico que sdo capazes de

inibir a atividade enzimatica (Buscaglia et al., 1998), prevenindo a
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invasdao macica das células pelo parasita, permitindo assim a

sobrevivéncia do hospedeiro infectado.

1.3. Familia trans-sialidase simile

Recentemente, alguns genes ja& identificados similares aqueles
codificados pela familia das trans-sialidases, mas que ndo tém atividade
enzimatica foram incluidos nesta familia trans-sialidase simile (Frasch,
2000) (figura 2). Estes genes foram agrupados desta forma, porque
apresentam identidade de 30-40% com o0s genes das trans-sialidases e
também pelas seqléncias deduzidas de proteinas da maioria dos
membros terem 1-4 copias do motivo SXDXGXTW e o motivo
VTVXNVFLYNR, caracteristico de todos os membros da familia das trans-
sialidases e da familia trans-sialidase simile.

Membros da familia trans-sialidase simile podem ser classificados
em trés grupos de acordo com a identidade de sequéncia, massa
molecular e outros.

Algumas caracteristicas da familia trans-sialidase simile chamam a
atengdo. Observa-se que a maioria dos membros sdo encontrados na
membrana celular de tripomastigotas metaciclicos, tripomastigotas
sanglineos e amastigotas intracelulares, isto €, sdo as formas que

interagem com o hospedeiro vertebrado.



Os membros desta familia apresentam fungdes diferentes, como
proteinas regulatérias que restringem a ativagdo das vias cldssica e
alternativa do complemento ligando-se aos componentes C3b e C4b
(Tomlinson et a/, 1998) e proteinas que se ligam a laminina e superficie
celular (Giordano et al., 1999; Ramirez et al., 1993). Sdo também os

principais antigenos do parasita.

SXDXGXTW  VTVXNVFLYNR repetigdes

RRRRARRRRRE ~C

Peptideo Ancora de GPI

I

1

]

:
sinal !

g C-terminal

! (tamanho variavel)

N-terminal
(~640-1000 aa)

SXDXGXTW VTVXNVFLYNR

Tc-85
Peptideo Ancora de GPI

sinal

Figura 2: Estrutura geral dos membros das familias das trans-sialidase e trans-sialidase simile.
As fungOes propostas da regido N-terminal em diferentes membros sdo: atividade de trans-
sialidase, proteina regulatéria do complemento, adesdo celular, adesdo a B-galactose e adesdo a
taminina. As repetigdes na regido C-terminal podem estar envolvidas em: multimerizagdo da
proteina, estabilizagdo da proteina no sangue e modulagdo da resposta imune contra a regido N-
terminal. As repetigdes do C-terminal estdo presentes em alguns membros da familia
(DSSAHSTPSTPA). Os aminoacidos FRIP correspondem a PheArgllePro..
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1.4. Moléculas envolvidas na invasao do parasita.

As familias das trans-sialidases, das trans-sialidase simile e
também a familia das mucinas constituem os grupos de proteinas mais
abundantes da superficie do Trypanosoma cruzi. Os genes destas
familias ocupam 5% do genoma do parasita. A descrigdo das fungdes
atribuida a estas proteinas ¢é feita abaixo.

A correlagdo de varias glicoproteinas de superficie com o processo
invasivo do T. cruzi, principalmente com a etapa de adesdo, tem sido
apontada por diversos grupos de pesquisa, envolvendo proteinas de 80-
90kDa pertencentes a superfamilia das gp85/trans-sialidases. Foi
proposto que a sialilagdo ocorrida na superficie do parasita estd
relacionada com a invasdo da célula hospedeira (Schenkman et al.,
1991). Outra funcdo poderia ser a protecdo a lise, por um caminho
alternativo do complemento durante a circulagdo do parasita na fase
aguda da doenga ou seu escape do vacuolo parasitéfago (Colli, 1993).

Uma glicoproteina de 90kDa, especifica de tripomastigotas
metaciclicos, parece estar envolvida no processo de invasdo sugerida
pela inibicdo da invasdo de células fagociticas profissionais pelo
anticorpo monoclonal 1G7 dirigido contra esta proteina (Yoshida et al.,
1990). Apresenta carboidratos N-ligados do tipo a-manose e encontra-

se associada a membrana por uma ancora de GPI. Um clone de cDNA
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(MTS-gp90), que codifica para a porcdo carboxi-terminal da molécula e
que apresenta homologia significativa com membros da superfamilia das
trans-sialidases, foi isolado e caracterizado

Os tripomastigotas metaciclicos expressam uma glicoproteina de
superficie de 82kDa que foi relacionada com a invasdo celular (Ramirez
et al., 1993). Anadlises da seqléncia de aminoacidos sugerem a
existéncia de varias modificagdes pds-traducionais, como N-glicosilagdo
e adicdo de ancora de glicosilfosfatitil-inositol. De forma incomum, a
gp82 ndo contém a seqléncia amino-terminal correspondente ao
peptideo sinal (Gafvelin et al., 1997). Foi demonstrado que os
requerimentos para a seqléncia do peptideo sinal e processamento no
T. cruzi sao distintos dos de mamiferos. A gp 82 ndo é eficientemente
processada em células VERO, possivelmente pela auséncia de
reconhecimento de sinais para a translocagdo até o reticulo
endoplasmatico da célula de mamifero (Ramirez et al., 1999). Peptideos
derivados da gp82, previamente implicados na invasdo de célula
hospedeira, foram expressados como proteinas de fusdo com a proteina
LamB de Escherichia coli expondo o peptideo na superficie celular e se
mostrou que estas bactérias aderem as células Hela. As proteinas de
fusdo purificadas, ao ligarem-se as células Hela, inibiram a infecgao por

T. cruzi (Pereira et al., 1999).
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Uma das primeiras glicoproteinas de superficie 85 KDa (Tc-85)
(Katzin et al., 1983), especifica de tripomastigotas, que se liga a lectina
WGA (wheat-germ agglutinin) foi descrita em nosso laboratorio.
Anticorpos monoclonais (Mab H1A10) gerados contra esta glicoproteina
sSao capazes de inibir entre 50-90% a invasdo de células de cultura pelo
parasita, dependendo da cepa e do estagio do parasita utilizado (Alves
et al., 1986). A Tc-85 apresenta-se polimoérfica quando analisada por
eletroforese bidimensional (pIs 5,5-9,0) (Abuin et al., 1989)
constituindo uma familia de proteinas. Um dos membros, com pl
acidico, liga-se a laminina, componente mais importante da ldmina basal
(Giordano et al., 1994), levantando a possibilidade de que pelo menos
alguns membros da familia sejam moléculas de adesdo (Alves, 1996). A
Tc-85 esta ligada a membrana por uma ancora de GPI-glicosilfosfatidil-
inositol (Couto et al.,, 1993) e carboidratos N e O-ligados estdo
presentes na Tc-85. Uma Unica estrutura de oligossacarideos N-ligado a
proteina foi isolada e caracterizada e em manoses, possivelmente como
dissacarideos, foram encontradas O-liga¢des (Couto et al., 1990).

A clonagem de um membro acidico da familia da Tc-85 (Tc85-11)
mostrou que a proteina recombinante liga-se a laminina e tem
identidade com todos 0os membros das gp85/trans-sialidases. Apresenta
dois motivos da neuraminidase bacteriana Asp Box (SKDNGSTW,

SCDMGKTW) e a seqiiéncia comum aos membros da familia das trans-
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sialidases (VTVNFLYNR) na porcdo carboxi-terminal. O epitopo do
anticorpo monoclonal (Mab H1A10) foi mapeado, localizando-se proximo
a sequéncia comum aos membros da familia (VTVNFLYNR) (Giordano at
al., 1999).

Ha ainda evidéncias de que outras moléculas tanto do parasita
quanto do hospedeiro estejam envolvidas na invasdao como a
fibronectina, heparina e receptor de TGFB, entre outras (Cornette e col.,
1988; Ortega-Barria e Pereira, 1991, Ouaissi e col., 1992).

Os resultados obtidos pelos diferentes grupos da area levaram o
laboratério a trabalhar com a hipotese de que diferentes membros da
familia da Tc-85 se ligam a diferentes componentes da matriz
extracelular, da membrana basal e da superficie celular do hospedeiro.
Alternativamente, cada membro poderia ter multiplos sitios de ligagao.
Evidentemente, as duas hipéteses ndo sdo mutuamente exclusivas.

Para verificar a validade das hipéteses acima, havia a necessidade
de se obterem diferentes proteinas da familia, sendo que o passo inicial,
seria a obtengdo de uma biblioteca enriquecida nos genes da familia da
Tc-85. A caracterizagdo geral dessa biblioteca, a obtengdo de proteinas
de fusdo de alguns desses clones para o estudo posterior de sua ligagao
a células e a componentes da matriz extracelular (como laminina,
fibronectina, heparina) foram os objetivos iniciais de meu plano de

mestrado.
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Para o inicio do projeto partiu-se de uma biblioteca gendmica
enriquecida de Tc-85 gue ja havia sido construida por Ricardo Giordano.
Entretanto, as proteinas de fusdo obtidas correspondentes acs genes
desta biblioteca eram muito insollveis, dificultando a expressao e a
purificacdo das proteinas de fusdo. Com isso, partiu-se para a obtengéo
de uma biblioteca de cDNA enriquecida de Tc-85. Foram isolados 60
clones desta biblioteca que foi parcialmente caracterizada. Os resultados

obtidos constam desta dissertacao.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho sao:
1) Obter e caracterizar uma biblioteca enriquecida de Tc-85;
2) Obter proteinas de fusdo e verificar sua ligagdo a célula

hospedeira ou a componentes da matriz extraceluiar.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencdao de parasitas (epimastigotas e tripomastigotas de
cultura de tecido). Formas tripomastigotas de 7. cruzi cepa Y foram
obtidas do sobrenadante de cultura de células LLC-MK; (10 garrafas de
75 ml) previamente infectadas com 30 a 50 milhdes 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 DME. Ao final
foram obtidos aproximadamente 6x10° parasitas. As formas
epimastigotas de T.cruzi, cepa Y, foram obtidas por cultivo das células
em meio LIT (Liver Infusion and Triptose), segundo Camargo (1964) e

Castellani et al.(1967).

3.2. Extracao de RNA total. Foram utilizados 15 ml do reagente
Trizol™ (GibcoBRL) para 6x10° parasitas. Apds a lise e incubagdo (5

minutos a temperatura ambiente) das células com o reagente, foram
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adicionados 200ul de cloroférmio para cada 1ml de Trizol™

, 0 extrato foi
agitado gentilmente e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente.
As fragdes aquosa e organica foram separadas por centrifugagdo
(12000g, 15 min., 4°C). O RNA da fase aquosa foi precipitado com
isopropanol (0,5ml/1 ml de Trizol™) e apds 10 minutos & temperatura
ambiente, foi submetido a centrifugagao (12000g, 10 minutos, 4°C). O
precipitado de RNA foi lavado com etanol 75%, com centrifugagao de
7500g, 5 min., 4°C. Ap6s a secagem de 5-10 minutos & temperatura
ambiente, o precipitado foi dissolvido com 200ul de agua livre de
RNAase e incubado por 10 minutos a 56°C. Através da leitura Optica
260/280nm, fez-se a corregdao da concentragdo do RNA para isolamento
do mRNA para 0,55 mg/ml, com ajuste da concentragdo de sal para

0,5M (0,1 volume NaCl 5M).

3.3. Extracdo de mRNA. Foi utilizado kit MessageMaker™ (GibcoBRL).
O RNA total foi aquecido por 5 minutos a 65°C e posto em gelo. Foi
utilizado o volume de oligo d(T) indicado pelo fabricante e incubou-se a
mistura RNA+oligo d(T) por 10 minutos a 37°C. A mistura foi transferida
para a seringa-filtro e lavada duas vezes como descrito pelo fabricante.
A eluigdo do mRNA foi feita com &gua aquecida a 65°C no volume
indicado pelo fabricante. O RNA eluido foi submetido ao mesmo

processo descrito acima. A concentragdo do mRNA obtida foi de ~ 68

ng/ul.



3.4. Oligonucleotideos utilizados no PCR. Estes oligonucleotideos
foram utilizados para a obtencdo da biblioteca de cDNA enriquecida em
membros de Tc-85. O alinhamento de alguns genes codantes para
proteinas da familia gp85/trans-sialidases (SA85-1, TC85-11, GP85-1,
SILVIO, GP85-2, TSA-1 e TSA-E3), mostra regides altamente
conservadas. Com base nestas regides, foram sintetizados os seguintes
oligonucleotideos iniciadores:

I (5') ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTG

II (3") ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC

3.5. Preparacao do cDNA. Foi utilizado o kit First-strand cDNA
Synthesis (Amersham Pharmacia Biotech) para obtengao da primeira fita
de cDNA, com a seguinte mistura de 33ul reagao: Mix 11ul; primer Not
(1:25) 1pl; DTT 1ul; mRNA (136 ng) 2ul. A reagdo foi realizada por 45
minutos a 37°C, 15 minutos a 42°C e inativada por 5 minutos a 90°C e o
tubo de reagdo foi entdo mantido em gelo. Este kit € dotado de uma
transcriptase reversa de virus de leucemia murina e o primer Not possui
uma cauda de 18 timinas. Posteriormente, a primeira fita foi selecionada
e amplificada por PCR com a seguinte reagdo: a mistura anterior (33ul)
adicionaram-se: 40pmol dos oligonucleotideos I e II (I (5') ATITIT
GTTCCGCAGAAGACGCAGGTG/ II (3") ATTCAGTGGGCGGTTGTACAG
AAAGAC ); 0,5ui de Taq polimerase em volume final de reagdao de 100pl.

O ciclo de PCR utilizado foi: 1min./94°C; 45 seg./55°C; 2min./72°C.
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3.6. PCR para obtencdao do cDNA de Tc-85. A reacao de amplificagdo

foi feita com a AmpIiTaqTM Gold (Perkin Elmer) e cDNA de Tc-85,
usando-se oligonucleotideos iniciadores I (59
ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTG / (3"
ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC, dNTP (200uM), tampdo 10x para
PCR (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI 50 mM) e MgCl,. A amplificagao foi
feita apoOs estabelecer experimentaimente as condi¢des de temperatura
de reassociacao, de concentragdo de MgCl, (4mM) e da quantidade de
DNA adequadas a reacgdo de polimerase em cadeia. O ciclo utilizado foi:

1min./94°C; 45 seq./55°C; 2min./72°C.

3.7. Preparacao de bactérias competentes com cloreto de calcio.
Esta preparacdo 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 MgSO,4 e incubada a 37°C durante a noite. Uma
colbnia isolada foi colocada em 2 mi de meio SOB pré-aquecido a 37°C e
mantido por ~2 horas a 37°C e 200 rpm até D.O.¢00 nm = 0,5. O pré-
inoculo foi transferido para 50 ml de meio SOB aquecido e incubado a
37°C e 200 rpm até D.O.go0 nm = 0,6. O frasco com a cultura de
bactérias (tubo de centrifuga de 50 ml) foi mantido em gelo por 15

minutos e a seguir foi adicionado 0.5 ml de MgCl, 1M incubado por mais
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15 minutos. A cultura foi centrifugada por 15 minutos a 5000 rpm e 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 10 ml
de tampdo RF I (vide abaixo) gelado deixando em repouso no gelo por
15 minutos. Foi realizada a centrifugagao por 10 minutos a 5000 rpm e
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 ul, congeladas em banho de gelo seco/acetona e
armazenadas por até 2 meses a -80°C.

RFI : KCl 1M (100mM); MnCl; . 2 H,O 1M (50 mM); acetato de potdssio
0,5MpH 7,0 (30 mM); CacCl,. 2 H,O 1M (10 mM); glicerol 15%. O pH
do tampao foi ajustado para 5,8 com acido aceético e esterilizado por
filtragao.

RFII : KCI'1 M (75 mM); Ca Cl,. 2 H,O 1M (75 mM); MOPS 0,5 M pH
7,0 (10 mM); MgCl, 1M (10 mM); glicerol 15%. O pH do tampao foi

ajustado para 6,8 com acido acético e esterilizado por filtragdo.

3.8. Preparacdo de células para a eletroporacdo (E. coli DH10B).
A eletroporagdo foi realizada na transformacdo de E. coli para obtengao
de uma maior eficiéncia na construcdo da biblioteca genémica. As
células foram preparadas como descrito na literatura (Technical Tips,

1995). Uma coldnia isolada foi inoculada em 1 ml de meio LB e incubada
a 37°C durante a noite. No dia seguinte, esta cultura foi inoculada em

100ml de LB a 37°C e 200 rpm até D.O.¢o0 nm= 0,6. A cultura foi
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centrifugada a 3000 g por 5 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado
com glicerol 10% (2 vezes), ressuspendido em meio GYT (10% dglicerol,

0,125% extrato de levedura e 0,25% de triptona) e as células foram

aliquotadas (50ul), congeladas a - 80°C e armazenadas por até 2 meses.

3.9. Biblioteca de cDNA de Tc-85. A biblioteca de Tc-85 construida
anteriormente no vetor pTEX (figura 3) ndo foi utilizada para expressao
em bactéria, pois contém a 5' a regido do peptideo sinal que direciona a
proteina para a glicosilagdo no reticulo endoplasmatico e uma sequéncia
a 3' que codifica para uma regido em aminoacidos hidrofébicos, tipicos
de insercdo de ancora de GPI. Dessa maneira, a construgdo da nova
biblioteca visou a retirada destas duas porcdes.

Em uma primeira tentativa, utilizou-se o vetor pPROEX-1 com sitio
de clonagem Ehe I (GGC/GCC:‘ produz extremidades nao coesivas). Com
o surgimento de varias dificuldades com este tipo de ligacdo optou-se
pela utilizagdo do kit pCR®T7/NT TOPO Cloning (Invitrogen). Este kit
possui um vetor linearizado pela topoisomerase e possui nas
extremidades 3’ uma timina (T) (figura 4). A ligacdo do vetor com o
produto de PCR contendo adeninas na extremidade 3’ & muito eficiente
e ocorre em 5 minutos a temperatura ambiente. A topoisomerase liga-se
a fita dupla do DNA e cliva o esqueleto fosfodiéster em uma fita no sitio
especifico 5’ C/T (CCTT). Na reacdo de clivagem a energia de ligagdo é
conservada através da ligagdo covalente entre o fosfato 3’ da fita clivada
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e a tirosina-274 da enzima. A topoisomerase pode religar
covalentemente a fita de DNA a que esta presa ou pode religar um
aceptor heterélogo criando uma molécula recombinante. Esta é uma

reacao de transesterificacdo (Cheng et al., 2000).

Nde |
Nhe |

[w RBS ATG 6xHis Xpress™ Epitope EK

NT-TOPO*

Figura 4: Vetor de expressdo em bactérias utilizado na construgdo da biblioteca de
cDNA.
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3.10. Reacdo de ligacdo e transformacao. A reagao de ligagdo
realizada foi a seguinte: 1ul do produto de PCR (56 ng de cDNA);
solugdo salina (200 mM NacCl, 10 mM MgCl,); 1ul vetor pCR T7 (10 ng)
em um volume final de 5 ul. A mistura foi mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos. As células competentes (E. coli TOP10F),
previamente mantidas em gelo, foram transformadas com 2ul do

produto da reagao anterior.

3.11. Mini-preparacées de DNA plasmidial. As bactérias
competentes foram transformadas com 1pul (~100ng) da biblioteca de
cDNA de Tc-85, obtendo-se coldnias isoladas. Cada colonia foi crescida
separadamente em meio seletivo contendo ampicilina (100 pg/ml) a
37°C, 200rpm, durante a noite. As mini-preparagdes de DNA plasmidial
foram feitas utilizando-se o sistema de extragdo e purificagdo de DNA
FlexiPrep™ (Amersham Pharmacia Biotech) segundo instrucdes do
fabricante. As preparacgdes obtidas foram ressuspendidas em 50 ul de
tampdo TE. Os clones da biblioteca gendémica também foram preparados

da mesma forma.

3.12. Digestdao dos ciones purificados e analise de restrigdo. Dos
clones da biblioteca genbmica de Tc-85 foi digerido 1ul do DNA
purificado com as enzimas de restricdo BamHI e Xho I, pois a clonagem
deu-se nestes sitios. Os clones da biblioteca de cDNA enriquecida em
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Tc-85 foram digeridos (2ul do cDNA purificado) com Bam HI e Eco RI
(10 unidades de cada) e BSA diluida 100x. A reagao de digestao foi
mantida a 37°C por 2 horas. Toda reacdo foi aplicada em gel de agarose

(1%).

3.13. PCR dos clones (preparacdao para a analise de restrigao
utilizando SAU 3AI). Previamente a analise de restricdo (figura 5),
realizou-se PCR dos clones da biblioteca gendémica utilizando os primers
pTEX 5" e 3' (0s mesmos utilizados para o sequenciamento e descrito no
item correspohdente) para a amplificacdo de fragmentos. O

procedimento executado foi o descrito no manual do fabricante da

AmpliTag™ Gold (Perkin Elmer), utilizando-se 30 ciclos de 94°C/1’,
54°C/1', 72°C/2'. O produto da reagao de PCR foi purificado com
fenol/cloroférmio, precipitado com etanol e ressuspendido em 30 pl de

tampao TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).

3.14. Analise de restricdo dos clones sequenciados. Os clones da
biblioteca gendmica purificados como descrito anteriormente, foram
digeridos com Sau 3AI (volume da reagao de 20ul, mantida a 37°C, 2
horas) e o produto da digestao foi aplicado em gel de acrilamida para
acidos nucléicos (8%). O padrdo de massa molecular utilizado foi o
Ladder 100 pb (Gibco). Para assegurar-se sobre o tamanho dos

fragmentos também utilizou-se pBluescript digerido com Sau 3AI como
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comparagao, ja que o padrdao de digestdo desse vetor €& conhecido

(dados nao mostrados).

SacSacll

Figura 3: Vetor (5,6kb) para expressdo em bactérias utilizado na construgdo da biblioteca
gendmica de Tc-85.
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3.15. Preparacdao de DNA genomico de T. cruzi. Esta preparacao foi
realizada para obtengdo de molde para a reacdo de PCR feita como
descrito por Sambrook et al, 1989. O DNA foi obtido a partir de
aproximadamente 1 x 10!° epimastigotas de T. cruzi cepa Y que foram
ressuspendidas em 10 ml de tampao SET (0,15M de NaCl; 100mM de
EDTA; 10mM de Tris pH 8,0), lisadas com 0,5% de uma solugdao de
Sarkosil 10% e RNAase A (10 pg/ ml) e mantidas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds este tempo, foi adicionado 1mg de
Proteinase K, o material homogeneizado e incubado por 3 horas a 50°C.
Apos este periodo, o DNA foi tratado com fenol tamponado (pH 8,0) com
agitagao suave por 5 minutos. Foi feita uma centrifugacdo (5000 rpm/10
minutos) e o precipitado tratado com fenol/cloroférmio (1:1) e depois
um tratamento somente com cloroférmio. O DNA foi dialisado durante a
noite contra 4 | de TE (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0), 4°C e no dia
seguinte contra 2 | de TE (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0). O DNA foi

analisado em gel de agarose 1% e o rendimento estimado foi de 100

ng/pl.

3.16. Amplificacdao em larga escala e purificacao do pPROEX-1. O
pPROEX-1 (vetor de expressao bacteriana com selegdo por ampicilina)
foi amplificado em E. coli DH5a e purificado pela técnica de lise alcalina

e cloreto de césio (protocolo do manual do fabricante do pPROEX-1). O
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vetor foi analisado em gel de agarose 1%, obtendo-se um rendimento

final de 200 ng/pl.

3.17. Digestao do pPROEX-1 com Ehe I. O vetor utilizado foi
digerido com a enzima de restricao Ehe I. Na digestao foram utilizados
200ng de plasmidio e 16 unidades da enzima. A reagdo foi mantida a
37°C por 2 horas. Para verificar a eficiéncia da digestdo, o produto

obtido foi analisado em gel de agarose 1% e comparado com a digestao

com Sall.

3.18. Purificacdo dos produtos de PCR. A purificagdo dos produtos

™

obtidos foi feita utilizando-se o sistema GFX Band Gel Purification

(Amersham Pharmacia Biotech), segundo as instrugdes do fabricante.

3.19. Transformacao de bactérias competentes (DH5a). As
transformagdes realizadas na etapa de obtengdo da biblioteca genomica
de Tc-85 seguiram este protocolo. Primeiramente, as células preparadas
com cloreto de calcio foram mantidas em gelo por 10 minutos. Foi
adicionado 1 ul de DNA as bactérias. A mistura foi deixada no gelo por
30 minutos, seguindo-se um choque térmico de 2 minutos a 42°C e
retornando ao gelo por 2 minutos. Foi adicionado 1 ml de meio SOC

para recuperagao das bactérias por 1 hora a 37°C, 200 rpm. Os
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transformantes foram semeados em placas de &gar LB contendo

ampicilina (100pg/ml). As placas foram incubadas durante a noite a

37°C.

3.20. Controle das etapas para a construciao da biblioteca
genomica no vetor pPROEX-1.
a- Competéncia das células bacterianas (DH5a).

Para verificar se as bactérias competentes estavam eficientes, o
vetor fechado foi utilizado na transformacéo.
b- Atividade da Ehel.

Para verificar a ocorréncia de digestdo completa através do gel de
agarose (1%), o pPROEX-1 (200ng) foi tratado com Ehel e esta reagao
foi utilizada na transformagao das células competentes.

c- Atividade da enzima ligase (New Engiand Biolabs).

Para verificar a eficiéncia da ligase utilizada, o pPROEX-1 (200ng)
foi digerido com Ehe I. Esta reagao de digestdao foi purificada pelo
sistema de extragdo de DNA de bandas de gel de agarose e
ressuspendida em 10ul de TE (10mM Tris, 1mM EDTA pH 8,0). Este DNA
foi utilizado para reagdo com 16 unidades de ligase e incubada a 16°C
por 12 horas. Para inativar a enzima, a reacdo foi mantida por 10
minutos a 65°C e foi adicionada a 100 ul de bactéria competente para a
transformacao.

d- Atividade da enzima fosfatase alcalina (CIAP-New England Biolabs)
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A fim de que o vetor digerido nao se religasse, foi efetuado o
tratamento com fosfatase alcalina. Apds a digestdo do pPROEX-1 com
Ehe I, o vetor foi purificado pelo sistema de extracdo de DNA de bandas
de gel de agarose, ressuspendido em 10ul de TE (10mM Tris, 1mM EDTA
pH 8,0) e utilizado na reagdo com fosfatase alcalina (1ul) que foi
mantida por 1 hora a 37°C. Para eliminar a atividade de fosfatase, foi
adicionado a reagdo 10mM de EDTA e feito o aquecimento por 10
minutos a 75°C. O produto da reagao foi aplicado em gel de agarose 1%
e a banda correspondente ao vetor foi purificada pelo sistema de
extragdo de DNA de gel. O DNA foi ressuspendido em 10ul de TE (10
mM Tris, 1mM EDTA, pH 8.0) e foi utilizado em uma reagao com ligase
como anteriormente descrito. O produto desta reagado foi utilizado na

tranformagao de bactérias competentes.

3.21. Utilizacdo de SureClone™Ligation Kit (Amersham
Pharmacia Biotech). Este kit elimina as adeninas nas extremidades 3'
dos produtos de PCR adicionadas pela propria Tag DNA polimerase. Este
sistema utiliza uma reacdo de retirada das adeninas pelo fragmento
Klenow da DNA polimerase, fosforilagdao das extremidades do inserto e
purificagdo pela coluna MicroSpin™. Desta forma, foram obtidas as

extremidades ndo coesivas nos produtos de PCR.

29



3.22. Reacdo de ligacao pPROEX-1 com o fragmento de PCR. O
vetor preparado como descrito anteriormente, assim como 0sS
fragmentos de PCR, foram precipitados com etanol, purificados da
banda de gel de agarose e aplicados no SureClone™ Ligation Kit
(Amersham Pharmacia Biotech).

A proporgao usada de vetor e fragmentos foi de 2 ng e 5 ng,
respectivamente. Foram utilizados também na reagdo PEG 8000 15%
(agente caotrdpico, ja que a ligase necessita de menor volume possivel
de reagao) e ATP 0,5mM. A reacgao foi incubada a 16°C, por 12 horas.

Foi realizada a eletroporagao (1,8 kV, cubeta de 0,1 cm) com 1 e
2ul da reagdo de ligagdo para transformacdo de bactéria DH10B
eletrocompetentes. Apods a incubacdo destas células com meio SOC (1
hora, 37°C, 200 rpm), o transformante foi semeado em placas de agar

LB contendo ampicilina (100ug/mi).

3.23. Seqiienciamento de DNA. Para o seqienciamento da primeira
biblioteca gendémica de Tc-85 efetuou-se o método da terminagdo de
cadeia (Sanger et al, 1977), utilizando-se o kit Sequenase II (Amersham
Pharmacia Biotech) e [a->>S]dATP para a marcacdo. Os
oligonucleotideos utilizados foram desenhados com base na seqliéncia 5'
e 3' do plasmidio (pTEX 5' GAACTAGTGGATCCCCCG / pTEX 3'

CTTGGAGTCGTAAATGGC). Os alinhamentos e as comparagoes entre as
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seqliéncias foram feitos através do programa Align (tabela 2) e do
Genbank™,

O sequenciamento da biblioteca de cDNA foi efetuado através de
sequenciamento automatico utilizando-se o kit DNA sequencing-
BigDye™ Terminator (Perkin-Elmer). Os oligonucleotideos utilizados
associam-se no vetor e sdo fornecidos no kit (pCR T7/NT Topo
®Cloning): T7 Foward TAATACGACTCACTATAGGG e pRSET Reverse
TTATTGCTCAGCGGTGG.

Os alinhamentos foram feitos no software GCG
(http://bioq.ig.usp.br) e a traducao dos nucleotideos no software MBS

Translator (www.mbshortcuts.com/transiator).

3.24. Transformacdao e expressdao. Esta etapa foi realizada
utilizando-se a bactéria prépria para expressdo BL21(DE3)plyS. Foi
adicionado 1 pl (~50 ng) de cDNA dos clones selelcionados e ja
purificados pela miniprep as células descongeladas. A mistura foi
incubada por 30 minutos em gelo e foi dado o choque térmico de 42°C
por 30 segundos, retornando em seguida o tubo ao gelo. Foram
adicionados as bactérias 250 pl do meio SOC seguindo-se uma
incubagdo de 30 minutos a 37°C e 200 rpm. Toda a transformagao foi
adicionada a 10 ml de LB contendo 100 pg/mi de ampicilina e 34 ug/mi
de cloranfenicol. A cultura foi incubada durante a noite a 37°C e 200

rpm.
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Para o experimento de expressao foram inoculados 500 pl da cultura
incubada durante a noite em 10 ml de LB contendo 100 ug/ml de
ampicilina e 34 pg/mi de cloranfenicol. O inoculo foi mantido por ~2
horas a 37°C e 200 rpm até DOeggo nm~0,6. Neste ponto foram retirados
0,5 ml da cultura (ndo induzido) e adicionado 1mM de IPTG. Aliquotas
de 0,5 ml foram retiradas em 1, 2 e 3 horas de incubagao (protocolo
descrito no manual do kit pCR®T7/NT TOPO Cloning-Invintrogen) e
tratadas com tampao de amostra como descrito no item “Eletroforese

em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE unidimensional)”.

3.25. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
unidimensional). O método utilizado de eletroforese vertical de gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) foi descrito
por Laemmli (1970). A separacdo foi feita em gel na concentragdo
continua de 9% de poliacrilamida. O gel de empilhamento foi preparado
na concentragdo de 3% de poliacrilamida. As aliquotas a serem
analisadas (extrato total de bactéria) foram coletadas como descrito (1,
2 e 3 horas de indugdo) e solubilizadas em 50ul de tampao de amostra
(Tris-HCI pH 6,8, glicerol 38 %, EDTA 0,2 M, SDS 20% , B-
mercaptoetanol 4% e azul de bromofenol), aquecidas a 100°C por 5
minutos, centrifugadas em microcentrifuga por 2 minutos, sendo entdo
aplicadas nas canaletas do gel de empilhamento. O restante da cultura

de bactérias, ap6s 3 horas de inducdo, foi centrifugado (5 minutos,
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13000g) e o precipitado foi ressuspendido em 500ul de tampdo de lise
(50mM fosfato de potassio pH 7,8; 400 mM NaCl; 100mM KCI; 10%
glicerol; 0,5% Triton X-100; 10mM imidazol). Para liberagdao de
corpusculos de inclusdo, estas amostras foram congeladas em gelo seco
e descongeladas a 42°C por trés vezes e centrifugadas por 1 minuto a
4°C para precipitar as proteinas. O sobrenadante (fragdo solivel) e o
precipitado (fracdo insoltvel) foram recolhidos. A fracdo sollvel e &
insoluvel foi adicionado 1 volume de tampdo de amostra 2x concentrado
e as amostras foram fervidas por 5 minutos.

A corrida foi feita a amperagem constante de 30 mA até que o
corante de acompanhamento (azul de bromofenol) atingisse a borda
inferior do gel. Em seguida, o gel foi corado com uma solugao de 0,2%
de azul de Coomassie em metanol/acido acético/agua (45:10:45) por
10-15 minutos e depois lavado em acido acético a 7% ou entdo
submetido a Western blot. O padrdo de peso molecular usado foi o SDS-

6H (Sigma).

3.26. Western blot. As preparacfes submetidas a eletroforese foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio Rad) a 20 volts por
16-18 horas a 4°C em tampao de transferéncia (Towbin et al., 1979). Ao
final da transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada com
Ponceau S 0,2% em acido acético 1% por 10 minutos e lavadas com

agua.
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O bloqueio da nitrocelulose foi feito em tampao TBS 50 mM e leite
Molico 3%, pH 8,0 por 60 minutos a temperatura ambiente, com
lavagens subsequentes em TBS 50mM-Tween 20 0,03%, pH 8,0. Em
seguida, adicionou-se o anticorpo policlonal anti-H3.3 (obtido em
coelho) 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 nitrocelulose foi lavada
sequenciaimente 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 a temperatura ambiente. Repetiu-se o bloqueio como descrito
anteriormente. Acrescentou-se como segundo anticorpo, anti-IgG de
coelho conjugado com peroxidase (Sigma), diluido em tampdo de
blogueio, deixando-se a temperatura ambiente por 2 horas. Lavou-se
com TBS 50mM-Tween 20 0,03%, pH 8,0 por 30 minutos e adicionou-se

a solugao de revelagdo para ECL (Amersham Pharmacia Biotech).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Biblioteca gendémica de Tc-85. Foi obtida utilizando-se os

oligonucleotideos R-1 (5') ATGTCCCGGCGTGTGTTTACTTCC e GPI-2 (3')

TCACAAAGTCGCAAAGCCCCACAGTCC, desenhados para flanquear nas

extremidades 5’ e 3’ dos genes da Tc-85. O vetor escolhido foi 0 pTEX e

os sitios de clonagem foram Bam HI e Xho I.

Todos o0s clones obtidos desta biblioteca gendémica foram

analisados em gel de agarose 1%. A andlise mostrou que 52 de um total

de 57 clones isolados (91%) apresentam insertos com o tamanho

esperado (2-2,5 kb) (figura 5).

23130
9416 | . '
$557 | ‘I I Il PTEX ] |« Vetor pTEX
- { Inserto de
i, S oL cis
de ~2kb

Figura 5: Mini-prep de DNA de
diferentes coldénias de bactérias
transformadas com a biblioteca
genémica de Tc85. O DNA foi
digerido com Bam HI e Xho L.
Os clones aqui mostrados foram
escolhidos aleotoriamente. As
setas indicam as bandas
correspondentes ac vetor pTEX
e aos insertos de T¢85
presentes na maioria dos clones
selecionados.

Além disso, através do sequenciamento de dez destes clones foi

feito o alinhamento com alguns membros da familia das gp85/trans-

sialidases e observou-se alta homologia.
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Um alinhamento entre os clones sequenciados também indicou
alta homologia (40-70 %), mas nenhum deles era totalmente idéntico
aos demais (tabela 2). Foi feito também um alinhamento da regido
correspondente ao peptideo sinal, que contém aproximadamente 26
aminoacidos e observou-se 90% de homologia, incluindo a seqiéncia do
primer utilizado (figura 6). Esta regido foi observada devido a um
trabalho publicado recentemente que mostrou auséncia do peptideo
sinal na gp82, uma glicoproteina de superficie de 7. cruzi que também
pertence a superfamilia gp85/trans-sialidases. E de maneira muito
interessante, esta proteina & expressa em células de mamiferos
transfectadas em grande quantidade, todavia, ndo €& importada pelo
reticulo endoplasmatico e glicosilada (Ramirez et al., 1999). O

mecanismo de sinalizagdo para glicosilagdo aparentemente é diverso no

Trypanosoma cruzi.

psinal110-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTTCC GCGGTG CTGCTCCTCCTCGTCGTGATGATGTGCTTCTGCNGCAGTGGTGGAGCT

psinal122-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTTICC . . .. . . .. LCLTGTT. LA, .
psinal113-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTTCC . e CTGTT.. Ao e N.A. .. ...
psmal1036ATGTCCCGGCGTGTGTTTACT—I'CCA.,... . ...T.,..C.T ... . TGGATT . A .. AAC.T.. ... ... ..
psinai116-5 ATGTCCCGGC GTQTBTTTACTICC . . . ... ... ..... AC.T....... TTG...... T.GTG .TG.AGC. .CGACC ...
psinal121-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTTCC . . . .. . ... VAT LT LITC.. L T.GTG.TG.AGC. .CACC...
psinal102-56 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTTICC . . T. . . ... AT T T TT . .GCA TG AGC .ACNNNN. . ..
psinalt20-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTICC . . . .. . . G T . GCG LALTG . ALCT.
psinal125-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTACTTCCA . NNNNCGT ................... T GCG . ACTG . .ACTT A
psinai123-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTAC TTICC. . . T. .. e CLTOAL L .GCG . . ATTG. AAA CT 76
psinal124-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTAC TTCC . N GATGTGAGGCA .GGTG .GGCTTCGAACNCC .TG
psinal112-5 ATGTCCCGGC GTGTGTTTAC TTCC A, . C A ¢ I C T TITTCTTG.TA..AG...TGCG CA.TC... GT

Figura 6: Alinhamento da provavel regido do peptideo sinal incluindo a
seqliéncia do primer (barra destacada).
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Tabela de homologia das extremidades S' dos clones de Tc-85

102 103 110 112 113 116 119 120 121 122 123 124 125
- 57 55 57 57 79 39 55 76 53 52 51 53 102
- 61 66 61 59 39 56 55 56 56 66 61 103
- 56 9 61 35 A 49 30 65 63 62 110
- 57 63 43 58 51 51 52 68 58 112
- 61 39 67 50 33 62 58 58 113
- 42 61 79 60 52 64 59 116
- 46 45 48 40 36 43 119
- 42 65 9 67 7 120
- 52 49 48 54 121
- 39 47 55 122
- 56 T 123
- 49 124
- 125
Tabela de homologia das extremidades 3” dos clones de Tc-85
102 103 110 112 113 116 119 120 121 122 123 124 1253
- 62 49 32 37 58 57 44 60 4] 59 39 55 102
- 45 65 41 51 54 45 48 49 56 37 54 103
- 53 8 56 62 54 13 57 48 62 110
- 50 44 47 52 41 43 53 44 44 112
- 52 66 56 51 )3 49 44 49 113
- 54 62 52 53 57 45 55 116
- 62 51 68 64 46 70 119
- 48 57 38 58 79 120
- 49 50 49 60 121
- 56 53 55 122
- 52 35 123
- 37 124
- 125

Tabela 2: Em ambas as tabelas esta indicada a porcentagem de similaridade de
sequéncias de nucleotideos entre os diversos membros da biblioteca genémica de Tc-85
selecionados aleatoriamente. Como pode ser observado, em nenhum caso a
similaridade foi de 100% (dados obtidos no programa Align).
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Apds o sequenciamento, 22 clones foram escolhidos para se obfer
um padrdo de restricdao. A enzima escolhida foi a Sau 3Al cujo sitio de

{GATC 3

restricdo reconhece 4 nucleotideas ( 5' ), portanto, com a

3' C-I-AG T 5'

probabilidade de encontrar um sitio de restricdo a cada 256
nucleotideos. Os fragmentos foram purificados e digeridos com Sau 3AI.
Dos 22 clones, todos apresentaram diferentes padrdes de restrigao,
sugerindo que eram distintos (dados ndo mostrados).

Estes dados mostram a grande similaridade, mas tambem a
presenca de distintos genes codantes para as varias moléculas da
familia da Tc-85 selecionados, o que aumenta a diversidade de
moléculas que poderiam estar presentes na superficie dos parasitas em
um dado momento. Isso poderia modular a capacidade invasiva do T.
cruzi em decorréncia de varios sitios de ligagdo possiveis a componentes
da matriz extracelular e da superficie das células do hospedeiro. Nao
temos, no entanto, qualguer dado que indique se ou quais desses genes

sdo expressos pelo parasita.
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4.2. Biblioteca genémica da familia das gp85/trans-sialidases. O
projeto, tal como proposto inicialmente, ndo pbde ser implementado
uma vez que a biblicteca parcial de genes da Tc-85 construida
anteriormente fornecia proteinas de fusdo pouco soluveis. Deve-se
considerar que estas proteinas possuem uma regido do peptideo sinal na
porcdo amino-terminal que direciona a proteina para o reticulo
endoplasmatico para glicosilagdo e, na porcdo carboxi-terminal, uma
sequUéncia de aminoacidos hidrofébicos tipicos de insercdo de ancora de
glicosilfosfatidilinositol ~ (GPI) (Giordano et al., 1999). Essas
consideragbes, somadas a grande diversidade aparente dos genes e do
desconhecimento de quais genes poderiam ser expressos pelo parasita
nos levaram a preparar outra biblioteca parcial de Tc-85 utilizando
oligonucleotideos desenhados de forma a excluir as duas porgdes nas
extremidades da molécula. Houve também a intengdo de abranger o
maior nimero possivel de genes da familia, j@ que os oligonucleotideos
foram baseados na sequéncia comum das gp85/trans-sialidases (figura
7).

A utilizagdo inicial da DNA polimerase Deep Vent® (New England
Biolabs) nas reagdes de PCR com os novos oligonucleotideos visou
aproveitar as propriedades desta enzima, pois ela produz diretamente
fragmentos com extremidades ndo coesivas e também possui atividade

revisora do DNA (exonucledsica). Entretanto, a quantidade de produto
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formada foi bastante baixa possivelmente devido a esta mesma
atividade de exonuclease, com a degradacdo do DNA apds alguns ciclos
de PCR. Além disso, essa polimerase foi muito pouco reprodutivel, isto
¢, em condigdes idénticas observou-se a formagdo de quantidades de
DNA muito variaveis. Por essas razdes, apds varias tentativas utilizamos
a AmpliTag™ Gold (Perkin Elmer) que adiciona algumas adeninas na
extremidade 3' do DNA. Estes nucleotideos foram retirados com a
utilizagao do Sure Clone™Ligation Kit (Amersham Pharmacia Biotech).

A utilizagao da AmpliTag possibilitou a obtengdo de uma boa
quantidade de fragmentos (200ng/50ul de reagdao) de tamanho
esperado (2-2,5 Kb), apesar de que a purificacdo pelo SureClone™
Ligation Kit resultou em certa perda de produto, chegando-se ao final
com 10 ng/ul.

Uma vez que a fosfatase alcalina provoca degradagdo nas
extremidades do vetor, foram feitos controles para verificar a qualidade
das enzimas utilizadas (Ehe I, ligase e fosfatase alcalina) e das bactérias
competentes. Apesar dessas tentativas, nossos resultados foram
negativos.

Supomos que a dificuldade de ligar extremidades nao coesivas
tenha sido responsavel pelos resultados insatisfatorios deste primeiro
passo, apesar de todas as modificagdes introduzidas. Com isso, optamos

por preparar uma biblioteca de cDNA de Tc-85 utilizando outro vetor
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que facilitasse a ligacdo com os insertos. Ademais, hd a vantagem
tedrica do cDNA representar o conjunto de proteinas possivelmente

expressas em determinada fase da célula.

4.3. Biblioteca de cDNA. Para a construgao de uma nova biblioteca,
foram utilizados os oligonucleotideos degenerados (figura 7) tendo como
base regides mais afastadas do inicio e do fim da molécula, isto &,
regides afastadas da regido do peptideo sinal (5') e insergdo de ancora
de GPI. Dessa maneira, a construgdo da nova biblioteca visou a retirada
destas porgbes para teoricamente possibilitar a obtengdo de uma
proteina de fusdo solUvel e a selegdo de um espectro amplo de genes da

familia das gp85/trans-sialidases. Dessa biblioteca foram selecionados

60 clones.
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(5)

SA85-1(187)
TC85-11 (190)
GP85-1 (136)
SILVIO (127)
GP85-2 (61)
TSA-1 (52)
TSA-E3 (54)
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SA85-1 (2002)
TC85-11 (2005)
GP85-1 (1930)
SILVIO (1912)
GP85-2 (1915)
TSA-1(2012)
TSA-E3 (54)

ATTTTTGTTCCGCAGAAGACGCAGGTG
CTTTTTGTGCCGCAGAAGACGCAGGTGCTGCCGAAGAAGGGGCCTGACTCA

Y VT Toooooo... Coo Ao C..... A .G
AL GT. T...... T ..... GAGGT...AGG .A. T... .

A.G.......... Ao G A...A...A GT...TGG. ... AGGC
A G Ao G. A . A . A GT... TGG. . .. AGGC
ALGC.. ... ... AT oo G..A...A...A GT...TGG. ... AGGC
A.Go.ooo Ao G..A.. .A...A. GT.. . TGG. ... AGGC

CAGAAAGACATGTTGGCGGGTGACTTA *
GTCTTTCTGTACAACCGCCCACTGAATTCCACTGAAATGCGTGCAATCAAG

*ATTCAGTGGGCGGTTGTACAGAAAGAC

Figura 7: Alinhamento de diversos genes da familia das gp85/trans-sialidases (ja
descritos na literatura) e a seqliéncia dos dois oligonucleotideos desenhados para a

construgdo da biblioteca enriquecida em genes codantes da familia.

O DNA isolado de cada clone foi tratado com enzimas de restricao
(Bam HI e Eco RI), verificando-se que cerca de 90% dos 60 clones
obtidos da biblioteca de cDNA apresentam tamanho esperado (~2kb) e
que alguns deles apresentavam um padrdao mais complexo com mais de
uma banda de digestdo o que indica a presenga de outros sitios de Bam

HI ou Eco RI (figura 8). Apds esta andlise partiu-se imediatamente para

0 sequenciamento.



Figura 8: Digestdo de clones

aleatérios da biblioteca de

¢DNA com Bam HI e Eco RI. As

setas estdo indicando o vetor
| pcrTINT utilizado e os fragmentos de
. ¢cDNA de ~2kb. A sexta
canaleta, da esquerda para
direita, hd pouco DNA, pois as
bactérias utilizadas na mini-
prep cresceram pouco.

4.4. Seqiienciamento de DNA. O seqlienciamento das extremidades
5' e 3' terminais de 13 clones selecionados da biblioteca gendmica de
Tc-85 (102, 103, 110, 112, 113, 116, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125) foi realizado.

Na biblioteca de c¢DNA de Tc-85, das 50 reagdes de
seqglienciamento automatico realizadas, somente nove seqliéncias
apresentaram bons resultados. Ao comparar as seqiiéncias obtidas com
as contidas no GenBank™, verificamos que todas tinham homologia com
a superfamilia das gp85/trans-sialidases. Ao efetuar o alinhamento das
sequéncias dos clones entre si, encontrou-se uma homologia de 60-
80%. O alinhamento desses clones esta mostrado na figura 9. A
comparacdo das seqiiéncia de aminoacidos deduzidas de quatro desses
clones (3, 10, 33, 34) mostrou 40-50% de identidade com a Tc85-11 e

40-65% entre si (figura 10). Todavia, essas seqliéncias de aminoacidos
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deduzidas apresentam alguns “stop codons” que muito provavelmente
decorrem de erros na sequéncias dos nucleotideos. Deve-se ressaltar no
entanto, que a presenca de “stop codons” em mRNA de T. cruzi ja foi
detectada por outros grupos da area. O alinhamento das seqliéncias de
aminoacidos das extremidades amino-terminal e carboxi-terminal de
alguns clones mostrou regides conservadas nas duas extremidades, com
a presenca porgao carboxi-terminal, da “seqliéncia FLY”. Entretanto, a
regido correspondente ao peptideo G que contém o epitopo do anticorpo
monoclonal H1A10, nao foi observada (figura 12).

Deve-se notar ainda que as regides correspondentes ao ASP box,
caracteristica da familia, ndo estdo compreendidas na porgao

sequenciada.

4.5. Expressdao das proteinas de fusdo. Para realizar uma primeira
analise, todos os 60 transformantes foram submetidos ao protocolo de
expressdo, como descrito em “Material e Métodos”, utilizando-se a cepa

bacteriana BL21(DE3)/plyS.



4.6. Analise por Western blot. Dos 60 clones expressos como acima,
detectaram-se quatro clones (3, 10, 33, 34) reconhecidos por um
anticorpo policlonal anti-H3.3 (fragmento interno da Tc-85), quando da
realizacdo dos “imunoblots”. Das amostras obtidas como no item
“Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE unidimensional)”
retirou-se um a aliquota de 10ul que foi aplicada no gel para
transferéncia em membrana de nitrocelulose. As proteinas assim
utilizadas nao foram submetidas a dosagem.

A migracdo das bandas indicadas (figura 11) esta anormal, ou
seja, estd mais abaixo de que esperavamos. Ha varias possibilidades
para explicar esses resultados. O primeiro fator € a auséncia de nas
extremidades do peptideo sinal e da cauda hidrofébica que ja tinham
sido retiradas ao selecionar os oligonucletideos iniciadores e ao obter o
cDNA correspondente. Outras possibilidades poderiam ser a migragao
andmala da proteina de fusdo em SDS-PAGE ou mesmo a degradagdo
das proteinas de fusdo. Também é observado que as proteinas de fusdo
estdo na fragdo insoluvel da preparacdo. As quatro (3, 10, 33, 34)
proteinas de fusdo analisadas ndo foram reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal H1A10 em ensaios de Western blot (dados ndao mostrados),

confirmando os resultados do seqlienciamento descritos anteriormente.
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4.7. Consideracbées Finais. A Tc-85 em tripomastigotas esta
relacionada com a capacidade invasiva do parasita. Em nosso
laboratorio, foi confirmado este fendmeno inibindo-se a penetracao de
tripomastigotas em células de cultura com o MabH1A10 (Alves et al.,
1986). E notavel que o epitopo reconhecido pelo monoclonal H1A10 estd
localizado em uma regiao pouco conservada entre os diferentes
membros da familia, exemplificando seu polimorfismo. A Tc-85
apresentou-se  polimérfica quando analisada por eletroforese
bidimensional (pIs 5,5-9,0) (Abuin et al., 1989), portanto constituindo
uma familia de proteinas. Os genes das gp85 e Tc-85 estdo dispersos
em multiplo sitios do genoma, sendo observada sua presenga em muitas
bandas cromossémicas (Giordano et al., 1999). Um dos membros, com
pI acidico, liga-se a laminina, componente mais importante da lamina
basal (Giordano et al., 1994), levantando a possibilidade de que pelo
menos alguns membros da familia sejam moléculas de adesao (Alves,
1996).

Os resultados descritos neste trabalho confirmam a grande
heterogeneidade da superfamilia das gp85/trans-sialidases composta de
cerca de 1000 genes. O sequenciamento das extremidades 5’ e 3’ do
DNA de uma biblioteca genomica parcial, enriquecida em genes de Tc-
85, e 0 seu posterior alinhamento mostrou que todas as sequéncias

tinham similaridade significativa com os membros da familia das
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gp85/trans-sialidases. E, fato relevante, todos os 52 clones selecionados
sao distintos entre si (tabela 2).

A andlise de restricgdo da biblioteca parcial de cDNA das
gp85/trans-sialidase com as enzimas Bam HI e Eco RI também mostrou
um padrdo de restricdo varidvel. O sequenciamento do DNA de alguns
clones desta biblioteca e sua comparagdo com dados depositados no
GenBank™, permitiu verificar que todas as seqiiéncias eram homodlogas
com a superfamilia das gp85/trans-sialidases. O alinhamento das
extremidades 5’ e 3’ desses clones mostrou 60-80% de homologia entre
si e 40-50% de identidade. As trés seqliéncias a 3’ obtidas apresentam
a regiao correspondente a “seqiéncia FLY” conservada, tipica da familia.
Novamente, embora neste caso poucos membros tenham sido
analisados, os clones sdo bastante distintos entre si, sendo que em
nenhum deles foi encontrada a regido codante para o peptideo G, que
contém o epitopo do MabH1A10. A auséncia de reagdo da proteina de
fusdo dos clones selecionados com o MabH1A10 (dado ndo mostrado)
nos experimentos de Western blot confirma a auséncia do epitopo nas
seqliéncias analisadas. Da proteina de fusdo dos 60 clones, ainda por
analise de Western blot, somente 4 foram reconhecidos por um
anticorpo policlonal (anti H3.3) feito contra um fragmento interno de

132 aminoacidos da Tc85-11.
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Embora tenhamos analisado um niUmero pequeno de genes
expressos nas formas tripomastigotas de 7. cruzi, chama a atencgao a
grande variabilidade encontrada. A pergunta imediata que surge, além
de qual a fungdo do produto de cada um, € se a variabilidade é devida a
um grande numero de genes expressos por diferentes membros da
populagao de T. cruzi. Na tentativa de elucidar esse tipo de questdo,
Kahn et al.(1999) detectaram na superficie da célula, a presenca de pelo
menos dois subgrupos da glicoproteina SA85-1, um membro da familia
das gp85/trans-sialidases, em um Unico parasita. Esta analise foi feita
utilizando-se uma série de anticorpos monoclonais contra varias porcées
da molécula.

Dados da literatura (Abuin et al., 1999) mostram que a expressao
da trans-sialidase e da Tc-85 em determinado estdgio do parasita €
controlado por regulagdo pos-transcricional. Os niveis de mRNA de
amastina, de trans-sialidase e de genes membros da familia de
glicoproteinas de 85kDa foram analisados por Northern blot. Foi
observado que o nivel de mRNA de amastina € alto em amastigotas, o
MRNA de trans-sialidase € encontrado principalmente em formas
intermediérias de desenvolvimento (epimastigota intracelular). O mRNA
de Tc-85 € observado somente nas formas tripomastigotas. Seria
interessante verificar nos genes por nés isolados, qual a sua distribuigdo

nos diferentes estdgios do T. cruzi e a relagdo da proteina respectiva
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com o mecanismo de invasdo da célula hospedeira pelo parasita. Nosso
trabalho abre a perspectiva ao laboratério de realizd-lo em futuro

préximo.
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Figura 11: Western Blot revelado com o anticorpo anti-H3.3 dos ciones 3, 10, 33 e 34
da biblioteca de cDNA. As bandas indicadas (setas) estdo presentes no extrato total
induzido de 3 horas (I) e na fragdo insoluvel (P) da preparagdo. O sobrenadante estd
indicado por “S” (fragdo soluvel).
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