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Resumo 

 
A regulação gênica em tripanossomatídeos é policistrônica e ocorre de maneira pós-
transcricional. Nas extremidades 5' e 3' dos RNA mensageiros existem segmentos que 
podem conter elementos regulatórios chamados UTR (Untranslated Regions), os quais 
são regiões transcritas, porém não-traduzidas. Para verificar se UTR de tamanhos 
diferentes possuem impacto na transcrição e, por conseguinte, na tradução de 
proteínas, selecionou-se genes da família de trans-sialidases, devido à importância 
destas no processo de invasão celular. A metodologia envolveu a extração de RNA 
total de T. cruzi CL-Brener, seguido da síntese de cDNA, PCR, clonagem dos produtos 
amplificados e seqüenciamento por Sanger e pelo uso do 454 Junior (Next Generation 
Sequencing – NSG). Como as trans-sialidases correspondem a uma família gênica de 
cópias múltiplas, usou-se a estratégia de sequenciamento de alto-desempenho na 
tentativa de cobrir o maior número possível de genes desta família. Para isso foram 
obtidos cDNAs de trans-sialidases de CL-Brener nas formas epimastigota e 
tripomastigota com o iniciador 5’UTRTCNA, os quais apresentaram UTR com 
tamanhos variados entre 65 – 187 pb, além da obtenção de cDNAs para esta família de 
proteínas, em epimastigotas CL-Brener, com o iniciador 5’TcTS, apresentando UTR 
variando de 171 a 221 pb, com similaridade de sequências entre elas. Com o intuito de 
avaliar a correspondência entre a transcrição dos RNAs de trans-sialidases e a sua 
tradução, houve a necessidade de identificação das proteínas. Desenvolvemos uma 
metodologia de lise celular e produção de extrato proteico (denominado TcS12) a partir 
de células de T. cruzi no estágio epimastigota. As cepas selecionadas para esse 
estudo foram CL-Brener (TcVI), Dm28c (TcI), Y (TcII) e 4167 (TcIV). O processo de lise 
celular foi otimizado para 107 parasitos/mL ressuspensos em 200 µL de tampão de lise 
hipotônica (por 30 minutos a 40C), associado ao sonicador de banho (por 30 minutos a 
40C). A eficiência da metodologia foi validada pela citometria de fluxo mostrando que 
aproximadamente 72% das células foram marcadas com iodeto de propídeo (PI). A 
qualidade dos extratos proteicos foi analisada por LCMS/MS usando-se a estratégia 
MSE label free para quantificação relativa de proteínas. Foram identificadas 1153 
proteínas totais, cuja expressão proteica das cepas 4167, Dm28c e Y, quando 
comparada à CL-Brener (cepa referência), apresentou 32, 51 e 73 proteínas up-
expressed, enquanto que 80, 92 e 60 proteínas mostraram-se down–expressed, 
respectivamente. Entre as trans-sialidases identificadas, a única cópia encontrada no 
extrato TcS12 (número de acesso no UniProt - Q4DGV8) apresentou seu RNAm 
correspondente no banco de dados de cDNA de CL-Brener, com UTR de 214 pb, 
estando, portanto, na faixa de tamanhos das outras UTR de trans-sialidases obtidas 
neste estudo. Esse resultado sugere que outros fatores, não necessariamente o 
tamanho per se das UTR, podem influenciar no fenômeno de tradução nesses 
tripanossomatídeos. Em relação aos extratos proteicos de epimastigotas gerados a 
partir das outras cepas, a quantidade de trans-sialidases identificadas foram de 1  
(cepa 4167), 2 (cepa Dm28c) e 117 (cepa Y) cópias, indicando assim a tradução 
satisfatória de pelo menos uma das muitas cópias desta família gênica. 
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Abstract 

 
Gene regulation in trypanosomatids is polycistronic and occurs in a post-transcriptional 
way. There are also regulatory elements named UTRs (Untranslated Regions) that are 
transcribed regions, but not translated. To verify the impact of UTRs presenting different 
sizes in the transcription machinery and protein translation, genes from trans-sialidase 
family were selected due to its importance in the cell invasion process. The 
methodological strategies involved the extraction of total RNA from T. cruzi CL-Brener 
strain, followed by cDNA synthesis, PCR, cloning and sequencing of amplified products 
by Sanger and by using the 454 Junior (Next Generation Sequencing – NGS). 
Considering that trans-sialidase is a multi-copy gene family, this high-throughput 
sequencing strategy was employed in an attempt to cover the largest number of trans-
sialidase genes. Trans-sialidase cDNAs from CL-Brener epimastigote and 
tripomastigote were obtained with 5`UTRTCNA primer showing UTR sizes between 65 - 
187 bp. The cDNA from this protein family were also obtained with the 5’TcTS primer 
from CL-Brener epimastigotes, generating UTRs with 171 - 221 bp. Both 5’UTR 
presented sequence similarities between them. In order to evaluate the correspondence 
between trans-sialidase gene transcription and translation, it was necessary to 
accomplish the identification of proteins. Therefore, we developed a methodology for 
cell disruption, which resulted in a protein extract (referred as TcS12) from epimastigote 
T. cruzi cells. The strains selected for this study were CL-Brener (TcVI), Dm28c (TcI), Y 
(TcII) and 4167 (TcIV). The process for lysing the cells was optimized to 107 
parasites/mL resuspended in 200 µL hypotonic lysis buffer (30 minutes at 4oC), followed 
by water bath sonication (30 minutes at 4oC). The process efficacy was confirmed by 
FACS, showing that near 72% of the cells were successfully stained with propidium 
iodide solution (PI). The quality of the protein extracts was analyzed by LCMS/MS using 
the strategy MSE label free for relative quantification of proteins. A totality of 1153 
proteins were identified and the comparison of the expression profiles between the 
strains 4167, Dm28c and Y, using the CL-Brener as reference, showed 32, 51 and 73 
proteins up-expressed, and 80, 92 and 60 proteins were shown to be down-expressed, 
respectively. We observed that 117 trans-sialidases were identified in Y strain, whilst in 
4167, Dm28c and CL-Brener were found 1, 2 and 1 trans-sialidases, respectively. 
Moreover only one copy of trans-sialidase found in the TcS12 extract (UniProt 
accession number - Q4DGV8), also met its corresponding mRNA in the CL-Brener 
cDNA database, presenting an UTR of 214 bp, in the size range of the others trans-
sialidase UTRs obtained herein. This result suggests that other factors, but not 
exclusively the UTR sizes per se, could be related to the translation phenomenon in 
these trypanosomes. 
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1. Introdução 

 

1.1 - Trypanosoma cruzi e a Doença de Chagas 

 

 O protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi), pertencente à família 

Trypanosomatidae, possui relevância epidemiológica por ser o agente etiológico da 

doença de Chagas. O ciclo de vida do T. cruzi é complexo, tendo sido descrito 

detalhadamente por Carlos Chagas em 1909 (Chagas, 1909). Apresenta morfogênese 

nos hospedeiros vertebrados e invertebrados, e estágios evolucionários com 

capacidade de divisão celular (formas replicativas) e infectividade (formas infectivas) 

(de Souza, 2008).  

 Consideremos o início do ciclo quando um inseto triatomíneo pertencente à 

família Reduviidae realiza o repasto sanguíneo direto de um hospedeiro vertebrado 

infectado com as formas tripomastigotas circulantes (também denominado por alguns 

autores como tripomastigota sanguíneo). Após a ingestão de sangue infectado, grande 

parte dos tripomastigotas circulantes será lisada no estômago do inseto (Castro et al, 

2007); contudo, os sobreviventes, irão passar por um processo de morfogênese e em 

poucos dias irão adquirir a forma replicativa denominada epimastigota. Os 

epimastigotas migrarão para o intestino do inseto vetor se aderindo às membranas 

perimicrovilares - secretadas através de células intestinais (Alves et al, 2007). Na 

região posterior do tubo digestivo do inseto, uma parte dos epimastigotas se desprende 

das membranas perimicrovilares, realiza metaciclogênese tranformando-se em 

tripomastigotas metacíclicos, que são as formas infectivas liberadas junto às fezes e 

urina do triatomíneo (Garcia et al, 2007). 

 Geralmente, a infecção das células hospedeiras está diretamente associada com 

a inoculação de tripomastigotas metacíclicos, através das mucosas e tecidos cutâneos 

lesionados durante a alimentação do inseto vetor. No entanto, existem outros 

mecanismos de transmissão, tais como as transfusões sanguíneas, as vias 

transplacentárias, órgãos transplantados e a via oral (Yoshida, 2009). 

 Uma vez na circulação sanguínea do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas 

metacíclicos irão invadir as células disponíveis no sítio de inoculação, tais como os 

macrófagos, fibroblastos e células epiteliais, através de um reconhecimento entre as 

células do hospedeiro vertebrado e as células do parasito, em um processo que 
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envolve uma vasta quantidade de moléculas presentes tanto na superfície do parasito, 

como é o caso das trans-sialidases que veremos mais adiante, quanto nas células 

hospedeiras. O ciclo biológico do parasito envolve uma série de etapas, como a 

formação de um vacúolo endocítico, vacúolo parasitóforo, que deverá abrigar o 

tripomastigota metacíclico e induzi-lo a diferenciar-se em amastigota (forma 

arredondada, apresentando um flagelo curto internalizado com capacidade replicativa). 

O rompimento da membrana do vacúolo parasitóforo, devido à ação de enzimas 

liberadas pelo próprio T. cruzi (porinas), proporcionará o contato direto das formas 

amastigotas com as organelas celulares e tecidos do hospedeiro (de Souza et al, 2010) 

(Figura 1.1). 

 

Figura 1.1 - Ciclo Biológico do Trypanosoma cruz: Inoculação das fezes contaminadas do inseto vetor contendo 

tripomastigotas metacíclicos na corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado (1). No interior do hospedeiro, os 
tripomastigotas invadem as células que estão próximas ao sítio de inoculação e se diferenciam em amastigotas 
intracelulares (2). No interior das células, os amastigotas se multiplicam por divisão binária (3) e se diferenciam em 
tripomastigotas sanguíneos (4), os quais, após infectarem células de vários tecidos podem se transformar em 
amastigotas, em novo local de infecção, ou permanecerem na corrente sanguínea (5). Os tripomastigotas circulantes 
ingeridos pelo inseto vetor em novo repasto sanguíneo transformam-se em epimastigotas na porção anterior do tubo 
digestivo do inseto (6), consistindo na forma replicativa no interior do tubo digestivo (7), passando por um processo 
de metaciclogênese na ampola retal do inseto (8) e diferenciando-se em tripomastigota metacíclico. 
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A fase inicial ou aguda da infecção pelo T. cruzi possui um intervalo de 4-8 

semanas, quando gradativamente se instala a fase crônica, que pode persistir por toda 

a vida do indivíduo acometido (Dias et al, 1956; Dias, 1984). A fase aguda é 

usualmente assintomática, mas pode compreender os fenômenos clínicos que se 

estabelecem nas primeiras semanas da infecção (doença febril não específica). . Os 

sintomas surgem entre a primeira e a segunda semana, no entanto, em alguns casos, 

podem ocorrer até poucos meses após a infecção (Rassi et al, 2010). O tratamento 

com benznidazol é responsivo para pacientes na fase aguda, podendo evitar que o 

indivíduo entre na fase crônica da doença . A morte ocorre ocasionalmente na fase 

aguda, acometendo geralmente crianças (< 5% dos casos sintomáticos), devido a 

miocardite grave e / ou meningoencefalite (Andrade et al, 1992; Pinto et al, 2009). 

Após a fase aguda, a maior parte dos indivíduos (60 - 70% da 

populaçãoinfectada) desenvolve uma resposta imune protetora (desaparecimento 

progressivo de IgM e elevação dos anticorpos específicos da classe IgG), resultando 

na queda da parasitemia e ausência de sinais e sintomas clínicos evidentes. Esses 

indivíduos entram então na forma indeterminada da infecção caracterizada pela 

presença de sorologia específica e ausência de manifestações clínicas, isso é, sem 

anormalidades eletrocardiográficas e/ou radiológicas no coração, esôfago ou cólon. 

Esta fase pode persistir por alguns meses até uma vida inteira (WHO, 2002). A maioria 

dos casos agudos não tratados evolui para a forma crônica indeterminada.  

Os demais 30 – 40% dos indivíduos desenvolverão manifestações típicas da 

fase crônica, relacionadas com o envolvimento de patologias no coração, esôfago, 

cólon, ou uma combinação destas, usualmente, de 10 a 30 anos após o início da 

infecção (Dias, 1995). 

A recidiva da doença de Chagas pode acometer indivíduos cronicamente 

infectados que se tornaram imunologicamente comprometidos, tais como os co-

infectados com o vírus HIV ou pelo uso de drogas imunossupressoras (Braz et al, 

2008). 

O mal de Chagas ainda se inclui no quadro das doenças negligenciadas, com 

indicadores que apontam 0,25% de investimentos decorrentes de iniciativas públicas e 

privadas destinadas a essa enfermidade e sem o desenvolvimento de nenhum novo 

medicamento (Hotez et al, 2006). A doença de Chagas é considerada a doença 

parasitária com o maior impacto sócio-econômico na América Latina, devido à elevada 

morbidade e mortalidade, incluindo a ocorrência de mortes súbitas (Santos Lda et al, 

2012). 
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A doença é endêmica em uma ampla faixa territorial que se estende desde o 

México até a Argentina (Coura & Dias, 2009) (Figura 1.2). Nas últimas décadas, a 

migração rural para áreas urbanas permitiu a difusão da doença para essas áreas, 

enquanto mais recentemente, a migração em larga escala de indivíduos de região 

endêmica para outra não endêmica, tais como Estados Unidos da América (EUA), 

Canadá, Japão, Austrália e muitos países da Europa, fez com que a doença se 

disseminasse pelo mundo, assumindo um aspecto globalizado (Schmunis, 

2007);(Gascon et al, 2010). Atualmente estima-se em 8 milhões de pessoas infectadas 

em 21 países endêmicos, com 28 milhões de indivíduos sob risco de contrair a infecção 

e incidência de aproximadamente 50.000 casos novos por ano (Rassi et al, 

2010);(Santos Lda et al, 2012);(Coura, 2009).  

 

 

Figura 1.2 - Estimativa da população global infectada pelo T. cruzi (Coura & Dias, 2009) 

 

No Brasil mais de 52 espécies de triatomíneos tem sido descritas; porém, cinco 

espécies em particular possuem importância epidemiológica, por serem prevalentes em 

áreas de peridomicílio, sendo estas: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, 

Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida (Coura & Dias, 

2009). A partir de 1990, iniciativas regionais e internacionais contribuíram para o 
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controle vetorial do T. infestans, reduzindo substancialmente o número de novas 

infecções na América Latina (WHO, 2002). Considera-se que Chile, Uruguai, Brasil e 

grande parte da América Central (Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicarágua) 

estejam livres da transmissão vetorial por T. infestans (Coura & Dias, 2009). 

 Existem vários reservatórios silvestres do T. cruzi, dentre eles destacam-se os 

marsupiais, xenarthra (mamíferos placentários com ausência de dentes, como os tatus 

e tamanduás), morcegos, roedores e primatas não humanos. Entre os reservatórios 

domésticos, destacam-se os cães, gatos, ratos peridomiciliados, camundongos e 

porquinho-da-índia. Animais como pássaros, répteis e peixes não se infectam por 

apresentarem uma enzima com função lítica que rompe o T. cruzi (Barretto, 1964); 

(Coura, 2009).  

 O controle da doença de Chagas ocorre através da interrupção dos mecanismos 

de transmissão. Ao melhorar as condições de habitação para a população exposta, 

com o devido apoio governamental subsidiando questões relacionadas ao sanitarismo 

público, educação, e fornecimento de tratamento adequado para os casos agudos e 

crônicos dos indivíduos acometidos pela enfermidade, aumenta-se o êxito do combate 

à moléstia (Coura, 2009)  

O controle vetorial é empregado principalmente nas áreas com grande presença 

de insetos próximos às residências, através do uso de piretróides sintéticos. Essas 

substâncias apresentam um efeito residual duradouro, de 3 a 9 meses dentro do 

ambiente doméstico. A toxicidade é baixa para humanos e animais domésticos, porém, 

tóxico para os peixes, tendo, portanto, cuidado com o seu manuseio próximo às fontes 

de água natural (Coura, 2009)  

 Em linhas gerais, os mecanismos de transmissão podem ser categorizados em 

vias principais e secundárias de transmissão do parasito. Em relação às principais vias 

de transmissão, temos a vetorial, por transfusão sanguínea, transmissão oral através 

de alimentos contaminados e por via placentária. As vias secundárias referem-se aos 

acidentes laboratoriais e manuseio de animais contaminados, transplante de órgãos, e 

transmissão sexual e amamentação de recém-nascidos com leite contaminado de mãe 

infectada (em caso de ferimentos locais e contato direto com esperma ou fluido 

menstrual contendo T. cruzi) (Coura, 2007; Dias, 1997). O aumento do movimento 

migratório de indivíduos de áreas endêmicas para áreas não endêmicas têm 

proporcionado a globalização da doença de Chagas, estabelecendo assim um perfil 

epidemiológico e sócio-econômico diferentes nas últimas décadas (Schmunis, 2007). 
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1.2 - Organização Genética e Processamento do mRNA de 

Tripanossomatídeos 

 

 O T. cruzi representa uma espécie heterogênea que consiste em um grupo de 

cepas ou isolados circulantes entre os hospedeiros vertebrados e invertebrados 

(Zingales et al, 2012) A sua elevada heterogeneidade tem instigado estudos biológicos, 

bioquímicos e moleculares com o intuito de entender a variabilidade das manifestações 

clínicas da doença de Chagas e suas diferenças geográficas, segundo a morbidade e 

mortalidade da enfermidade (Macedo et al, 2004). 

As sequências genômicas para os estudos em tripanossomatídeos foram obtidas 

através de sequenciamento aleatório (whole – genome shotgun). Para a obtenção do 

genoma de T. cruzi, foi escolhida a cepa híbrida CL-Brener, por ser bem caracterizada 

experimentalmente, e identificou-se um tamanho de 60.3 Mb, organizado em 41 

cromossomos (Weatherly et al, 2009) contendo 12.000 genes haplóides, geralmente 

agrupados entre 10 e 100 genes na mesma fita de DNA (El-Sayed et al, 2005).  

Cerca de 50% do genoma de T. cruzi é formado por uma grande família gênica 

de retrotransposons, regiões de repetição subteloméricas e proteínas de superfície (El-

Sayed et al, 2005). A maioria desses genes codifica proteínas de superfície, tais como 

as mucinas associadas a proteínas de superfície (MASP), membros das trans-

sialidases (TS), mucinas e a glicoproteína de superfície gp63, as quais são T. cruzi 

específicas e representam aproximadamente 18% do total de genes codificadores de 

proteínas (El-Sayed et al, 2005). 

O DNA mitocondrial dos tripanossomatídeos apresenta-se de forma peculiar. 

Possui uma estrutura em rede única conhecida como DNA do cinetoplasto (kDNA), 

composto por milhares de minicírculos e dezenas de maxicírculos topologicamente 

interligados que se replicam em momentos específicos, apresentando portanto, 

diferenças significantes em relação aos demais eucariotos (El-Sayed et al, 2005). 

Os tripanossomatídeos são essencialmente diplóides, porém, a reprodução 

sexual não é uma obrigatoriedade de seu ciclo de vida (El-Sayed et al, 2005). 

Os genes codificadores de proteínas nos tripanossomatídeos estão organizados 

em uma longa unidade transcricional policistrônica, e a regulação gênica ocorre de 

maneira pós-transcricional (Araujo & Teixeira, 2011). Exceto pela presença do promotor 

Spliced Leader (El-Sayed et al), também denominado de mini-exon, nenhum outro 

promotor foi, até o presente momento, identificado para o reconhecimento da RNA 
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polimerase II. Além disso, poucos fatores de transcrição têm sido descritos (Cribb & 

Serra, 2009); (Cribb et al, 2010).  

A transcrição é iniciada nas duas direções entre grupos gênicos divergentes, a 

fim de produzir um pré–mRNA policistrônico (Martinez-Calvillo et al, 2003);(Monnerat et 

al, 2004). Após a formação do pré–mRNA, duas reações simultâneas denominadas, de 

trans-splicing e poliadenilação, ocorrem para a geração do transcrito monocistrônico 

maduro - mRNA (Teixeira & daRocha, 2003). 

O mRNA maduro de todo tripanossomatídeo apresenta uma sequência de 39 

nucleotídeos na extremidade 5’ (mini-exon); essa sequência é oriunda de um pequeno 

RNA doador presente no genoma de kinetoplastidas. O gene desse RNA doador é 

constituído de um exon, que corresponde a sequência altamente conservada de 39 

pares de bases que deverá ser transportada para o mRNA monocistrônico; um intron, 

que é uma região moderadamente conservada, e uma região intergênica ou espaçador 

não traduzido (Liang et al, 2003); (Liang et al, 2007). Como a sequência consenso 

eucariótica AAUAAA não está presente nos tripanossomatídeos, um trato rico em 

polipirimidina na região intergênica, guia a adição do mini-exon na extremidade 5’ e, ao 

mesmo tempo, a poliadenilação na extremidade 3’, resultando em uma molécula de 

mRNA madura (Araujo & Teixeira, 2011) (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3 – Transcrição e Processamento do mRNA em tripanossomatídeos.Os genes são transcritos como um pré-
mRNA policistrônico, e processados por reações de trans-splicing e poliadenilação. Trato de polipirimidina 
(sequências ricas em CT) – sinais de trans-splicing, atrelados aos sítios de trans-splicing orientam a inserção do 
mini-exon na extremidade 5’ enquanto uma cauda poli-A é inserida, ao mesmo tempo à extremidade 3’ gerando, 
dessa forma, transcritos monocistrônicos de mRNA maduro. 
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 Muitos fatores de trans-splicing são identificados através de análises in silico 

(Gunzl, 2010). Um exemplo desses estudos são os fatores envolvidos nos mecanismos 

de splicing identificados pela bioinformática como o PRP43 e PRP31(Liang et al, 2006). 

Tanto a proteína PRP43 quanto a PRP31 possuem funções essenciais para a 

formação e desmontagem do spliceosoma, sendo, portanto, funcionalmente 

equivalentes (Liang et al, 2006) . No entanto, o uso de bioinformática como ferramenta 

para as análises e identificação de proteínas nos tripanossomatídeos ainda é pouco 

explorada (Gunzl, 2010). 

Os genes dos eucariotos apresentam segmentos em suas extremidades 5’ e 3’ 

que são transcritos porém não traduzidos. Essas regiões são denominadas de regiões 

não traduzidas ou simplesmente por 5’ e 3’ UTR (Brandao, 2006) (Figura 1.4). 

 

 

Figura 1.4 – Representação esquemática da molécula de mRNA madura de um T. cruzi. O mini-exon está 
representado pela sequência contendo seus 8 nucleotídeos finais (CTATATTG); a extremidade 5’ UTR é 
entremeada por pequenas sequências denominadas uORFs. A região codificadora, ORF, localiza-se posterior a 5’ 
UTR e antecede a 3’UTR. O trato de poli-A ou cauda poli-A situa-se ao extremo de 3’UTR. (Galdino et al 2011, em 
2011 American Society for Biochemistry and Molecular Biology Annual Meeting) 

 
As UTR foram negligenciadas por muito tempo, por acreditarem que não 

exerciam nenhuma função. No entanto, estudos evidenciaram sequências de 

elementos regulatórios de diferentes genes, dispostos nessas regiões, atuando como 

sítios de ligação de proteínas no mecanismo de tradução e modulando mRNA 

individualmente durante o ciclo de vida do parasito (De Gaudenzi et al, 2003). Foi 

evidenciado a participação ativa desses elementos no controle transducional, na meia-

vida e na estabilidade do mRNA, além da localização subcelular (Pesole et al, 2001). 

A região 5’ UTR situa-se na extremidade 5’ do DNA de todos os genes 

codificadores de proteína que são transcritos em RNA mensageiro, porém, esta região 

não é traduzida. Ela desempenha um papel regulatório relacionado com o controle 

inicial da tradução (Barrett et al, 2012). Em geral, a 5’ UTR é mais curta do que a 3’ 
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UTR, com baixa quantidade de GC e sem a presença do códon AUG (Kochetov et al, 

1998).  

O tamanho médio das sequências compreendidas na 5’ e na 3’ UTR em T. cruzi 

é de 81 (El-Sayed et al, 2005) e 334 pares de bases, respectivamente (Brandao & 

Jiang, 2009). Na 5’ UTR, 80% das anotações referentes ao seu comprimento está 

abaixo de 120 pb, enquanto que a 3’ UTR apresenta comprimento inferior a 450 pb 

(Brandao & Jiang, 2009) . Essas informações propiciaram o desenvolvimento de 

ferramentas para os estudos nessa área, como por exemplo, a construção de vetores 

de transfecção em tripanossomatídeos para uma análise experimental dessas regiões 

transcritas, porém não traduzidas (Araujo & Teixeira, 2011). 

Os genes com UTR curtas estão associados a uma maior expressão do 

transcrito (Davuluri et al, 2000). A adição de sítios de trans-splicing pode alterar o 

comprimento da 5’ UTR. Esse fato foi verificado em vários genes repórteres nos quais 

foram constatados sítios de trans-splicing adicionais; além disso, estudos anteriores 

com as EST (Expressed Sequence Tags) de T. cruzi mostraram que isso pode ser 

bastante comum nos genes de forma geral (Brandao et al, 2008). As ESTs são geradas 

a partir do sequenciamento parcial do cDNA de genes transcritos e a análise de suas 

sequências apresentou-se como uma boa ferramenta na identificação de genes, pois é 

capaz de obter perfis detalhados de genes expressos de forma rápida e eficiente 

(Verdun et al, 1998).   

Os estudos de Brandão e Jiang (2009) sugerem que a escolha de genes que se 

afastam muito da média de tamanhos das UTR de mRNAs de T. cruzi, pode ser um 

ponto de partida para os estudos de mecanismos pós-transcricionais dependentes de 

motivos específicos das UTR (Brandao & Jiang, 2009). 

 

1.3 – O Papel da Trans-Sialidase na Invasão Celular 

 

As sialidases e os ácidos siálicos possuem um importante papel nas interações 

celulares e na modulação do reconhecimento de patógenos invasores das células 

hospedeiras de mamíferos (Schenkman et al, 1994). O T. cruzi expressa uma única 

enzima metabolizadora de ácido siálico denominada trans-sialidase ou TS, 

responsável por catalisar a transferência do ácido siálico de glicoconjugados do 

hospedeiro para moléculas aceptoras presentes na membrana plasmática do parasito 

(Schenkman et al, 1994).  
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Estudos experimentais (Cazzulo & Frasch, 1992) confirmaram a divisão 

funcional da enzima em dois domínios: a região amino-terminal, com atividade 

catalítica, e a região C-terminal com funções estruturais, tais como a oligomerização e 

o posicionamento do domínio catalítico sobre a membrana plasmática do parasito. O 

modelo da TS de epimastigota e de tripomastigotas destaca a estrutura da TS em 

epimastigotas como monomérica, enquanto que em tripomastigotas, esta proteína 

apresenta-se como multimérica e ancorada à membrana pela âncora de glicosil 

fosfatidil-inositol. Apesar das diferenças evidenciadas, as duas formas apresentam um 

domínio catalítico similar (Schenkman et al, 1994) (Figura 1.5). 

 

 

Figura 1.5 - Representação das classes estruturais de trans-sialidases de T. cruzi em epimastigotas e 

tripomastigotas. Figura adaptada de Schenkman et al, 1994. 

 

Os genes codificadores da enzima TS estão dispostos no genoma de T. cruzi 

como cópias múltiplas (Macina et al, 1989); (Pereira et al, 1991), em vários 

cromossomos (Henriksson et al, 1990) Encontram-se em regiões subteloméricas 

(sequências que se estendem das regiões de repetições teloméricas até a primeira 

sequência não repetitiva) ou no interior dos cromossomos associados a outros genes 

codificadores de proteínas de superfície (El-Sayed et al, 2005). 

A família das TS contém 1430 membros, com tamanhos que oscilam entre 60 

kDa a 200 kDa (Colli, 1993; Pollevick et al, 2000). Desses, 12 codificam trans-sialidase 
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enzimaticamente ativa, 725 codificam proteínas inativas TcTS – like, e 693 são 

pseudogenes (El-Sayed et al, 2005). 

Inicialmente, a superfamília foi dividida em quatro grupos baseados na 

similaridade entre as sequências e em suas propriedades funcionais. Grupo I contendo 

trans-sialidases ativas tais como TCNA e SAPA (Shed acute-phase antigen), além das 

trans-sialidases expressas em epimastigota (TS-epi) e tripomastigota (TS-tripo). O 

Grupo II compreende as glicoproteínas de superfície associadas aos mecanismos de 

ligação e invasão às células do hospedeiro, como a gp85, gp90 e gp82. O Grupo III 

está representado por proteínas que inibem as vias clássica e alternativa do sistema 

complemento e tem como representante a proteína FL-160. O Grupo IV tem por 

membro a proteína TsTc13 de função desconhecida, porém contendo um motivo 

conservado presente em todos os integrantes dessa família (Schenkman et al, 

1994);(Colli, 1993). Contudo, estudos recentes sobre o genoma da cepa CL-Brener 

revelaram quatro novos grupos identificados como pertencentes à família das trans-

sialidases constituindo, portanto, um total de 8 grupos (Freitas et al, 2011). 

Essa família gênica é altamente polimórfica, embora apresente vários motivos 

conservados, sendo o mais conservado, VTVxNVxLYNR, localizado acima da 

terminação carboxi de todos os membros pertencentes a essa superfamília (Freitas et 

al, 2011). Sua organização estrutural é variável entre cromossomos e as cepas, 

podendo ser um importante ponto de estudo para a análise de genes com 

características de TS ativa (Freitas et al, 2011), (Dc-Rubin & Schenkman, 2012). 

Dentre as 223 proteínas detectadas pela análise proteômica contendo 

características da família GH-33 (família pertencente as trans-sialidase), 15 genes são 

TS enzimaticamente ativos (Atwood et al, 2005). A atividade enzimática foi identificada 

em epimastigotas (Previato et al, 1985) e nos extratos de tripomastigotas (Zingales et 

al, 1987). Em culturas axênicas, epimastigotas apresentam baixa atividade enzimática 

da TS (Chaves et al, 1993). No entanto, a atividade enzimática aumenta quando ocorre 

a metaciclogênese e os mesmos diferenciam-se em tripomastigotas metacíclicos 

(Yoshida, 1983), evidenciando o importante papel de transferência do ácido siálico dos 

oligossacarídeos e glicoproteínas do hospedeiro para a superfície do T. cruzi (Zingales 

et al, 1987). A transferência é específica e envolve a molécula de ácido siálico α – (2 – 

3) ligada ao doador e à formação de um complexo contendo o terminal do grupo β – 

galactopiranosil no substrato aceptor (Giorgi & de Lederkremer, 2011). 

A invasão celular pelo T. cruzi (tripomastigotas metacíclicos) caracteriza-se pela 

formação do vacúolo parasitóforo na célula hospedeira (Dc-Rubin & Schenkman, 
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2012). A formação desse vacúolo e a retenção do T. cruzi são dependentes da junção 

entre os lisossomos com a membrana do hospedeiro e a associação precoce dos 

endossomos com o parasito (Burleigh, 2005) (Figura 1.6). 

A superfície do T. cruzi recoberta por ácido siálico, interage com uma lectina Ig – 

like de células dendríticas capaz de suprimir a produção da citocina pró-inflamatória IL-

12 responsável pela ativação da resposta imune (Erdmann et al, 2009). Além disso, o 

ácido siálico na superfície do parasito fornece proteção contra a ação da atividade lítica 

do sistema imunológico do hospedeiro (Ribeirao et al, 2000), e inibição da ligação do 

fator B do complemento (Joiner et al, 1986). 

Dessa forma, podemos associar a supressão da resposta imune inata durante o 

início da infecção com o estabelecimento da infecção (Dc-Rubin & Schenkman, 2012) 

devido à clivagem da âncora de GPI, e da subsequente remoção de ácido siálico da 

superfície, levando o paciente a um quadro de trombocitopenia na fase aguda da 

doença de Chagas (Tribulatti et al, 2005). 

 No entanto, as manifestações clínicas resultantes são altamente variáveis, 

levando o paciente desde o estado assintomático até complicações cardíacas graves 

(Erdmann et al, 2009). Uma possível causa para a variação das manifestações clínicas 

na doença de Chagas seria a variabilidade genética das cepas de T. cruzi, as quais 

compreendem populações de parasitos altamente heterogêneos (Dvorak, 1984), 

(Revollo et al, 1998; Zingales et al, 1999).  

 Utilizando a cepa de T. cruzi do grupo I (Tehuantepec) e outra do grupo II 

(Tulahuen), demonstrou-se que a cepa classificada no grupo II contém maior 

quantidade de ácido siálico em sua superfície do que a do grupo I, fazendo com que a 

mesma desenvolva uma parasitemia maior, bem como uma resposta inflamatória 

aumentada no modelo experimental de infecção. Contudo, ambas as cepas 

apresentam a mesma capacidade de invasão celular, porém com potencialidade 

diferenciada para a modulação das células dendríticas e toda a cascata inflamatória 

(Erdmann et al, 2009). 
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Figura 1.6 – Esquema sumarizando a invasão celular pelo Trypanosoma cruzi. No momento da invasão do T. cruzi 

na célula hospedeira, há um aumento nos níveis de cálcio no citoplasma e recrutamento de lisossomos para o local 
de entrada. Outra via utilizada para a invasão é a invaginação da membrana levando ao acúmulo de PIP3, formando 
um vacúolo endossomal que será posteriormente enriquecido com lisossomos. Após a internalização, os 
Tripomastigotas se transformam gradativamente em amastigotas que, após a ruptura do vacúolo por ação de 
porinas, como TcTOX, entram em contato direto com o citoplasma passando a se multiplicar (de Souza et al, 2010). 

 

A principal TS expressa pelos epimastigotas não possui a região de repetição 

SAPA e não está ancorada a membrana por GPI (Briones et al, 1995); além disso, é 

pouco secretada para o meio (Rubin-de-Celis et al, 2006). Essas trans-sialidases 

sializam, principalmente, mucinas de 35 – 50 kDa depositando-as sobre a superfície 

dos epimastigotas e influenciando na migração e diferenciação do parasito frente ao 

intestino do inseto repleto de sangue (Schenkman & Eichinger, 1993), (Frasch, 2000). 

Apesar de expressarem apenas 17% das trans-sialidases, quando comparados aos 

tripomastigotas, provavelmente a sialização nos epimastigotas está envolvida na 

adesão do parasito às células epiteliais da ampola retal do inseto (Giorgi & de 

Lederkremer, 2011), bem como na proteção do parasito mediante a ação de enzimas 

glicolíticas presentes no tubo digestivo do vetor (Garcia & Azambuja, 1991).  

Algumas trans-sialidases inativas atuam como lectina-like, ou seja, servem de 

âncora ao interagirem com a porção de carboidrato dos glicoconjugados presentes na 
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superfície do hospedeiro, facilitando, dessa forma, a transferência do ácido siálico 

realizado pelas enzimas ativas (Oppezzo et al, 2011).  

 

1.4 - Sistema de Síntese na Tradução Acelular in vitro 

 

 Estudos sobre o sistema de síntese de proteínas in vitro vêm contribuindo ao 

longo dos anos para a elucidação dos mecanismos moleculares envolvidos na 

regulação pós transcricional da expressão gênica (Zamecnik & Keller, 1954). 

A síntese acelular oferece várias vantagens quando comparada com a 

tecnologia celular recombinante convencional, como por exemplo, a isenção de 

possíveis interações que poderiam ocorrer durante a expressão de proteínas 

recombinantes nas células dos microorganismos (Nakano & Yamane, 1998).  

Essa metodologia tem se mostrado uma alternativa bastante eficiente aos 

estudos clássicos de expressão gênica in vivo. A síntese acelular ocorre em um 

ambiente perfeitamente modificável sendo capaz de se adequar as necessidades do 

ensaio; dessa forma, torna-se ideal para investigações de grupos de marcadores 

seletivos de moléculas proteicas (Torizawa et al, 2004), fornecimento de informações 

genéticas através da tradução in vitro (Rungpragayphan et al, 2003) e de manipulação 

de proteínas tóxicas in vitro que não poderiam ser sintetizadas in vivo (Kang et al, 

2000). Além disso, vislumbra a expressão de múltiplas proteínas simultaneamente pela 

adição de bibliotecas de mRNA e cDNA (Kim et al, 2006; Ohuchi et al, 1998).  

Os protocolos em vigência para a realização da síntese envolvem etapas 

extensas e complicadas, consumindo muito tempo e alto custo. Portanto, o 

desenvolvimento de uma metodologia mais prática e econômica se tornou crucial para 

a expansão e aplicação da síntese acelular (Kim et al, 2006). 

O protocolo elaborado e estabelecido por Pratt (Pratt, 1984) denominado S30, se 

tornou um método padrão baseado nos extratos de Escherichia coli, no entanto, seu 

preparo envolve várias etapas para a lise celular, tais como, alta centrifugação 

(30.000g), pré – incubação, diálise e clarificação (Kim et al, 2006).  

A fim de melhorar o preparo de extrato protéico de células de E. coli, Kim e 

colaboradores (Kim et al, 2006) desenvolveram uma metodologia, baseada no extrato 

S30, porém com baixa centrifugação e diminuição das etapas; a esse novo extrato foi 

dado o nome de extrato S12 (com centrifugação de 12.000g). 
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Os sistemas de síntese acelular mais comuns em eucariotos são os extratos de 

gérmen de trigo, reticulócito de coelho e de levedura, utilizados para estudos de 

engenharia genética voltada para a análise protéica, assim como muitas aplicações no 

diagnóstico e testes toxicológicos (He & Wang, 2007). No entanto, esse sistema em 

células eucarióticas não é de fácil obtenção em grande escala, por serem laboriosos e 

de alto custo em seu preparo, além de serem derivados de organismos de difícil 

manipulação genética (He & Wang, 2007).  

A Leishmania tarentolae tem sido o organismo eucarioto extensivamente 

utilizado como modelo nos estudos de síntese acelular. Isso se deve ao fato de serem 

facilmente manipuladas geneticamente e em meio de cultura e não serem patogênicas 

para os mamíferos (Breitling et al, 2002); (Niculae et al, 2006); (Fritsche et al, 2008).  

Com o advento da era proteômica, houve uma expansão dessa técnica, 

promovendo várias aplicações relacionadas a estrutura e função das proteínas (Katzen 

et al, 2005). Portanto, podemos considerar essa tecnologia como uma ferramenta 

bastante flexível, capaz de manipular as condições de reações e gerar novas 

aplicações, como as pesquisas na área pós-genômica e estudos envolvendo a 

expressão de proteínas (Katzen et al, 2005);(Mureev et al, 2009). 

Sendo assim, com o intuito de contribuirmos com os estudos relacionados aos 

mecanismos pós-transcricionais e transducionais do T. cruzi, elaboramos, no presente 

trabalho, um novo protocolo, baseado no extrato S12 (denominado TcS12), para a 

formação de um extrato específico de T. cruzi. 

 

1.5 – Abordagem Proteômica 

 

O termo proteoma é referente à análise da expressão proteica por um 

determinado tipo celular ou organismo em condições definidas (Aebersold & Mann, 

2003); (Schilling et al, 2012). A identificação de proteínas fornece uma visão ampliada 

da rede regulatória celular e de interação entre as várias biomoléculas que compõem 

um sistema biológico (célula e tecido, por exemplo). Isso permite estabelecer uma 

ligação entre a proteína identificada e seu gene (ou genes) relacionado(s) e, por 

conseguinte, todo o código genético da espécie em estudo, levando, então a 

informações fisiológicas e genéticas (Aebersold & Mann, 2003). 

Atualmente, as metodologias baseadas no uso da espectrometria de massas 

são muito populares no estudo de um determinado proteoma, principalmente devido a 
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sensibilidade e rapidez de resultados oferecidos por tal técnica. Entre as suas várias 

finalidades, a espectrometria de massa é usada não somente para se identificar 

proteínas, mas também para se comparar a expressão diferencial dessas 

biomoléculas, e até mesmo para se investigar modificações pós-transducionais que 

comumente ocorrem em todos os aminoacidos (Schilling et al, 2012). 

No entanto, a aplicação da espectrometria de massa foi restrita durante muito 

tempo a investigação de pequenos compostos termoestáveis, devido à falta de uma 

fonte de ionização capaz de ionizar e transferir as moléculas ionizadas para a fase 

gasosa sem haver fragmentação excessiva. Não havia ainda técnicas de ionização que 

fossem capazes de preservar as características do material a ser analisado (Aebersold 

& Mann, 2003). 

As análises feitas pela espectrometria passaram por mudanças drásticas, 

levando ao aumento de seu uso no estudo de biomoléculas após a introdução das 

técnicas de ionização, Electrospray (Magdesian et al) e Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization (MALDI), que permitiram a transformação de biomoléculas 

intactas em íons moleculares (Karas & Hillenkamp, 1988). Concomitantemente, vieram 

novos analisadores de massa como os íon trap, e aqueles atrelados a instrumentos 

multi-estágios, por exemplo, hybrid quadrupole orthogonal-acceleration time-of-flight 

(Q-Q-ToF® e o q-oa-ToF®) e tandem time-of-flight (ToF-ToF®) (Aebersold & Mann, 

2003). 

Todas as configurações existentes foram desenvolvidas levando-se em conta 

dois aspectos fundamentais da espectrometia, que são a sensibilidade e precisão de 

detecção. Aspectos esses que melhoraram os estudos de proteomas. Várias 

estratégias que combinam a espectrometria de massa com outras técnicas de 

separação de biomoléculas, como eletroforese e cromatografia liquida também se 

mostraram muito eficazes na investigação proteômica. Usado frequentemente nesse 

tipo de estudo, o acoplamento da espectrometria de massa a um sistema de 

cromatografia liquida (LCMS/MS) (Figura 1.7) permite a identificação de proteínas em 

abordagens “high-throughput” desvendando então, uma visão da grande complexidade 

do proteoma das espécies. Nesse trabalho, foi usada a LCMS/MS para se estudar a 

comparação do proteoma de quatro cepas de T. cruzi como será abordado na 

discussão.  
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Figura 1.7 – Esquema representando a configuração de um espectrômetro de massa combinado com um sistema 
cromatográfico. A amostra é inserida em uma coluna de cromatografia líquida onde seus componenetes são 
separados antes de serem injetados em um espectrômetro de massas. O espetrômetro de massas é composto de 
três partes: uma fonte de ionização como o Electrospray e o MALDI, converte as biomoléculas em íons, o analisador 
de massas, representado pelo quadrupolo e o TOF, onde os íons são separados de acordo com sua razão m/z 
(razão entre a massa e a carga da biomolécula analisada), e um detector onde os íons são detectados. Os sinais 
gerados pelo detector são convertidos em um cromatograma e portanto um espectro de massa. 
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2.  Justificativa: 

 

O acúmulo de evidências relatadas sobre a participação de elementos 

regulatórios nos mecanismos de tradução nas UTR, de diferentes genes, nos motivou a 

investigar a relação entre a organização gênica de famílias de cópias múltiplas e seu 

nível de expressão proteica. O gene selecionado nesse trabalho foi o da família das 

trans-sialidases (TS): (a) por estar representado em múltiplas cópias no genoma de 

Trypanosoma cruzi; (b) por ser importante no processo de infectividade do parasito 

frente ao seu hospedeiro vertebrado; e (c) por estar envolvido no mecanismo de 

adesão do protozoário (na forma epimastigota) às paredes do tubo digestivo do 

reduvídeo, vetor invertebrado (Atwood et al, 2005; Colli & Alves, 1999).  

A investigação do perfil proteômico das cepas (na forma epimastigota) em 

diferentes fases da curva de crescimento, permitirá compreender as diferenças e 

similaridades da expressão proteica e relacioná-las com o comportamento biológico do 

parasito. 

Metodologias combinadas à espectrometria de massas já são extensivamente 

usadas para se classificar microrganismos e bactérias (van Veen et al, 2010; Freiwald 

& Sauer, 2009), porém ainda não há descrições publicadas referentes aos 

tripanossomatídeos. As estratégias de identificação das DTU de T. cruzi (Zingales et al, 

2009) envolvem metodologias mais tradicionais que usam marcadores moleculares e 

bioquímicos, os quais, as vezes não permitem classificar conclusivamente o grupo o 

qual pertença uma determinada cepa de T. cruzi. Sendo assim, uma das contribuições 

do nosso estudo será conceber uma estratégia simples, de fácil execução e 

reprodutível, através de um extrato protéico, usando a própria maquinaria do T. cruzi 

como base de análise, permitindo, dessa forma, seu emprego nos laboratórios das 

Coleções do Instituto Oswaldo Cruz visando, em casos de dúvidas técnicas, a 

certificação da cepa em manipulação. 

O extrato protéico elaborado a partir do T. cruzi também poderá ser usado como 

um sistema acelular para a implementação de ensaios de síntese proteica in vitro. 

Atualmente, há vários sistemas comerciais de tradução acelular, tais como reticulócito 

de coelho, gérmen de trigo e Escherichia coli. No entanto, estudar a regulação (pós-

transcricional) da expressão gênica e a tradução de genes multicópias, como a região 

5’UTR de trans-sialidases - através do extrato protéico acelular de T. cruzi - fornecerão 

informações mais fidedignas. Vale ressaltar que a organização e a regulação gênica 
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desses organismos possuem várias particularidades quando comparadas aos demais 

eucariotos. Portanto, abre-se uma oportunidade para o desenvolvimento de um modelo 

de estudos da diversidade de organização, composição e funções de famílias gênicas 

multicópias em protozoários. 

Além disso, tanto a ausência de TS nos mamíferos, quanto o papel que 

desempenha na infectividade do T. cruzi, valida essa enzima como um potencial alvo 

para drogas no tratamento da doença de Chagas (Neres et al, 2008; Carvalho et al, 

2010) corroborando, portanto, a escolha da referida proteína como alvo para o presente 

estudo. 
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3.  Objetivos 

 

3.1 – Objetivo Geral 

 

• Caracterizar as regiões não traduzidas (5’ UTR) de trans-sialidases em 

Trypanosoma cruzi e avaliar a influência da variação dos sítios de trans-splicing 

na tradução destas proteínas: 

  Através de um gene repórter  

  Por espectrometria de massas  

 

3.2 – Objetivos Específicos 

 

 Desenvolver metodologia de lise celular para elaboração de extrato proteico 

acelular de T. cruzi. 

  Avaliar a qualidade dos extratos proteicos das cepas Dm28c (TcI), Y (TcII), CL-

Brener (TcVI) e 4167 (TcIV) por espectrometria de massas.  

 Analisar comparativamente a expressão proteica dos extratos das quatro cepas 

de T. cruzi gerados a partir da metodologia de lise celular através do uso de 

espectrometria de massas. 

  Caracterizar a presença de sítios adicionais de trans-splicing nas regiões não 

traduzidas (5’ UTR) de trans-sialidase em T. cruzi (CL-Brener). 

 Através do banco de dados de cDNA de trans-sialidases de CL-Brener gerado 

no presente estudo, correlacionar esta classe de proteínas identificadas por 

espectrometria de massas buscando avaliar a composição e o tamanho das 5’ 

UTR na tradução. 
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Desenho Experimental do Projeto 
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4.  Materiais e Métodos 

 

4.1 – Cultivo de Trypanosoma cruzi: 

 

 Foram cultivadas células no estágio epimastigota de cepas de CL-Brener, Y, 

Dm28c e 4167, todas oriundas da coleção de Protozoários do Instituto Oswaldo Cruz 

(COLPROT). 

 

4.1.1 – Meio de Cultura BHI (Brain Heart Infusion): 

 

 As quatro cepas de T. cruzi foram crescidas a 28°C em cultura axênica em meio 

Warren modificado (Silva et al, 2006b; Warren, 1960) (Brain Heart Infusion) (DIFCO-

BD, Sparks, MD, USA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil). Foram inicialmente cultivadas até atingirem a fase logarítmica, 

de acordo com o perfil da curva de crescimento de cada uma: Dm28c e Y no sétimo dia 

de crescimento, CL-Brener e 4167 no nono e quarto dia, respectivamente.  

 Os epimastigotas foram avaliados antes de cada repique, por contagem em 

hemocitômero de Neubauer (câmara de Neubauer) para atingir uma densidade celular 

na ordem de 107 células/mL.  

No meio da fase logarítmica de cultivo, 107 células foram obtidas por 

centrifugação da cultura a 800 g durante 10 minutos, lavadas três vezes com Na2HPO4 

10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.2 (PBS) e ressuspendidas em trizol, para a posterior 

extração de RNA ou em solução tampão de lise hipotônica (HEPES KOH 20 mM e DTT 

2 mM), para a obtenção do extrato TcS12 (item 4.9). 

 

4.2 - Extração de RNA total de T. cruzi: 

 

Após a contagem de células e sua centrifugação para a formação de um 

concentrado (pellet), adicionou-se 1mL de Trizol (Invitrogen®), podendo ser esse 

volume variável, de acordo com a quantidade de células disponíveis na cultura, e o 

protocolo seguiu as instruções do fabricante com pequenas modificações. Após a 

homogeneização do concentrado celular com o Trizol, acrescentamos 200 µL de 
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clorofórmio e centrifugamos a 12.000 g por 15 minutos. Em seguida, transferimos o 

sobrenadante (fase aquosa) para um microtubo de 1,5 mL limpo (RNase / DNase free), 

e colocamos 500 µL de isopropanol; também acrescentamos 3 µL de poliacrilamida 

linear e incubamos no gelo por 10 minutos a 4°C. Após os 10 minutos de incubação, 

centrifugamos a 12.000 g por mais 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante, 

cuidadosamente, e realizou-se a lavagem do concentrado com 500 µL de etanol 75% a 

7.500 g por 5 minutos. Descartamos o sobrenadante e secamos a 37°C de 5-10 

minutos; o concentrado foi ressuspendido em 30 µL de água ultra-pura. 

A amostra foi quantificada por espectrofotômetro (NanoDropTM – Thermo 

Scientific®) a fim de adicionarmos a quantidade desejável de RNA na etapa de 

transcrição reversa. A pureza e integridade do RNA extraído foram definidas pela 

eletroforese em gel de agarose a 1%. Foram aplicados 4 µL de RNA total recém 

extraído, acrescidos de 4 µL de formamida, incubados por 10 minutos a 25°C antes de 

serem aplicados no gel, objetivando a eliminação das estruturas secundárias inerentes 

ao RNA, além de melhorar a visualização do mesmo. A coloração de todos os géis de 

agarose realizados nesse trabalho foram feitas com o reagente GelRed® (Biotium, 

Califórnia, EUA). 

 

4.3 – Transcrição Reversa e PCR qualitativa (RT – PCR): 

 

A primeira etapa dessa técnica foi a conversão do RNA em cDNA (DNA 

complementar) através do uso de uma transcriptase reversa. A síntese da primeira fita 

do DNA foi feita utilizando SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen®) de 

acordo com as condições do fabricante: 2 – 5 µg de RNA, 1 µM (0,1µM) de iniciador 

aleatório (Random Primer de 6 nucleotídeos, Invitrogen®), 1µL (0,25 mM) de dNTP 

(Invitrogen®), seguido de incubação a 65°C por 5 minutos; acréscimo dos demais 

reagentes, como 4µL de First Strand Buffer 5X, 2 µL de DTT (0,1 mM) , 1 µL de 

RNaseOUT (40 U / µL) (Invitrogen®) ou RNasin (Promega®) e 200 U / µL de 

SuperScript III Reverse Transcriptase, incubando por mais 1h a 50°C. Para esse 

protocolo, há necessidade de inativação da enzima a 70°C por 15 minutos. 

Como controle negativo da reação foi adicionado um tubo contendo RNA com os 

demais reagentes, exceto a transcriptase reversa.  

A segunda etapa consistiu em realizar a amplificação do cDNA. Para tanto, 

utilizamos 0,2 µM de cada iniciador: 5UTRTCNA (5’ TGT TTC GTA GCG AGC GTC CG 
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3’), referente a neuroaminidase (também pertencente a família das trans-sialidases), 

pareado com o iniciador do mini-exon, denominado ME3 (5’ AAC TAA CGC TAT TAT 

TGA TAC AGT T 3’), ou o mesmo ME3 pareado com um iniciador para a trans-sialidase 

contendo um pequeno trecho da ORF – denominado TcTs reverso (5’ GCC GGG ACA 

TGT TGG GCC TC 3’). Os oligonucleotídeos foram sintetizados pela empresa 

Invitrogen® e diluídos em solução de TE 1X (10 mM Tris-HCL e 10 mM EDTA pH8,0) a 

uma concentração de 100 µM (solução estoque) e diluídos em água ultra pura a uma 

concentração de 10 µM (solução de uso). Os iniciadores utilizados foram armazenados 

a -20 oC. 

Os referidos iniciadores pareados foram introduzidos a uma solução contendo 

0,2 mM de dNTPs, 2,0 mM de MgCL2, 5 µL 10X de tampão de PCR, 1 U / µL Taq 

recombinante - Invitrogen® e H2O ultra pura livre de DNase para completar 48 µL, além 

de 2 µL de cDNA. As condições do ciclo da PCR foram: 96°C por 15 segundos, 55°C 

por 20 segundos, 72°C por 30 segundos, perfazendo 35 ciclos, seguido de 10 minutos 

de extensão a 72°C no termociclador Eppendorf Mastercycle® gradient.  

Os fragmentos amplificados foram revelados em alíquotas de 10 µL, aplicados 

em gel de agarose 1% imerso em tampão TBE 0,5X (Tris base 89 mM, ácido bórico 89 

mM e EDTA 2 mM) corados com GelRed®. Os resultados foram visualizados por 

transiluminação com luz ultravioleta e registrados digitalmente com o auxílio do sistema 

de fotodocumentação de imagens em gel (Bio-Rad®). 

Os produtos amplificados contendo as 5' UTR dos respectivos cDNAs foram 

clonados usando células eletrocompetentes e/ou células quimicamente competentes.  

 

4.4 – Preparo das Células Quimicamente Competentes: 

 

A metodologia teve início após a semeadura de uma cultura de Escherichia coli 

linhagem TOP10 ou DH5α em placa de Petri contendo meio LB sólido (Luria-Bertani 

acrescido de Agar-Agar) sem antibiótico, e crescimento por 18h a 37°C. Após o tempo 

de crescimento, uma colônia foi selecionada e adicionada em 25 mL de meio Terrific 

Broth ou meio LB líquido (Luria- Bertani) sem antibiótico e incubação por mais 18h a 

37°C com agitação de 200 rpm. Decorrido as 18h de incubação, é esperado que a 

cultura tenha atingido densidade óptica (da Silva et al) em 550 nm, equivalente a fase 

log.  
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Em seguida 5% da cultura inicial em 25 mL (1,25 mL) são transferidos para 100 

mL de meio Terrific Broth ou LB e incubados por mais 2h a 37°C e agitação de 200 

rpm. Posteriormente, a cultura é dividida em dois microtubos de 50 mL e incubada a 

4°C por 10 minutos. Ao término desse período, o material é centrifugado a 1.260 g por 

10 minutos a 4°C. O sobrenadante é descartado e 30 mL de solução filtrada contendo  

MgCl2 20 mM e CaCl2 80 mM são adicionados ao concentrado de células, com 

incubação por 10 minutos a 4°C. As células são centrifugadas a 1.260 g por 10 minutos 

a 4°C e ressuspensas em 2 mL de solução contendo CaCl2 100 mM filtrado e 10% de 

glicerol previamente autoclavado.  

Por fim, o volume final é dividido em alíquotas de 100 µL, distribuídas em 

microtubos de 1,5 mL e submetidas a congelamento instantâneo com gelo seco e 

álcool ou nitrogênio líquido, antes de serem estocados a - 80°C até o momento do uso.  

 

4.5 – Preparo das Células Eletrocompetentes: 

 

 Após o descongelamento a 4°C de dois microtubos de 1,5 mL contendo as 

células eletrocompetentes (Invitrogen®), as alíquotas de cada tubo (100 µL de células) 

foram transferidas para uma garrafa de cultura estéril contendo 100 mL e para outra 

garrafa menor contendo 5 mL de meio LB e as células foram crescidas a 37°C, por 18h 

sob agitação de 200 rpm. 

 Decorrido o tempo de incubação, da garrafa de cultura menor, foram retirados 10 

µL que, em seguida, foram semeados em placa de Petri (contendo meio LB e Agar-

Agar) sem ampicilina para servir de estoque, posto que a 4°C as células possuem 

viabilidade de até 3 meses. 

 Para a garrafa de cultura de maior volume, foi transferido 1 mL de seu conteúdo 

para uma nova garrafa contendo 499 mL de meio LB, seguido de incubação a 37°C, 

por mais 3h, sob agitação de 200 rpm. Ao final desse intervalo a cultura terá atingido 

uma OD de 0,5. 

 A cultura foi centrifugada a 4°C, por 10 minutos a 4000 g. O sobrenadante foi 

descartado e submetido a três processos de lavagem, sendo a primeira com 100 mL de 

solução gelada de água contendo 10% de glicerol estéril, a segunda lavagem em 25 

mL de solução gelada de água e 10% de glicerol, e a terceira com 10 mL de solução 

igualmente gelada de água e 10% de glicerol. Cada processo de lavagem foi realizado 

por centrifugação a 4°C, por 10 minutos a 4000 g. 
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Após a última centrifugação, o sedimento de células foi ressuspendido em 2 mL 

de uma solução final, também gelada, contendo água e 10% de glicerol. Em todas as 

etapas envolvendo soluções com glicerol, o glicerol foi autoclavado previamente antes 

da elaboração das soluções para uso. Alíquotas de 50-100 µL das células foram 

submetidas a um processo de congelamento prévio com gelo seco e álcool antes de 

serem estocadas a - 80°C. 

 

4.6 - Clonagem dos Produtos Amplificados  

 

 A primeira etapa da clonagem, após a obtenção dos produtos amplificados, é a 

ligação do respectivo inserto ao sítio de inserção no vetor (processo que pode variar de 

acordo com o fabricante). Nesse trabalho usamos basicamente três plasmídeos: pGem 

(Promega®), pCR 4 – TOPO (Invitrogen®) e pGlow (Invitrogen®) (Figuras 4.1, 4.2 e 

4.3). 

 

                                      Figura 4.1 – Mapa do plasmídeo pGem T – easy vector (Promega®) 

 



27 

 

 

                                         Figura 4.2 – Mapa do plasmídeo pCR 4 – TOPO (Invitrogen®). 

 

 

                                                     Figura 4.3 - Mapa do plasmídeo pGlow (Invitrogen®). 

 
 

 A etapa de ligação no pGem T – easy (Promega®) foi realizada de acordo com o 

fabricante, em volume final de 10 µL, contendo 5 µL de tampão de ligação 2X, 1 µL da 

enzima T4 DNA ligase (3 unidades/ µL), 1 µL (50 ng/ µL) de pGem T – easy vector 

(Promega®), até 3 µL de produto de PCR purificado (podendo ser menos, caso a 

concentração de produto esteja alta), e água ultra-pura. A reação foi incubada por 18 h 

a 4°C. 
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 Para os vetores da Invitrogen®, tanto o pCR 4 – TOPO quanto o pGlow, a 

ligação ocorreu em volume final de 6 µL, contendo 1 µL do plasmídeo (10 ng/ µL), 1 µL 

de solução de sal (200 mM de NaCl e 10 mM de MgCL2) e até 4 µL de produto de PCR 

purificado, a temperatura ambiente por 5 - 30 minutos.  

 Após a ligação, independente do plasmídeo utilizado, a etapa de transformação 

foi realizada a partir de 2 µL da reação de ligação, em microtubo de 1,5 mL contendo 

as células competentes, descongeladas previamente a 4°C, com a primeira incubação 

a 4°C por 30 minutos. Em seguida, realizamos o choque térmico de 2 minutos a 42°C e 

adicionamos 800 µL de meio SOC ou LB aos tubos, com incubação a 37°C por 1 h, sob 

agitação a 200 rpm.  

 Em paralelo, placas contendo LB sólido com ampicilina (a uma concentração 

final de 100 µg/mL) são deixadas por pelo menos 30 minutos a uma temperatura de 

37°C, antes do uso. Um volume de 40 µL de X-Gal é adicionado a cada placa, no caso 

do vetor em questão possuir o gene Lac Z, o qual deverá ser inativado na presença de 

um DNA exógeno (resultante da ligação), formando colônias brancas, ou pela 

capacidade do vetor em hidrolisar o X-Gal, quando não há incorporação do DNA 

exógeno, resultando em colônias de coloração azul. As placas são incubadas por 18 

horas a 37°C. Após essa etapa, as colônias brancas são selecionadas e transferidas 

para 3 mL de LB líquido ou meio Terrific Broth, contendo 100 µg/mL de ampicilina, para 

posterior extração do DNA plasmidial por miniprep. Alternativamente, estas colônias 

também foram transferidas para 15 mL de LB líquido ou meio Terrific Broth, contendo 

igualmente 100 µg/mL de ampicilina, para processamento por midprep, com incubação 

a 37°C por 18h sob agitação de 200 rpm. Ambos os procedimentos para a recuperação 

de DNA plasmidial foram realizados por metodologias in house, descritas nos Anexos.  

 Após o cultivo, para as culturas em volume de 3 mL (miniprep), o material foi 

centrifugado a temperatura ambiente, em velocidade máxima, e o sedimento gerado foi 

purificado com os kits PureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega®) ou 

NucleoSpin® Plasmid (Macharey-Nagel®), para obtenção do DNA plasmidial. Para o 

processamento por midprep in house, os 15 mL de cultura foram centrifugados a 4.000 

rpm, a 4°C por 10 minutos, e o sedimento celular foi tratado com as soluções 1, 2 e 3 

descritas nos anexos. 

 

4.6.1 – Obtenção dos Clones Através da PCR Colônia: 
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Através da amplificação em cadeia da polimerase com iniciadores específicos 

para regiões do plasmídeo pGem T-easy vector e pCR 4-TOPO, M13 Forward (5’ GTA 

AAA CGA CGG CCAG 3’) e M13 Reverse (5’ CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’), foi 

possível recuperar o inserto clonado, diretamente da colônia. 

A técnica consiste em adicionar cada clone obtido das placas de Petri em 9 µL 

de água. Após esta primeira etapa, é preparada a mistura de PCR com 29 µL de H2O 

ultra-pura, 5 µL de Tampão 10X, 1,5 µL de MgCl2 (1,5 mM), 2 µL de dNTPs (0,2 mM), 

0,5 µL de Taq polimerase recombinante (5U/µL- Invitrogen®) e 1 µL de cada iniciador, 

M13F e M13R, a 0,2 µM, em volume final de 50 µL. 

A seguinte ciclagem térmica foi utilizada: 95 °C por 5 minutos e 40 ciclos de 95 °C 

por 1 minuto, 55 °C por 1,5 minuto e 72 °C por 1 minuto, com uma extensão final a 72 

°C por 5 minutos, no termociclador Eppendorf Mastercycle® gradient. 

Ao final da reação os produtos foram visualizados em gel de agarose 1,5%, 

corado com GelRed®, para a verificação da qualidade da clonagem e confirmação do 

tamanho do inserto. Colônias azuis (sem inserto) foram usadas como controle negativo.  

 

4.7 – Sequenciamento 

 

4.7.1 – Sequenciamento por Sanger 

 

 Após a extração do DNA plasmidial com o auxílio de kits comerciais ou in house 

e posterior purificação do DNA, as amostras foram processadas em reações de 

sequenciamento, empregando o Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems) no equipamento ABI PrismTM, segundo as especificações do fabricante. 

Os dados foram armazenados no software de análise das sequências de DNA 

(plataforma de Sequenciamento PDTIS/IOC/Fiocruz). 

4.7.2 - Análise das sequências: 

 

Todas as sequências foram editadas em formato FASTA. Para análise, edição e 

alinhamento utilizou-se os programas BioEdit (Sequence Alignment Editor) e MEGA 4.0 

(Kumar et al, 2008). 

Foi realizada a busca por similaridades de sequências (EST/cDNA) encontradas 

com as sequências genômicas já depositadas e disponíveis no banco de dados, por 

meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) no banco de 
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sequências do NCBI (www.ncbi.nml.nih.gov), usando a sequência disponível de CL-

Brener como parâmetro para as comparações. 

 

4.7.3 – Sequenciamento pelo uso do 454 Júnior (Next Generation Sequencing – 
NSG) 

 

 A metodologia usada para o sequenciamento do amplicon de cDNA de CL-

Brener no estágio epimastigota com os iniciadores do mini-exon ME3 pareado com o 

iniciador reverso TcTs para trans-sialidase, descritos no ítem 4.3, seguiu a ciclagem 

otimizada para 96°C por 15 segundos, 55°C por 20 segundos, 72°C por 30 segundos, 

por 35 vezes, seguido de 10 minutos de extensão a 72°C. Seguindo rigorosamente as 

recomendações do fabricante e instruções do operador da plataforma, a amostra foi 

purificada, quantificada e adaptadores RL foram ligados ao amplicon para posterior 

análise pelo sequenciador 454 GS Junior – Roche (Plataforma de Sequenciamento de 

Alto Desempenho – IOC/PDTIS). 

Ao término do sequenciamento, mediante os arquivos gerados pelo 

equipamento, optou-se pela seleção do formato FASTA com posterior edição das 

sequências através do programa USEARCH (disponível em http://drive5.com/usearch/). 

Em seguida, os seguintes parâmetros foram estabelecidos: 

4.7.3 I – Dereplication: Define o nível de redundância a ser mantida no conjunto de 

sequências. Possibilitou a redução de aproximadamente 20.000 para 3.500 

sequências. 

4.7.3 II – Alinhamento no MUSCLE (http://drive5.com/muscle/): Permitiu o agrupamento 

das trans-sialidases. 

4.7.3 III – Eliminação das sequências que não eram trans-sialidases e mapeamento 

genômico das 5’ UTR. Esta etapa permitiu a confirmação do tamanho das 5’ UTR de 

trans-sialidases desse grupo de epimastigotas, corroborando as informações obtidas 

pelo sequenciamento de Sanger, bem como, para ratificar os sítios de trans-splicing,  

realização da análise do contexto genômico e do sinal de trans-splicing (região rica em 

polipirimidina, além da verificação da existência de estruturas secundárias. 

 

 

 

http://www.ncbi.nml.nih.gov/
http://drive5.com/usearch/
http://drive5.com/muscle/
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Sequenciamento de alto-desempenho (454 Junior) 

Edição das sequências no formato FastQ: eliminação das sequências reversas  

↓ 
Novo arquivo contendo cerca de 20.000 sequências 

↓ 
Edição do novo arquivo através do USEARCH (eliminação de sequências redundantes 

e contagem de frequência (parâmetro usado no USEARCH: - dereplicate min= 2) 

↓ 
Redução das sequências para 3.700 

↓ 
Eliminação das sequências diferentes de trans-sialidase, reduzindo o número de 

sequências no arquivo: 2.660 

↓ 
Alinhamento pelo MUSCLE 

↓ 
Ajuste manual do alinhamento para análise de sítios adicionais de trans-splicing e 

agrupamento de acordo com a composição da 5' UTR. 
↓ 

Eliminação das redundâncias; contagem da freqüência de distribuição das sequências 

↓ 
Arquivo final: 195 sequências  

Figura 4.4 – Fluxo do alinhamento do 454 Junior. Manipulação das cópias de trans-sialidase para a retirada das 
redundâncias e caracterização dos sítios de trans-splicing 

 

 

4.8 - Síntese in vitro do RNA: 

 

Existem dois procedimentos capazes de realizar a síntese de RNA in vitro. 

Ambos são bastante eficientes; a diferença entre eles, basicamente, está relacionada 

ao rendimento de RNA, gerando até 1 mg de RNA com T7 RiboMAX™ (Promega®), ao 

passo que com T7 RNA polimerase (Promega®) o rendimento é menor (da ordem de µg 

de RNA). 

 

4.8.1 - Linearização do Plasmídeo: 

 

Tanto para a produção de RNA sintético em grande escala quanto em pequena 

escala, a técnica se inicia com a escolha do plasmídeo ou DNA que servirá como 

molde para a enzima T7 RNA polimerase iniciar a síntese. Em seguida, o plasmídeo 
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com concentração de 2 – 5 µg/µL, deverá ser linearizado com uma enzima de restrição 

específica, de acordo com a sua constituição. No caso do uso do pGlow, incubamos 

com a enzima Sma I (New England BioLabs®), segundo as especificações do 

fabricante. Antes de iniciar a síntese in vitro, é necessária a confirmação do sucesso da 

digestão, em gel de agarose a 1%, com os devidos marcadores de peso molecular.  

 

4.8.1.a – Síntese in vitro de RNA não marcado em menor escala - T7 RNA 
polimerase (Promega®): 

 

O plasmídeo (pGlow, pGem Teasy vector ou pCR 4 TOPO) previamente 

linearizado na concentração de 2 – 5 µg/µL é adicionado a uma solução contendo 40 

unidades (1µL) de T7 RNA polimerase (Promega®), e seus reagentes, de acordo com 

as especificações do fabricante: 100 mM de DTT (10 µL), 100 unidades (1 µL) de 

RNasina recombinante (Promega®), 1 µL de rNTP (25 mM), DNA molde na 

concentração de 2 – 5 µg, seguido de incubação à 37° C por 2h. 

 

4.8.1.b - Síntese in vitro de RNA não marcado em maior escala – RiboMAX™ 
Large Scale RNA Production System - T7 (Promega®)  

 

De acordo com o fabricante, são adicionados 20 µL de tampão de transcrição T7 

5X, 30 µL de rNTPs (25 mM), plasmídeo linearizado – pGlow (5 - 10 µg), 10 µL da 

enzima T7 (a concentração da enzima não está evidenciada pelo fabricante), 1 µL (40 

unidades / µL) de RNasin (Promega®) e água para completar um volume final de 100 

µL, seguido de incubação a 37°C entre 2 – 4h (de acordo com a quantidade de 

plasmídeo inserido). 

Após a incubação, o RNA produzido é tratado com DNase (RQ1 RNase–free 

DNase Promega®) através de incubação a 37°C por 40 minutos, com acréscimo de 2 

µL da solução de bloqueio (stop solution) a 65°C por 10 minutos, para a eliminação do 

plasmídeo utilizado como molde pela enzima T7. Posteriormente, o RNA sintetizado é 

purificado com Trizol (Invitrogen®), seguindo as recomendações do fabricante, visando 

a obtenção de um RNA de melhor qualidade e mais concentrado. 
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4.9 – Elaboração do Extrato Protéico de T. cruzi – Sistema Alternativo 

para Lise Celular 

 

Células de T. cruzi no estágio epimastigota, compreendendo quatro cepas foram 

selecionadas para estudo: CL-Brener, 4167, Dm28c e Y. Após atingirem um 

crescimento na ordem de 107 células/mL, estas foram submetidas a uma centrifugação 

em 700 g, por 10 minutos a 4°C, para obtenção do concentrado celular. 

 Em seguida, o concentrado foi lavado com 10 mL de PBS por três vezes, a partir 

de centrifugações a 700 g, por 10 minutos a 4°C. Após este passo, o sobrenadante foi 

eliminado e 200 µL de solução hipotônica de lise celular composta por 20 mM de 

HEPES-KOH e 2 mM de DTT foram adicionados para uma subsequente incubação a 

4°C por 30 minutos. Em seguida, o material foi incubado por mais 30 minutos em 

ultrassom de banho (USC 750A, Unique Group, Indaiatuba, SP, Brasil) contendo um 

pouco de gelo para evitar elevação da temperatura da água.  

 Após as amostras serem retiradas do ultrassom, elas foram centrifugadas a 

12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 

1,5 mL e incubado a 37°C por 30 minutos para a eliminação do mRNA endógeno. Após 

nova incubação nas mesmas condições, o agora extrato TcS12, foi estocado a – 80 °C 

até o momento de uso. 

 Os extratos proteicos provenientes do lisado celular de cada cepa estudada, 

foram quantificados usando-se o kit Bradford Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, Ca, 

EUA) de acordo com o manual do fabricante. 

 

4.10 – Verificação da Eficiência do Sistema Alternativo de lise celular 

pela Análise de Citometria de Fluxo (FACS)  

 

Para a quantificação da permeabilidade da membrana celular de T. cruzi, cepa 

CL-Brener, alíquotas de epimastigotas, na ordem de 107 células/mL, foram 

ressuspendidas e incubadas em 200 uL de solução tampão de lise celular (20 mM de 

HEPES-KOH e 2 mM de DTT) por 0, 10, 20 e 30 minutos a 4oC. Após o período de 

incubação, os parasitos foram marcados com 6 µL da solução de iodeto de propídeo 

(PI) a uma concentração de 30 µg/µL (Sigma-Aldrich, MO, USA) e analisados 

imediatamente no citômetro de fluxo.  



34 

 

Seguindo a incubação a 4ºC por 30 minutos, conforme descrito, três alíquotas de 

epimastigotas foram submetidas ao ultrassom de banho por 10, 20 e 30 minutos, com 

subsequente marcação com PI no momento de sua visualização microscópica. Todos 

os experimentos foram realizados por três vezes de maneira independente. 

O controle positivo foi obtido pelo tratamento dos parasitos com 0.01% (w/v) de 

saponina, incubados por 15 minutos a 4ºC, seguido pela marcação com a solução de 

PI. 

 Os dados desse ensaio foram gerados pelo uso de um citômetro de fluxo 

FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA) equipado com o software Cell 

Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Jose, CA, EUA). Um total de 

10.000 eventos foram adquiridos na região previamente estabelecida como a 

correspondente para epimastigotas típicos. 

 

4.11 – Análise por Microscopia de Contraste de Interferência 

Diferencial (DIC) 

 

Para corroborar a análise da eficiência do protocolo de extrato celular, a cinética da lise 

foi monitorada e gravada através da técnica de microscopia de contraste de 

interferência (DIC). Epimastigotas CL-Brener na ordem de 107 células/mL foram 

incubados em solução tampão hipotônica de lise por 0, 10, 20 e 30 minutos a 4ºC e 

imagens da suspensão celular foram gravadas. Após os 30 minutos de incubação, as 

amostras foram submetidas ao ultrassom de banho por 10, 20 e 30 minutos. Lâminas 

de parasitos frescos obtidos nas condições supracitadas foram preparadas e 

analisadas imediatamente em um microscópio Zeiss AxioObserver M1 (Oberkochen, 

Alemanha). 

 

4.12 - Verificação do Sistema de Lise pela Espectrometria de Massas 

 

4.12.1 – Digestão Enzimática do Extrato Proteico TcS12 

  

Antes de se iniciar o procedimento de digestão, uma alíquota do extrato proteico TcS12 

ressuspendido em tampão hipotônico (HEPES –KOH 20mM, DTT 2 mM) foi dialisada 

contra solução de bicarbonato de amônio (NH4HCO3 100 mM pH 8.0), usando-se filtro 



35 

 

molecular de cut off de 3 kDa (Amicon, Millipore, Tullagreen, Cork, Irlanda). Para 

certificar-se da troca completa de solução-tampão, o procedimento de diálise foi 

realizado quatro vezes, pela adição de aproximadamente 400 µL de NH4HCO3 100 mM 

pH 8.0. Ao final, a solução de mistura de proteína retida (e concentrada) de cada 

amostra foi diluída em 100 uL de NH4HCO3 100 mM pH 8.0 para uma concentração 

final de 1 μg/μL. 

 A digestão enzimática dos extratos proteicos por tripsina foi baseada na 

metodologia descrita por Murad et al. (2011). A cada amostra (100 μL) foi adicionado 

surfactante RapiGestTM (Waters, Milford, MA, EUA) para uma concentração final de 

0,1% (p/v, em NH4HCO3 100 mM pH 8,0) com subsequente incubação a 80 oC por 15 

minutos sob agitação (900 rpm). Em seguida, adicionou-se ditiotreitol (DTT, GibcoBRL, 

Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) para uma concentração final de 5 mM (em 

NH4HCO3 100 mM pH 8,0), e incubou-se por mais 30 minutos a 60 oC sob agitação de 

900 rpm. 

 Os ensaios foram resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, foram 

adicionados 6 uL de iodoacetamida (IAA, Sigma-Aldrich, St Louise, MO, EUA) 500 mM 

(em NH4HCO3 100 mM pH 8,0) ao extrato proteico e incubado no escuro por 30 

minutos a 25 oC. Para a digestão enzimática, uma solução de 400 ng/µL de tripsina em 

NH4HCO3 100 mM pH 8.0 (Promega, Madison, WI, EUA) foi adicionada às amostras na 

razão de 1:50 (p:p, enzima:substrato). A reação foi realizada a 37 oC por 18h, sob 

agitação de 900 rpm. 

 A digestão foi finalizada acidificando-se as soluções com 5 uL de ácido 

trifluoroacético 20 % (v/v) para concentração final de 0,5 % (v/v), seguida de incubação 

a 37 oC por 90 minutos, afim de precipitar o surfactante RapiGest. 

A solução de peptídeos foi, então, centrifugada a 20.200 g por 30 minutos a 6º C. 

O sobrenadante foi transferido para um microtubo e seco em centrífuga à vácuo por 

aproximadamente 2h. As amostras foram estocadas a -20 ºC. 

 

4.12.2 – Análise por Espectrometria de Massas 

 

 Antes da análise em 2D-LC-MS/MS, todas as amostras foram ressuspensas em 

100 uL de tampão de troca iônica (formato de amônio 5 mM, acetonitrila 5% pH 3,2). 

Os peptídeos foram analisados usando-se o espectrômetro de massas SYNAPTTM G1 

HDMS™ System (Waters, Manchester, UK) e todos os espectros foram adquiridos em 
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modo positivo. O analisador de massas ToF foi calibrado com fragmentos iônicos 

produzidos por MS/MS de [Glu1]-fibrinopeptideo B (GFP, solução de 100 fmol/µL em 

50:50:1, metanol:H2O:ácido acético) na faixa de 50 a 2000 m/z. Por sua vez, o íon 

precursor duplamente carregado de GFP (MH2+= 785.8426) foi usado como referência, 

para correção precisa da medida de massas durante cada analise de LC-MS/MS. 

Para as análises de proteômica comparativa do extrato protéico das quatro 

cepas, foi empregada a metodologia de quantificação de proteínas sem marcação 

isotópica (label-free) (Geromanos et al, 2009; Li et al, 2009; Silva et al, 2006a). Para tal, 

os parâmetros do SYNAPT foram ajustados para o modo de operação denominado 

MSE (Silva et al, 2006b).  

A técnica consiste em se adquirir os espectros de massas de todos os peptídeos 

que são introduzidos na máquina alternando-se a energia de colisão em baixa e alta 

(voltagem) a cada 0,8 segundos (tempo de escaneamento ou scan time), com 

intervalos de 0,02 segundos entre os scans (interscan delay time). Os dados de 

espectros de massas obtidos em baixa energia de colisão foram coletados 

constantemente a 4 eV (eletron-volt), enquanto que aqueles adquiridos em alta energia 

foram obtidos de acordo com uma rampa de aumento de energia de colisão de 15 até 

55 eV (Silva et al, 2005). 

 A mistura dos peptídeos resultantes da digestão de cada amostra foi injetada três 

vezes (triplicatas) no sistema cromatográfico nanoACQUITY UPLC (Waters, 

Manchester, UK), acoplado ao SYNAPTTM G1 HDMS™. A configuração do sistema de 

cromatografia empregada foi baseada no método publicado por Liu et al (2006) com 

algumas modificações. Nesse sistema, a cromatografia em escala de nano-fluxo 

consistiu de duas colunas cromatográficas interligadas (online) configurando, portanto, 

um sistema de cromatografia bidimensional (2D-LC). As colunas (180 µm × 20 mm) 

incluíram uma troca catiônica forte pré-empacotada (nanoACQUITY UPLC SCX TRAP 

Column) (Waters, EUA) usada para a primeira separação dos peptídeos (primeira 

dimensão), em conjunção com uma pré-coluna (“trap”) de fase-reversa (5 µm 

Symmetry C18, 180 µm × 20 mm) (Waters, EUA). Essas duas colunas, por sua vez, 

estavam dispostas online com a coluna analítica de fase reversa (nanoACQUITY 

BEH130 C18 1.7μm, 75 μm x 150 mm) (Waters, EUA), consistindo, portanto, como 

segunda dimensão.  

 A fase móvel (5 mM formato de amônio, 5 % acetonitrila pH 3,2) foi bombeada 

constantemente para a coluna SCX pela bomba auxiliar (ASM). Além disso, a ASM 

permite executar corridas de gradiente de concentração em etapas (step gradient), 
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injetando na coluna 9 uL de concentrações crescentes de sal e solvente orgânico (salt 

plugs). Tais soluções são compostas de formato de amônio e acetonitrila em 

concentrações variadas. Oito frações de salt plugs foram preparadas, sendo três 

contendo 5 % (v/v) de acetonitrila e respectivamente, 50, 100 e 150 mM de formato de 

amônio pH 3.2; outras quatro frações contendo 200 mM de formato de amônio pH 3.2 e 

5, 10, 20 e 30 % de acetonitrila, e por fim, uma solução constituída por 350 mM de 

formato de amônio e 50% acetonitrila pH 3.2.  

 Após a injeção das soluções salt plugs com fluxo de 5μL/min durante 10 minutos, 

os peptídeos foram eluídos da coluna SCX, porém, novamente retidos na coluna trap 

C18, cujo fluxo era desviado pela válvula de injeção para um reservatório, permitindo 

assim, o descarte de qualquer composto não retido em ambas as colunas. Após os 10 

minutos de “lavagem”, a posição da válvula era reposicionada, o fluxo redirecionado 

para a coluna analítica e, sincronicamente, iniciado o gradiente linear, executado pela 

bomba binária (BSM). Com o gradiente, os peptídeos foram eluidos da coluna trap C18 

e, por sua vez, separados na coluna analítica de fase reversa. 

 O gradiente linear foi composto de 0,1 % (v/v) ácido fórmico em água 

(denominada fase móvel A ou “A”) e 0,1 % (v/v) ácido fórmico em acetonitrila 

(denominada fase móvel B ou “B”) durante 60 minutos. O gradiente executado com 

fluxo de 300 ηL/min consistiu inicialmente de 95 % A e 5 % B por 5 minutos, seguido de 

aumento linear para 40 % B (e 60 % A) durante 20 minutos, novo aumento para 85 % B 

(e 15 % A) por 5 minutos, manutenção da concentração de 85 % B (e 15 % A) por 10 

minutos, diminuição do gradiente para 5 % B (e 95 % A) durante 2,5 minutos, e 

finalmente reequilíbrio da coluna analítica em 95 % A e 5 % B por 17,5 minutos até a 

injeção do próximo salt plug ou amostra. 

 

4.12.3 - Análises de Bioinformática dos Espectros de Massas 

 

Os dados brutos de cada amostra analisada em modo MSE, gerados pelo 

espectrômetro de massas, foram processados pelo programa ProteinLynx Global 

Server (PLGS) versão 2.5 licenciado (Waters, Manchester, Reino Unido). A busca e a 

identificação das proteínas das amostras das quatro cepas foram realizadas através do 

algoritmo IDENTITYE integrado no software PLGS, usando-se o banco de dados de 

proteoma de T. cruzi (CL Brener) do UniProtKB (versão 2013_06) contendo anotações 

revisadas. 
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Os parâmetros para a busca foram acetilação do N-terminal e oxidação de 

metionina, como modificações variáveis, e carbamidometilação de cisteína como 

modificação fixa, e por fim perda de um sítio de clivagem por tripsina. A tolerância de 

erro de massa do íon precursor e dos fragmentos iônicos foi ajustada, respectivamente, 

para 10 e 20 ppm (valores pré-determinados pelo software). A identificação positiva de 

proteínas foi restrita aos seguintes parâmetros: pelo menos três fragmentos iônicos por 

peptídeo, e sete por proteína, e pelo menos um peptídeo por proteína. 

A taxa de identificação de falso-positivos foi de 4 % nas triplicatas técnicas de 

injeção. A tendência de identificação de falso-positivos tem por propensão a não se 

repetir com as injeções, e serem minimizadas já que podem ser ruídos químicos.  

 

4.12.4 - Quantificação Relativa de Proteínas 

 

O algoritmo ExpressionE integrado ao PLGS foi usado para estimar a 

quantificação relativa das proteínas identificadas entre os extratos proteicos de CL-

Brener (controle) e as cepas Y, Dm28c e 4167 (Li et al, 2009; Silva et al, 2005; Silva et 

al, 2006b). 

 

4.13 – Sistema de Tradução in vitro  

 

 Para a elaboração da reação de síntese de tradução acelular, adicionamos cerca 

de 1200 ng do extrato TcS12, 0,6 µL da solução denominada CTX (composta por 

cloreto de potássio 1M, acetato de magnésio 16 mM e DTT 20mM), 1 µL da solução 

CPK (creatina fosfato 200 mM e creatina kinase 40 mg / mL), 0,4 µL de aminoácidos, (5 

mM de cada rNTP), 0,5 µL de RNasina (Promega® ) 40 U/µL e água para completar 

uma reação de volume final de 10 µL. Acrescentar o RNA sintético previamente 

produzido foi incubado junto à reação por 90 minutos a 25°C. 
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5.  Resultados 

 

Bloco 1 de Resultados: Obtenção da 5’ UTR de trans-sialidases 

 

5.1 – Elaboração de um Banco de cDNA para o Gene da Trans-

Sialidase de T. cruzi: 

 

 Devido ao fato dos genes de trans-sialidase serem transcritos de forma 

abundante, mesmo no estágio epimastigota optamos por não utilizar a seleção de 

mRNA poliadenilados, normalmente indicada quando se trata de genes de baixa 

expressão. 

Após a extração do RNA total de CL-Brener no estágio epimastigota, foi 

realizada a síntese do DNA complementar (cDNA) usando o iniciador aleatório de 6 

bases (Random primers) para a síntese da primeira fita, seguido de amplificação por 

PCR convencional. O produto obtido foi um fragmento de aproximadamente 300 pb e o 

desenho de novos óligos considerou a possibilidade de variações nas extremidades 5’ 

do RNA que o originou. Em seguida, o produto foi purificado conforme as condições 

descritas previamente em Material e Métodos (Figura 5.1).  

O produto amplificado do estágio tripomastigota foi obtido a partir de um cDNA, 

igualmente sintetizado através do uso de um iniciador aleatório, podendo ser 

visualizado na Figura 5.2. 

 

Figura 5.1- Gel de agarose a 1% corado com GelRed; Marcador de peso molecular de 100 pb no primeiro canal, e 
no segundo canal, o produto de amplificação de CL-Brener no estágio epimastigota (610 ng/µL). 

 

300 pb 

100 pb 
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Figura 5.2 – Visualização do fragmento amplificado de cDNA da 5’ UTR de trans-sialidase de tripomastigotas de T. 
cruzi CL-Brener. Gel de agarose (1%) corado com GelRed com diferentes concentrações de cDNA adicionados a 
reação da PCR. Canal 1, marcador de peso molecular de 100 pb; canal 2, 1 µL de cDNA; canal 3, 2 µL de cDNA e 
canal 4, 1 µL do cDNA diluído 1:10. 

 

 Os produtos obtidos através da RT-PCR qualitativa foram utilizados nos ensaios 

de clonagem e sequenciamento pela metodologia de Sanger nos dois estágios 

(epimastigota e tripomastigota), e pelo 454 Junior apenas para o estágio epimastigota.  

 

 

5.2 – Clonagem e Sequenciamento pelos Métodos de Sanger e 454 

Junior: 

 

Foram realizadas duas formas de clonagem: a primeira pela via clássica com 

expansão clonal ao final do processo, e a segunda, denominada de PCR colônia, 

ambas descritas em Materiais e Métodos. Foram obtidos 199 clones de trans-sialidase 

com o emprego da PCR colônia e 86 clones realizando a clonagem pela via clássica. 

Desses 199 clones, 32 sequências são pertencentes ao estágio tripomastigota. 

As sequências obtidas para ambos os estágios foram geradas através do uso do 

par de iniciadores ME3 (5’ AAC TAA CGC TAT TAT TGA TAC AGT T 3’) e 5’UTRTCNA 

(5’ TGT TTC GTA GCG AGC GTC CG 3’). Os arquivos de alinhamento gerados pelo 

programa Mega (versão 5.2.2) e, posteriormente analisados com o programa CLC 

Genomics Workbench versão 6.5, mostraram separadamente a formação de cinco 

grupos para CL-Brener no estágio tripomastigota e três grupos para o estágio 

epimastigota conforme mostram as Figuras 5.3 e 5.4, respectivamente. 

1   2   3   4     

300 pb 
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Após a submissão das sequências ao BLAST e sua identificação com as 

sequências referências oriundas do genoma de CL-Brener, anotadas em bancos de 

dados como o Genbank e o TritrypDB, em relação aos tripomastigotas, a referência 

Tc00.1047053507085.30 apresentou homologia para 12 cDNAs clonados e identificou 

UTR com tamanhos de 66 pb. Além disso, a mesma referência mostrou-se homóloga a 

6 cDNAs de epimastigotas (com o mesmo par de iniciadores). A 

Tc00.1047053506975.80 foi homóloga a 10 cDNAs gerando UTR de 187 pb. As 

referências Tc00.1047053511233.140, Tc00.1047053508859.118, e 

Tc00.1047053510025.50 foram homólogas para 1 cDNA cada uma, e suas UTR 

apresentaram tamanhos iguais a 175, 116 e 65 pb, respectivamente. 

 

 

Figura 5.3 – Logos representando as UTR referentes à classes de trans-sialidases identificadas em CL-Brener no 
estágio tripomastigota tendo o iniciador 5’UTRTCNA como alvo. Em (A), representação das UTR alinhadas com a 
cepa referência Tc00.1047053507085.30 com tamanhos de 66 pb. Em (B, C e D), partes evidenciadas das UTR de 
187, 175 e 116 pb cujas referências são Tc00.1047053506975.80, Tc00.1047053511233.140 e 
Tc00.1047053508859.118, respectivamente. (E) Representação da UTR em sua íntegra contendo 65 pb e tendo 
Tc00.1047053510025.50 como referência. 
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 As amostras de epimastigotas amplificadas com o iniciador 5’UTRTCNA foram 

agrupadas em 3 sequências referência sob as mesmas condições supracitadas, sendo 

que uma dessas sequências também mostrou homologia com cDNA obtido a partir de 

tripomastigotas. A Figura 5.4 apresenta os grupos formados com as sequências 

geradas para formas epimastigotas. 

 

 

 

Figura 5.4 – Logos representando as UTR referentes às classes de trans-sialidases identificadas em CL-Brener no 
estágio epimastigota, tendo o iniciador 5’UTRTCNA como alvo. As UTR de epimastigotas mostraram-se menores 
quando comparadas as de tripomastigotas para o mesmo alvo. A figura evidencia o tamanho de cada região não 
traduzida. 

 

Embora a referência Tc00.1047053507085.30 tenha apresentado homologia 

para os dois estágios evolutivos da cepa CL-Brener, gerando UTR de mesmo tamanho, 

algumas diferenças composicionais podem ser destacadas ao contrapô-las. Por 

exemplo, em tripomastigotas, pode ser observada a presença de timina em sítio 

correspondente nas formas epimastigotas a presença apenas de citosina. Além disso, 

a quantidade de timinas apresentada em outro sítio em epimastigota mostra-se maior 

quando comparada ao seu alelo em tripomastigota (Figura 5.5). 
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Figura 5.5 - A referência Tc00.1047053507085.30 pode ser evidenciada em ambos os estágios (tripomastigotas e 
epimastigotas). A variação composicional para os dois estágios evolutivos pode ser evidenciada segundo a 
ilustração. 

 

A análise das sequências das formas epimastigotas obtidas com o alvo para 

trans-sialidase TcTs reverso (5’ GCC GGG ACA TGT TGG GCC TC 3’), revelou uma 

variação na posição do códon iniciador (ATG) que nos chamou a atenção para um 

fenômeno representado na Figura 5.6. Em A, está representado o mini-exon tendo em 

destaque os 8 nucleotídeos finais de sua composição (CTATATTG). Essas 8 bases tem 

a função de um tag, ou seja, possibilitam evidenciar que o cDNA que encontramos de 

fato existe pois as mesmas bases não foram utilizadas no desenho dos iniciadores; 

portanto, identificá-las reduz enormemente a possibilidade de ser algum artefato. 

Dessa forma, CTATATTG é um controle natural de qualidade para o cDNA. 

Em B, ao localizarmos o códon iniciador (ATG), notamos a seguinte situação: a 

sequência 1 com o códon iniciador no nucleotídeo de número 169, enquanto na 

sequência 2, este códon foi localizado no nucleotídeo 224. 

 

Figura 5.6 – Sequenciamento por Sanger mostrando duas cópias do gene de trans-sialidase diferindo apenas pela 
posição do ATG. Em A destaque para o controle interno do cDNA. Em B, a trinca em destaque mostra o códon 
iniciador das sequências até então absolutamente idênticas, diferindo no posicionamento de seus códons sugerindo 
quebra do paradigma entre as UTR. 

 

 De acordo com essas análises, se o ATG que aparece na posição 

correspondente ao nucleotídeo 169 for realmente o códon iniciador da sequência 1, 

diferente da sequência 2, no qual o mesmo foi identificado na posição de nucleotídeo 

A B B 
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224, poderá estar ocorrendo quebra de paradigma sobre a definição das UTR uma vez 

que a UTR maior (representada pela sequência 2) terá parte de sua estrutura sendo 

traduzida considerando que o ATG da sequência menor (1) está localizado em posição 

anterior. 

 Para maiores esclarecimentos acerca da região 5’ UTR realizamos um ensaio 

utilizando a plataforma de sequenciamento 454 Junior a partir de um único amplicon de 

epimastigotas de T. cruzi gerado com os iniciadores ME3 (5’ AAC TAA CGC TAT TAT 

TGA TAC AGT T 3’) e TcTs reverso (5’ GCC GGG ACA TGT TGG GCC TC 3’) 

contendo um pequeno trecho da ORF de trans-sialidase. 

Em um total de 195 cópias de trans-sialidase obtidas através do sequenciamento 

de amplicon pelo 454 Junior, as 10 sequências descritas na Tabela 5.1 representaram 

90% dessas cópias transcritas no estágio epimastigota, sendo que apenas as duas 

primeiras sequências, resultantes de sítios adicionais de trans-splicing, totalizaram 

60%. 
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Tabela 5.1 – Seleção parcial de sequências obtidas pelo 454 Junior – Sequenciamento de alto-desempenho 

Seq. cDNA 454* 
Frequência da 

sequência no 454 
Frequência (%) 

Ts 32467 size 11345 43,03 

Ts 6159 size 4504 17,08 

Ts 14481 size 1115 4,23 

Ts 17592 size 1046 3,97 

Ts 38132 size 983 3,73 

Ts 11273 size 751 2,85 

Ts 1149 size 640 2,43 

Ts 22153 size 390 1,48 

Ts 19703 size 342 1,3 

Ts 10198 size 314 1,19 

 
*Lista parcial do alinhamento das sequências do 454 Junior. Descrição das 10 sequências relativamente mais 

abundantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bloco 2 dos Resultados: Extrato Proteico de T. cruzi 
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5.3 – Elaboração do Extrato Proteico de Trypanosoma cruzi – Sistema 

Alternativo para Lise Celular: 

 

 O ponto inicial para a caminhada em busca das respostas alçadas nesse 

trabalho foi a elaboração de um sistema de lise celular que fosse ao mesmo tempo 

eficiente e sensível às estruturas celulares internas sem danificá-las. Resolvemos, 

então, desenvolver uma metodologia própria de simples execução. A Tabela 5.2 

resume as condições testadas até a formulação ideal para os nossos ensaios. 

 Verificamos que a quantidade máxima de parasitos passíveis de serem 

eficientemente lisados nas condições estabelecidas foi na ordem de 107 células/mL, 

com volume de 200 µL e tempos de incubação de 30 minutos a 4°C, tanto no tampão 

hipotônico quanto no ultrassom de banho, conforme descrito na Tabela 5.2. 

 A técnica foi desenvolvida usando-se as cepas Dm28c, Y, 4167 e CL-Brener, 

sendo esta última selecionada como cepa referência em nossos estudos, considerando 

que esta foi a cepa de T. cruzi cujo genoma foi seqüenciado e disponibilizado nos 

bancos de dados públicos (El-Sayed et al, 2005). 
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     Tabela 5.2 - Cinética de lise celular de formas epimastigotas de CL-Brener a.  

 

a O tempo de incubação para o ultrassom de banho foi o mesmo usado para a incubação das amostras em solução 
tampão hipotônica. Cinética segundo a densidade celular, associada ao tempo de incubação em tampão hipotônico 
e sonicação em banho. 

 

 Os resultados preliminares foram corroborados por ensaios quantitativos e 

também visualmente, a fim de se avaliar a eficiência do sistema de lise que foi 

desenvolvido. Dessa forma, iniciamos os testes pela citometria de fluxo e também por 

monitoramento através de registros fotográficos das observações ao microscópio óptico 

(microscopia de contraste de interferência diferencial – DIC). 

 

Densidade celular (cel / 
mL) 

Tempo de incubação 
(minutos) 

Solução Tampão 
de lise 

hipotônico (µL) 

Resultado monitorado 
pela microscopia óptica 

106 15 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 

106 20 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 
Lise parcial 
Lise parcial 
Lise parcial 

106 30 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 
Lise parcial 
Lise parcial 
Lise parcial 

 
107 

15 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 

107 20 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 
Lise parcial 
Ise parcial 
Ise parcial 

107 30 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 
Lise completa 

Lise parcial 
Lise parcial 

108 15 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 

108 20 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 
Lise parcial 
Lise parcial 
Lise parcial 

108 30 

50 
200 
350 
500 

Nenhuma lise detectada 
Lise parcial 
Lise parcial 
Lise parcial 
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5.4 - Análises de Citometria de Fluxo (FACS) e por Microscopia de 

Contraste de Interferência Diferencial (DIC): 

 

 Os resultados dos ensaios para a análise de citometria de fluxo estão resumidos 

na Figura 5.7. 

 

Figura 5.7 – Análise por FACS da permeabilidade de membrana de células epimastigotas de CL-Brener. Após 30 
minutos de incubação das amostras em solução tampão de lise a 4ºC a suspensão de células foi colocada no 
ultrassom de banho por 10, 20 e 30 minutos, seguida pela marcação com PI. Todos os experimentos foram 
realizados por três vezes de maneira independente. A saponina foi usada como controle positivo.  

 

A perda da integridade da membrana plasmática da suspensão celular de 

epimastigotas incubados em solução tampão de lise hipotônica a 4°C no tempo 0, foi 

estimada em apenas 8%. Esses resultados refletiram as observações realizadas por 

DIC, onde, a maioria das células permaneceu com mobilidade e sua morfologia 

apresentou-se intacta (Figura 5.8A). Aumentando-se o tempo de incubação na solução 

tampão de lise hipotônica para 30 minutos, a permeabilidade da membrana plasmática 

foi de aproximadamente 16%. Até este estágio, não foi observada nenhuma lise 

significativa. Entretanto, observam-se pequenas alterações no formato das células 

como mostradas pelas imagens captadas por DIC (Figuras 5.8B, 5.8C e 5.8D). 
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A incubação em tampão hipotônico por 30 minutos a 4°C, porém desta vez, 

seguida de incubação em ultrassom de banho por 10 e 20 minutos, levou ao início de 

ruptura celular, com alterações morfológicas, como nitidamente observado nas figuras 

5.8E e 5.8F. Há também “perda” do flagelo e arredondamento das células. Quando a 

suspensão de epimastigotas foi submetida ao ultrassom de banho por 30 minutos, esse 

processo culminou em um aumento da lise celular de aproximadamente 9 vezes 

comparado ao controle negativo (tempo 0 de incubação), e portanto, com 72% de 

células marcadas com PI (Figura 5.7). O processo final está representado na Figura 

5.8G, onde se visualiza nitidamente um aumento de fragmentos (debris) celulares 

(pontos brancos diminutos). Ressalta-se que o controle positivo (lise na presença de 

saponina) apresentou 56% de células marcadas com PI. Portanto, esses dados 

comprovam a eficiência da nossa metodologia de lise celular. 
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Figura 5.8 – Análise por microscopia (DIC) de lise celular de T. cruzi. (A) Controle, parasitos apresentando 
morfologia típica do estágio epimastigota (setas pretas). (B-D) Epimastigotas incubados com solução tampão 
hipotônica por 10 (B), 20 (C) e 30 (D) minutos evidenciando retração do corpo (setas brancas). A incubação dos 
parasitos em solução tampão de lise associada ao uso do ultrassom de banho por 10 (E), 20 (F) e 30 (G) minutos 
leva a diminuição do número de parasitos observados e aumento de debris celulares (pontos brancos diminutos). 
Barra= 20 µm. 

 

file:///D:/DOUTORADO/sobre a Tese/TS/TESE REVISÃO ATUAL/figura introdução reduzida
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5.5 – Perfis proteicos dos quatros extratos de T. cruzi (TcS12): 

 

 Após a elaboração, otimização e padronização da metodologia de lise e a 

subsequente produção do extrato proteico (TcS12), monitoramos a qualidade do 

extrato de proteínas em gel de poliacrilamida. Pela análise do perfil eletroforético das 

bandas, nos certificamos que não ocorreu degradação aparente das proteínas durante 

a produção do extrato, pois: 1) foi observada a reprodutibilidade do padrão de bandas 

proteicas; 2) não houve concentração de bandas proteicas próximas a parte inferior do 

gel; 3) ausência de “background” difuso; 4) presença de bandas proteicas na faixa de 

alta massa molecular; 5) as bandas apresentaram boa resolução.  

Ainda analisando o gel, podemos observar perfis eletroforéticos diferenciados 

entre as cepas (Figura 5.9). 

 Mediante essa constatação, resolvemos investigar quais proteínas estariam 

envolvidas nesses extratos e se elas se diferenciavam por grupos de proteínas ou 

apenas pela quantidade. Para isso, passamos a fazer uma série de experimentos 

envolvendo análises proteômicas quantitativas (LCMS/MS).  

 

Figura 5.9 – Gel de poliacrilamida 12% revelado por prata dos extratos proteicos de T. cruzi de quatro cepas 

distintas: Dm28c (A), Y (B), CL-Brener (C) e 4167 (D). MM, marcador de massa molecular, com alíquotas de extratos 
proteicos em cada poço variando de 0,8 – 3ug em (A); 1,2 – 6,5 ug em (B); 0,8 – 4,5 ug em (C); 1,3 –- 4,5 ug em (D). 
Os extratos proteicos foram produzidos a partir de células epimastigotas de cada cepa coletada em sua fase 
logarítmica. 
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5.6 - Análise por Espectrometria de Massas: 

 

5.6.1 – Dados das análises de proteínas identificadas: 

 

Para verificar a qualidade e aplicação do extrato TcS12, análises das quatro 

cepas de T. cruzi (Dm28c, Y, CL-Brener e 4167) foram realizadas por LCMSE. Como 

ilustrado na Figura 5.13, o número total de proteínas identificadas nos extratos das 

quatro cepas foi 1153. Entretanto, o número de proteínas comuns foi 544, e não 

redundantes foram 609. O número de proteínas identificadas em cada cepa foi de 215 

para 4167, 376 em Y, 299 em CL-Brener e 263 para Dm28c. Quando os dados de 

identificação de proteínas foram organizados de acordo com as classes de proteínas 

(Kegg Orthology), a distribuição das proteínas nos extratos resultou em perfis similares 

entre as cepas, enquanto para a cepa Y, trans-sialidase (TS) foi a classe de proteínas 

mais abundante (Figura 5.10). 

 

 

Figura 5.10 – Número de proteínas identificadas em cada cepa de T. cruzi. 
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Figura 5.11 – Distribuição das classes de proteínas de acordo com a ortologia (Kegg) encontrada em cada cepa de 
T. cruzi. (A) 4167, (B) CL-Brener, (C) Dm28c, (D) cepa Y. O tamanho dos círculos ilustra a abundância das proteínas 
pertencentes à determinadas classes. 

 

5.6.2 – Predição da Localização subcelular das proteínas: 

 

A identificação das proteínas encontradas nos quatro extratos de T. cruzi foi 

realizada de acordo com o software Euk-mPLoc, a fim de avaliar a localização 

subcelular das proteínas e, consequentemente, a qualidade do extrato celular 

produzido pela metodologia desenvolvida neste trabalho (Figura 5.12). Os 

compartimentos celulares foram agrupados de acordo com a organização estrutural do 

T. cruzi. Conforme observado, o método de lise proposto neste trabalho foi capaz de 

extrair proteínas de vários tipos de organelas/ estruturas, especialmente do citoplasma 

A B 

C D 
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(Cy), do complexo mitocôndria-kinetoplasto (Ki/Mi), do núcleo (Nu), e da membrana 

celular, extracelular e superfície celular (CM/Ex/CS). 

 No entanto, um número menor de proteínas foi obtido do retículo endoplasmático 

(ER), vacúolo (Vac), outras organelas (Giorgi & de Lederkremer) e de elementos 

pertencentes ao citoesqueleto/flagelo (microtúbulos/Mict). O gráfico também mostra 

que o número total de proteínas correlacionadas à estrutura celular é maior que o 

número total de proteínas identificadas.  

 

 

Figura 5.12 – Predição de localização subcelular das proteínas identificadas nos extratos das 4 cepas de T. cruzi. A 
distribuição está de acordo com o Euk-mPLoc software e baseado na estrutura organizacional de T. cruzi. ER, 
Retículo endoplasmático; Cy, citoplasma; Mi/Ki, complexo mitocôndria-kinetoplasto; Nu, núcleo; CM/Ex/CS, 
membrana celular e extracelular e superfície celular; Org, organelas; Mict, elementos pertencentes ao 
citoesqueleto/flagelo. 

 

5.6.3 – Expressão de Proteínas: 

 

Para analisar a expressão relativa das proteínas, os dados oriundos dos extratos 

TcS12 das cepas Y, Dm28c e 4167 foram analisados pelo algoritmo EXPRESSIONE e 

comparados com os dados da cepa referência CL-Brener. Encontramos 32 proteínas 

up e down-expressed significativamente diferentes quando comparamos a cepa 4167 

com CL-Brener. Além disso, foram identificadas 60 proteínas exclusivas da 4167. 

Consideramos como proteínas únicas ou exclusivas, aquelas que foram detectadas em 

apenas uma das cepas (Figura 5.13).  
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 Quando comparamos a quantificação relativa entre Dm28c e CL-Brener, os 

dados mostraram 51 e 92 proteínas up e down-expressed, respectivamente, sendo 90 

únicas para a cepa Dm28c. E finalmente, a comparação relativa entre a cepa Y e CL-

Brener, apresentou 73 proteínas up-expressed, 60 proteínas down-expressed e 209 

proteínas únicas. Curiosamente, mais da metade das proteínas únicas corresponderam 

a trans-sialidases (117). Também observamos que nas comparações quantitativas, as 

cepas CL-Brener, Dm28c e 4167 demonstraram níveis reduzidos de proteínas de 

superfície celular, ou seja, trans-sialidases, mucinas e MASPs. No entanto, apenas em 

CL-Brener foi detectada a proteína de superfície gp63. 

 

 

Figura 5.13 – Análise diferencial da expressão proteica das cepas de T. cruzi usando ExpressionE. 4167 x CL-
Brener; Dm28c x CL-Brener, Y x CL- Brener. (A) razão de expressão sem modificação (B) proteínas únicas em Y, 
(C) proteínas únicas em Dm28c (D) proteínas únicas em 4167 (E) proteínas únicas em CL-Brener (F) Down-
expressed (G) Up-expressed. Reiterando que o termo único refere-se ao teste T- student. 

 
 O software EXPRESSIONE gerou três tabelas de quantificação relativa 

comparando-se as cepas Y, Dm28c e 4167 à cepa de referência CL-Brener (CL-Brener 

x Y, CL-Brener x Dm28c e CL-Brener x 4167). Essas tabelas são referentes a 

expressão de cada proteína identificada por LCMSE totalizando 609 proteínas não 

redundantes. 

  Para facilitar a interpretação dos dados, decidiu-se reunir as proteínas de 

acordo com as classes as quais pertencem, classificadas de acordo com o Gene 

Ontology tendo como base o banco de dados Kegg (Kyoto Encyclopedia of Genes and 
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Genomes - www.genome.jp/kegg). Portanto, os dados de expressão relativa de 

proteínas foram sintetizados como mostrados nas Tabelas 5.3, 5.4 e 5.5. 
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Tabela 5.3 – Comparação de expressão entre as classes de proteínas encontradas em Dm28c e CL-Brenera 

 
Metabolismo Hidrolase 

Enovelamento 
e degradação 

TS e Mucina 
Tradução e 
ribossomos 

Transdução de 
Sinal e 

quinases 
Retrotransposons 

Oxidoredutase
/peroxosomal 

Únicas em 
Dm28c 

19 5 4 5 13 3 0 4 

Únicas em CL-
Brener 

12 7 11 4 30 14 8 1 

Up em Dm28c 5 2 1 0 5 15 1 6 

Down em 
Dm28c 

31 9 10 0 12 3 0 3 

Razão 1:1 7 2 0 0 7 0 0 1 

aProteínas up-expressed: valor de 1≥ p ≥0.95; proteínas down-expressed: p ≤ 0.05; e Razão 1:1 (ou expressão inalterada) : 0,05 
< p < 0,95, baseado no teste t-student 
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Tabela 5.4 – Comparação de expressão entre as classes de proteínas encontradas em CL-Brener e 4167a 

 Metabolismo Hidrolase 
Enovelamento 
e degradação 

TS e Mucina 
Tradução, 

ribossomos 
Retrotransposons 

Transdução de 
Sinal e 

quinases 

Oxidoredutase/
peroxosomal 

Únicas4167 15 3 0 6 5 2 1 2 

Únicas CL-
Brener 

13 7 10 4 35 8 14 3 

Up em CL-
Brener 

3 0 10 0 9 0 0 0 

Down em CL-
Brener 

34 12 1 0 4 1 5 1 

1:1 Razão 7 1 0 0 6 0 3 7 

a Proteínas up-expressed: valor de 1≥ p ≥0.95; proteínas down-expressed: p ≤ 0.05; e Razão 1:1 (ou expressão inalterada) : 0,05 
< p < 0,95, baseado no teste t-student 
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Tabela 5.5 – Comparação de expressão entre as classes de proteínas encontradas em Y e CL-Brenera 

 
Metabolismo Hidrolase 

Enovelamento e 
degradação 

TS e Mucina 
Tradução, 

ribossomos 
Retrotransposons 

Transdução 
de Sinal e 
quinases 

Oxidoredutase/
peroxosomal 

Únicas em Y 20 3 8 121 11 0 2 5 

Únicas em CL-
Brener 

11 11 9 4 29 9 13 0 

Up em Y 19 1 6 0 8 0 2 8 

Down em Y 19 0 7 0 4 0 3 0 

1:1 Razão 6 0 0 0 0 0 3 3 

a Proteínas up-expressed: valor de 1≥ p ≥0.95; proteínas down-expressed: p ≤ 0.05; e  Razão 1:1 (ou expressão inalterada) : 0,05 
< p < 0,95, baseado no teste t-student 
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Bloco 3 de Resultados: Comparação da única trans-sialidase 

encontrada no extrato TcS12 com as demais trans-sialidases 

presentes nos bancos de cDNA 

 

A sequência da trans-sialidase encontrada no extrato TcS12 pela abordagem 

proteômica para a cepa CL-Brener, foi identificada no banco de dados disponível no 

UniProt com o número de acesso Q4DGV8 e foi posteriormente rastreada no banco 

disponível no NCBI (Tc00.1047053506975.90). A sequência relacionada a 5’ UTR foi 

destacada e alinhada junto ao banco de cDNAs obtidos pelo sequenciamento da cepa 

CL-Brener no estágio epimastigota (com os iniciadores para trans-sialidase e mini-

exon), a fim de identificarmos os sítios de trans-splicing para a tradução da trans-

sialidase identificada pela espectrometria de massa. Verificamos que baseado na 

sequência genômica de referência (Tc00.1047053506975.90), o sítio de trans-splicing 

canônico (AG) foi localizado na posição 130 gerando uma 5’ UTR para o gene de trans-

sialidase de 206 pb como mostra a Figura 5.14. 

 

 

Figura 5.14 – Esquema representando a identificação da região 5’ UTR no gene de trans-sialidase. Esta proteína foi 
identificada por espectrometria de massa. 
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 Como houve a identificação com identidade acima de 92% apenas para uma das 

sequências no banco de epimastigotas, realizou-se nova análise entre a sequência 

identificada e as demais. Sendo assim, destacaram-se quatro UTR contidas no arquivo 

do alinhamento de cDNAs oriundas de epimastigotas (com o par de iniciadores ME e 

TcTS), com grau de identidade similar  as suas sequências referências, a fim de 

compararmos o tamanho e a composição das mesmas (Figura 5.15). 
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Figura 5.15 – Alinhamento das UTR (B10) de trans-sialidases. Comparação da TS identificada no extrato TcS12 com 
as demais UTR de epimastigotas de CL-Brener encontradas no banco de dados de cDNA. Os tamanhos variaram de 
199 a 221 pb. 
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Bloco 4 de Resultados: 

 

5.7 – Síntese in vitro do RNA 

 

A realização da síntese in vitro mostrou-se necessária devido a escolha da 

abordagem metodológica inicial. A priori, deveríamos analisar as diferenças na 

constituição das UTR com o uso de um gene repórter, sendo, portanto, altamente 

relevante a síntese do RNA acelular para a execução da técnica em sua totalidade.  

 No entanto, essa etapa revelou-se limitada para a geração de um RNA linear 

que fosse capaz de ser reconhecido em um extrato proteico. Houve uma grande 

demanda de tempo para a eliminação do plasmídeo usado como molde para a síntese, 

sendo isso um fator limitante para o desenvolvimento da técnica, pois o RNA sintético 

obtido apresentava resquícios de DNA interferindo em sua qualidade.  

Após diversas alterações nos protocolos em vigência quanto ao uso da DNase e 

escolhas de uma metodologia adequada para a purificação do RNA in vitro, a síntese 

foi obtida com o uso de um plasmídeo contendo o gene da trans-sialidase. 

Aperfeiçoamos a técnica a partir de dois conjuntos diferentes de reações para síntese 

in vitro (Ribomax e T7, ambos pertencentes a empresa Promega®) Diferenças foram 

observadas em relação ao rendimento do RNA produzido por ambos os protocolos 

(670 ng/µL para o Ribomax e de 175 ng/µL para o T7) (Figura 5.16). 

 Os RNAs foram quantificados com o auxílio do equipamento NanoDropTM 

(Thermo Scientific) após tratamento com DNase para eliminação do DNA plasmidial 

usado como molde, e submetidos a extração com Trizol (Invitrogen), objetivando 

purificação e concentração do material sintetizado. Para a certificação da completa 

eliminação do DNA-molde, realizou-se a técnica de RT-PCR com o uso de iniciadores 

para a região T7; para controle negativo da etapa de transcrição, foi utilizado uma 

alíquota de RNA sintético sem o acréscimo da transcriptase reversa (Superscript III, 

Invitrogen®), e como controle negativo da reação de PCR foram usados todos os 

reagentes menos o cDNA (Figura 5.17). 

 



64 

 

 

Figura 5.16 – Gel de agarose 2% corado com GelRed. Amostras de RNA sintético produzidos por Ribomax (1) e T7 
(2) antes da purificação. O marcador (M) usado foi o RiboRulerTM Marker Low Range RNA Ladder (Thermo 
Scientific). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 5.17 – Gel de agarose 1,5% corado com GelRed para a visualização do amplicon derivado de RT-PCR. (1) 
Amplicon proveniente de um RNA sintético menos concentrado do que o RNA sintético que favoreceu a amplificação 
visualizada no poço 2. (3) Controle negativo da transcrição reversa. (4) Controle negativo para a reação de PCR. 

 

  

Após a síntese in vitro da molécula de RNA, tendo GFP (Green Fluorescence 

Protein) como gene repórter, e sua amplificação por RT-PCR, buscamos a identificação 

da tradução pela análise óptica através de um fotodocumentador (Figura 5.18).  
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Figura 5.18 – Ensaio de fluorescência da GFP. Tentativa de detecção do sistema de tradução acelular pelo uso de 
fotodocumentador. A emissão da luz UV presente no equipamento promove a excitação da GFP levando a uma 
fluorescência. 

 

Em seguida, ensaios para a quantificação da suposta GFP foram realizados 

(Figura 5.19). As bandas de menor peso molecular, de 19,4 a 49,5 kDa foram cortadas 

e analisadas por espectrometria de massa com o intuito de detectar a GFP expressa no 

sistema. No entanto, a identificação da proteína não foi possível.  

Controle 

Negativo 
(sem RNA) 

Extrato com RNA 
sintético 

  

( + ) 
( - ) 
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Figura 5.19 – Gel de SDS – PAGE 12 % corado com Comassie Blue G250. Tradução in vitro usando extratos 
proteicos de T. cruzi provenientes das cepas 4167 e CL-Brener. Em A, extrato bruto de CL-Brener; B, composto de 
tradução acelular com extrato de CL-Brener sem a presença de RNA sintético exógeno; C, composto de tradução 
acelular com extrato de CL-Brener e presença de RNA sintético, contendo GFP exógeno. O poço D contém extrato 
bruto de 4167; E, composto de tradução acelular com extrato de 4167 sem a presença de RNA sintético exógeno e 
F, composto de tradução acelular com extrato 4167 e presença de RNA sintético, contendo GFP exógeno.  

 

Ademais do pGlow usado como molde para a síntese in vitro, outros plasmídeos 

contendo GFP foram usados nos ensaios de tradução acelular a fim de aprimorar o 

sistema e detectar as proteínas expressas no meio (Figura 5.20). 
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Figura 5.20 – Gel de poliacrilamida 12% para verificação da síntese in vitro. O poço 1 possui marcador de peso 
molecular (Low Range); 2, Extrato puro de CL-Brener; 3, composto de tradução sem RNA exógeno; 4, composto de 
tradução contendo 2 µL de RNA sintético (pGlow – purificado com Trizol®); 5, composto de tradução contendo 4 µL 
de RNA sintético (pGlow – purificado com Trizol®); 6, composto de tradução contendo 2 µL de RNA sintético (pXG / 
GFP – purificado com LiCL) e o poço 7 composto de tradução contendo 4 µL de RNA sintético (pXG / GFP – 
purificado com LiCL). 

 

 Com o intuito de averiguarmos a não eficiência do sistema de tradução, 

realizamos a síntese usando sistemas comerciais de gérmen de trigo e reticulócito de 

coelho. Em seguida, as amostras eram aplicadas em géis de poliacrilamida e 

transferidas para uma membrana de nylon como mostra a Figura 5.21. 

 

Figura 5.21 – Transferência em papel de nylon. Do poço 1 ao 6 o extrato usado junto ao composto de tradução foi o 
TcS12. Os poços 7 e 8 contêm o extrato comercial de gérmen de trigo. Os poços 1, 5 e 7 são os controles negativos 
da tradução: sem a presença de um mRNA exógeno; os demais poços apresentam mRNA sintetizado com pGlow (3, 
6 e 8), pXG (poço 2) e pGem (poço 4). Nos poços 5 e 6 foram tratados com a enzima microccocoal nuclease para a 
eliminação dos mRNA endógenos. A coloração da membrana foi feita com o kit Transcend® (kit de revelação 
colorimétrico). 
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Embora os resultados obtidos não estivessem de acordo com o esperado, uma 

vez que o processo de tradução in vitro não respondeu prontamente a pergunta 

primordial desse trabalho, conseguimos otimizar a síntese de RNA linear para estudos 

posteriores visando o emprego da técnica referida. 

 

5.8– Desenvolvimento de método para caracterização de cepas de T. 

cruzi 

 

 Inicialmente, um dos objetivos implícitos desse trabalho foi a elaboração de um 

extrato protéico acelular para a verificação da ocorrência de trans-splicing utilizando a 

própria maquinaria celular do T. cruzi. Como esse trabalho continha um viés de 

inovação metodológica, enviamos nossos resultados preliminares do extrato protéico 

para a GESTEC (Gestão Tecnológica da Fiocruz) objetivando um pedido de patente. 

No entanto, após alguns meses sob análise da GESTEC a resposta que obtivemos não 

foi satisfatória.  

Dessa forma, resolvemos continuar nossos ensaios gerando os artigos 

anexados ao corpo dessa Tese. Além dos artigos em si, outra contribuição que esse 

trabalho gerou, foi uma nova abordagem metodológica facilmente exequível para as 

Coleções do Instituto Oswaldo Cruz, visto que poderia ser usado para tipagem das 

cepas de T. cruzi e, possivelmente também para as Leishmanias, certificando-se da 

identidade das cepas que estariam liberando aos usuários desses centros de 

referência. Com isso a técnica poderia ser empregada como um fingerprinting para 

cada cepa. 

A Figura 5.18 mostra que cada cepa apresentou um perfil característico da 

distribuição de pesos moleculares e número de proteínas identificadas, estando bem 

definida a composição de proteínas expressas, tornando-se, portanto, um possível 

parâmetro de avaliação entre cepas, uma vez que estas poderiam ser classificadas de 

acordo com o seu perfil protéico. A Figura 5.19 evidencia a característica da 
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metodologia em identificar proteínas que são detectadas apenas em uma cepa, isto é, 

proteínas observadas exclusivamente em uma determinada cepa. 

 

Figura 5.22 – Distribuição característica entre o peso molecular e o número de proteínas identificadas nas cepas de 
T. cruzi analisadas. 
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Figura 5.23 – Proteínas detectadas exclusivamente em cada cepa de T. cruzi. As proteínas foram agrupadas de 
acordo com o peso molecular, e a distribuição é visualizada no gráfico de violino. Numero de acesso do UniProt 
estão indicados entre parênteses. 
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6. Discussão 

 

 Pelas suas características biológicas e moleculares, seu posicionamento na 

escala evolutiva dos eucariotos e, sobretudo, sua importância médica, o T. cruzi 

apresenta-se como um organismo que urge esforços para o mapeamento e elucidação 

do papel das UTR na atividade gênica, especialmente no que tange a regulação pós-

transcricional. Logo, é de suma importância identificar e detalhar em quais segmentos 

adjacentes aos genes já identificados e anotados, as UTR estão localizadas, assim 

como sua caracterização referente a composição e tamanho. 

 Foi sob esse contexto que desenvolvemos o presente estudo e concentramos as 

análises nos genes de trans-sialidase (TS), devido a importância do papel desta 

proteína na invasão de células hospedeiras, além de ser uma das mais numerosas 

famílias multigênicas com cerca de 700 cópias (El-Sayed et al, 2005). A partir de 

informações previamente geradas sobre a localização e composição da 5’UTR do gene 

de TS em T. cruzi, investigamos experimentalmente um fenômeno típico dos 

organismos que efetuam a transcrição através do mecanismo de trans-splicing, ou seja, 

a existência de sítios múltiplos de trans-splicing gerando dois ou mais RNA 

mensageiros de um mesmo gene, os quais diferem por características particulares da 

5’UTR. Isso pode resultar em uma maior diversidade ao organismo na atividade dos 

RNA mensageiros sem haver alteração na proteína codificada. 

Neste trabalho, a partir das análises de seqüenciamento (Sanger) de vários 

genes de trans-sialidases (e da região 5’UTR), foi possível mostrar a formação de 

grupos isolados para os dois estágios de T. cruzi em estudo: epimastigota e 

tripomastigota. Observamos que uma das sequências referências 

(Tc00.1047053507085.30) era comum em ambos os estágios, apresentando o mesmo 

tamanho da 5’UTR; a diferença evidenciava-se na composição de nucleotídeos entre 

elas. A ocorrência de motivos específicos em cada um desses estágios pontuou 

particularidades não apenas relacionadas à forma evolutiva do parasito, mas, 

sobretudo, em relação as sequencias obtidas para um mesmo estágio. Talvez essas 

diferenças estejam em acordo com o processo observado na formação do 

spliceossomo, que por estar presente em todas as etapas de formação do mRNA 
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permite mudanças altamente dinâmicas, nas quais tanto o RNA quanto a composição 

de proteínas são alteradas (Gunzl, 2010). 

O iniciador 5’UTRTCNA foi inicialmente usado para os ensaios envolvendo 

amplificação gênica por PCR, com o intuito de selecionar o maior número possível de 

cópias de TS. No entanto, após vários sequenciamentos – e provavelmente por 

limitações tecnológicas - verificamos que o número de cópias selecionadas foi apenas 

16, entre as 450 cópias identificadas pelo sequenciamento do genoma. Se 

considerarmos os pseudogenes, esse número aumenta para mais de 800 cópias. Ao 

expandirmos as buscas dessas cópias de TS com o mesmo par de iniciadores, através 

de um aumento de clones selecionados e, por conseguinte, aumento de sequências 

obtidas, constatamos que além do número reduzido de cópias de TS, havia também 

inespecificidade. Outros genes estavam sendo selecionados, tais como os genes para 

carboxil – metil - transferase e proteínas glicosomais de membrana. 

Modificamos, então, a estratégia experimental, e selecionamos outro iniciador 

para substituir o 5’UTRTCNA. Passamos a trabalhar com o 5’TcTS reverso, mantendo 

o iniciador para mini-exon (forward). Esse novo iniciador possui 11 nucleotídeos da 

ORF (Open Reading Frame) e seu emprego possibilitou a seleção de um número maior 

de cópias de TS de CL-Brener no estágio epimastigota. A cepa CL-Brener no estágio 

tripomastigota não encontra-se disponível na rotina de cultura de parasitos em nosso 

laboratório. Assim, não foi possível prosseguir com os ensaios empregando o iniciador 

5’TcTS (reverso) para as formas tripomastigotas. 

Mediante a formação dos blocos de TS selecionados, iniciamos o preparo do 

extrato proteico de T. cruzi, a fim de realizarmos a tradução acelular. Atualmente, há 

vários extratos disponíveis comercialmente, tais como o extrato de E. coli, reticulócito 

de coelho, gérmen de trigo e leveduras. No entanto, a possibilidade de se investigar os 

fenômenos acelulares usando um extrato de T. cruzi com o próprio conjunto de 

enzimas e proteínas do parasito, nos pareceu bastante instigante para um organismo 

repleto de peculiaridades. O extrato proteico que mais se aproxima filogeneticamente 

ao T. cruzi, tendo por finalidade a tradução, é o de Leishmania tarentolae presente nos 

estudos de Kovtun e colaboradores porém, não é comercializado (Kovtun et al, 2010). 
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Todavia, resolvemos desenvolver uma metodologia própria para produzir um 

extrato proteico a partir de células epimastigotas de CL-Brener visando gerar uma 

ferramenta capaz de elucidar questões relacionadas à expressão gênica em T. cruzi. 

A primeira etapa foi a elaboração de um sistema de lise celular eficiente e que, 

ao mesmo tempo, mantivesse as estruturas celulares íntegras para que garantissem a 

tradução acelular, além de permitir a reprodutibilidade em ensaios futuros. 

Concebemos uma estratégia de lise celular baseada em metodologia previamente 

aplicada a E. coli (Kim et al, 2006). O extrato proteico a partir de T. cruzi foi, então, 

denominado TcS12. Inicialmente, as etapas de lise foram monitoradas subjetivamente 

por microscopia óptica.  

Entretanto, para a comprovação da eficácia do sistema de lise e seu produto 

final, os dados foram submetidos a análise por citometria de fluxo. Os resultados 

provenientes de experimentos em triplicata comprovaram que ocorria lise em mais de 

70% das células, evidenciando, assim, a solidez e reprodutibilidade da metodologia 

estabelecida.  

A qualidade do extrato TcS12 em quatro cepas de T. cruzi de diferentes DTU 

(CL-Brener, Dm28c, 4167 e Y), foi demonstrada através dos ensaios por 

espectrometria de massas que permitiu a identificação e a quantificação de proteínas 

presentes no meio através da comparação de seus proteomas. Para tanto, usou-se a 

metodologia denominada MSE – desenvolvida e patenteada pela Waters – que permite 

a quantificação relativa de proteínas por espectrometria de massas sem marcação 

isotópica de aminoácidos, ou seja, é uma técnica “label-free” (Zhu et al, 2010). Com 

esta nova abordagem, identificamos cerca de 1100 proteínas nas quatro cepas 

analisadas, distribuídas como proteínas de membrana, de organelas, nucleares e 

citosólicas.  

A predição da localização subcelular ocorre devido ao fato de uma única 

proteína poder coexistir em duas ou mais localizações (estruturas) em uma célula. 

Além disso, algumas proteínas possuem características dinâmicas e são, portanto, 

capazes de se mover entre duas ou mais localizações subcelulares. 

O estudo comparativo da expressão das proteínas das quatro cepas de T. cruzi 

revelou que algumas classes de proteínas, como as TS , estavam presentes em 
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quantidades reduzidas, com exceção da cepa Y. Observou-se um número reduzido - 

em média menor que três cópias de TS, além de outras proteínas de superfície de 

membrana – encontrado nas cepas CL-Brener, Dm28c e 4167, enquanto que mais de 

100 TS foram identificadas na cepa Y. Isso poderia ser um artefato gerado durante a 

metodologia de lise celular e posterior preparo do extrato proteico, com a perda de 

material, provavelmente no precipitado de células. Em artigo publicado por Zhu e 

colaboradores, onde descrevem uma metodologia para o preparo de lisado de células 

de T. cruzi no estágio tripomastigota, os autores analisam juntamente, o sobrenadante 

e o pellet, identificando, portanto, 1.448 proteínas não redundantes, incluindo TS e 

mucinas (Zhu et al, 2010). 

 Esse resultado é bastante intrigante, pelo fato da cepa Y apresentar 

características metabólicas próximas a Dm28c. Deve-se salientar que esta diferença no 

padrão de distribuição das classes de proteínas não é algo espúrio resultante da 

metodologia de lise celular empregada nesse trabalho, pois como demonstrado 

anteriormente todas as etapas foram padronizadas e otimizadas. Esses perfis podem 

ser correlacionados com a característica intrínseca de cada cepa.  

Optamos por repetir os experimentos de lise celular usando a nossa 

metodologia, e dessa vez, investigamos tanto o material proveniente do sobrenadante 

quanto do pellet de células epimastigotas da cepa CL-Brener, usada como referência 

de T. cruzi. O pellet resultante da lise celular foi ressuspenso e homogeneizado em 0,2 

% do surfactante RapiGestTM. Devido a composição do precipitado ser uma fração 

microssomal, constituída predominantemente por restos de membrana celular e 

organelas, contendo, portanto, proteínas hidrofóbicas, houve a necessidade de se 

aumentar a concentração final do surfactante para melhor solubilização. 

A análise do sobrenadante (TcS12) identificou apenas uma única trans-sialidase, 

enquanto a mesma aplicada ao precipitado de células detectou quatro trans-sialidases 

por LCMS/MS, entretanto de baixa confiabilidade estatística segundo o programa 

PLGS. 

Esse resultado confirmou não só a reprodutibilidade da metodologia do sistema 

de lise celular estabelecido e da produção do extrato proteico desenvolvida nesse 

trabalho, como também descartou a hipótese de perda de material durante o 
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processamento da amostra. Além disso, foi demonstrado que a expressão da TS em 

epimastigotas da cepa CL-Brener foi provavelmente inferior ao que ocorre na cepa Y. 

Esses dados comprobatórios nos renderam uma publicação na revista Analytical 

Biochemistry e, posteriormente, a ilustração da capa da mesma (Silva Galdino et al, 

2014).  

Após a constatação da qualidade do extrato elaborado TcS12, ampliamos nossa 

abordagem através da espectrometria de massas (LCMS/MS) com o uso do extrato 

protéico (TcS12) de CL-Brener (selecionada por conter seu genoma anotado 

publicamente), objetivando a verificação da influência da região 5’UTR sobre a 

tradução de trans-sialidases, identificando-as e comparando-as junto aos bancos de 

dados de cDNA (ou RNA) construídos durante esse trabalho. 

Após a realização dos ensaios pela espectrometria e a identificação de uma 

trans-sialidase no extrato proteico TcS12 de CL-Brener, buscamos, por alinhamento de 

sequências e rastreamento do número de acesso no genbank, a sequência 

correspondente em nossos arquivos de cDNAs. Em seguida, identificamos a região 

5’UTR da sequência, o que nos permitiu mapear os sítios de trans-splicing. 

As referências encontradas para os cDNAs, tanto de epimastigotas quanto 

tripomastigotas, apresentaram os mesmos tamanhos de 5’UTR, com 90 a 95% de 

identidade de nucleotídeos. Embora fosse esperado 100% de identidade, e 

desconsiderando-se erros de sequenciamento ou mesmo amplificação, podemos inferir 

que, no caso descrito acima, há a possibilidade de existência de duas isoformas de 

trans-sialidase no genoma, sendo que uma difere da outra pela variação da localização 

do ATG. Vale à pena ressaltar que esse resultado refere-se apenas a um grupo de 

trans-sialidase; uma vez que o número de cópias dessa família é bastante abrangente 

(com mais de 450 cópias), o potencial para isoformas diferenciadas torna-se grande. 

Os resultados ainda apontaram que embora o tamanho da região 5’UTR não seja 

determinante, há motivos, como as regiões ricas em CA, ou GA, que contribuiriam, de 

alguma forma, para a expressão diferenciada entre os estágios epimastigota e 

tripomastigota, bem como as diferenças apresentadas dentro do próprio estágio. 

Interessantemente, a quantidade de mRNA detectado tanto pela abordagem por 

Sanger (167 cópias para o estágio epimastigota) quanto pelo 454 Junior (cerca de 300 
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cópias transcritas no estágio epimastigota) foi superior a quantidade de TS traduzidas e 

identificadas no extrato TcS12 de CL-Brener, o que nos leva a conjecturar que, ou 

grande parte dos mRNA não são traduzidos, ou são traduzidos e degradados 

rapidamente. 

Em estudos prévios, Pasion e colaboradores (Pasion et al, 1996) evidenciaram 

que, frequentemente, os genes de tripanossomatídeos possuem múltiplos sítios 

aceptores de trans-splicing para o mini-exon nas moléculas precursoras de mRNA 

maduro. A extensão da região 5’UTR dependerá da escolha do sítio aceptor de trans-

splicing a ser usado. Deleções que removam um sítio aceptor podem forçar a utilização 

de um sítio alternativo, afetando, dessa forma, o tamanho e a sequência da 5’UTR.  

Através de experimentos com o gene da topoisomerase na região 5’UTR, 

comprovou-se a regulação negativa das moléculas de mRNA, destacando que a perda 

de determinados elementos localizados na 5’UTR resultaria em aumento na expressão 

dos transcritos para esse gene, e, concomitantemente, na sua redução ao nível do ciclo 

celular. Ou seja, a perda de certos elementos que poderiam reprimir sítios de trans-

splicing no transcrito, levariam ao acúmulo de mRNA maduro em determinadas fases 

do ciclo celular (Pasion et al, 1996). 

Os estudos de Vogel e Marcotte (Vogel & Marcotte, 2012) mostraram que 

proteínas envolvidas na organização da cromatina e regulação transcricional tendem a 

ser rapidamente degradadas. A regulação em proteínas abundantes espelha, portanto, 

funções biológicas específicas, ou seja, proteínas regulatórias podem ser produzidas e 

degradadas muito rapidamente ao reagirem aos estímulos, enquanto as proteínas 

estruturais e constitutivas (housekeepings) podem ter uma meia-vida mais longa. Além 

disso, a regulação dos transcritos abundantes poderia atuar como sistema controlador 

“liga” e “desliga” de acordo com o gene e definindo a quantidade de proteína a ser 

liberada (Vogel & Marcotte, 2012). 

Contudo, a baixa expressão de proteínas de superfície na maioria das formas de 

epimastigotas detectadas em nossos estudos, está em acordo com o trabalho 

proteômico publicado previamente por Queiroz e colaboradores (Queiroz et al, 2013). 

Essa classe de proteínas está relacionada com mecanismos de invasão celular em 

tripomastigota, e em epimastigotas desempenha o papel de adesão do protozoário nas 
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paredes do tubo digestivo do reduvídeo. No trabalho de Atwood (Atwood et al, 2005) há 

relato de identificação para poucas trans-sialidases em tripomastigotas e nenhuma 

mucina ou MASP, ou mesmo trans-sialidase em epimastigotas. Esses trabalhos 

usaram metodologias distintas de preparação de extrato proteico, sendo que pelo 

método proposto em nosso estudo, com o uso de células de epimastigotas, detectamos 

a presença de proteínas de superfície de membrana, como gp63, que foi detectada 

apenas em CL-Brener e TS encontrada especialmente na cepa Y, ratificando, assim, a 

eficiência e a sensibilidade da metodologia. 

Dentre as classes de proteínas descritas nas tabelas de expressão 

apresentadas nos resultados, retrotransposons são especialmente expressos em CL-

Brener. Os retrotransposons foram caracterizados como família multigênica em T. 

brucei, e sequências repetidas, homólogas, foram encontradas como sequências de 

proteínas codificantes em T. cruzi (Bringaud et al, 2002). Em nossos estudos, os 

retrotransposons foram observados em baixos níveis de expressão em 4167 e Dm28c 

em relação a CL-Brener, enquanto que em Y estavam ausentes. Esses achados 

sugerem que sob a forma epimastigota, esses elementos móveis poderiam não estar 

ativos em Y. Vale a pena ressaltar que alguns tipos de elementos móveis tem sido 

relacionados como espécie específicos ou restritos a algumas espécies relacionadas, 

tais como Leishmania major e Leishmania donovani (Souza et al, 2007). 

No entanto, tal comportamento entre as cepas se modifica quando se compara 

os níveis de expressão entre as proteínas envolvidas no metabolismo dos aminoácidos, 

carboidratos e lipídeos. Sabe-se que as formas replicativas de T. cruzi usam, 

preferencialmente, o carbono como fonte de energia oriundo da glicose e dos 

aminoácidos (Barrett et al, 2012). As cepas Dm28c, Y e CL-Brener apresentaram um 

número similar de proteínas únicas (Tabelas 4.2 – 4.4). Não obstante, os níveis de 

expressão dessa classe de proteínas foram aumentados em 4167, comparada a CL-

Brener. Isto poderia ser um reflexo da grande atividade replicativa da cepa 4167 (ou ao 

seu comportamento durante o crescimento), demonstrado em cultura axênica de 4167 

quando comparada com a CL-Brener. 
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Essas distinções observadas no perfil proteômico quantitativo de cada cepa 

fornecem informações que poderiam ser usadas como uma “impressão digital” de 

expressão proteica, e, portanto, uma ferramenta complementar no auxilio da 

caracterização fenotípica das cepas de T. cruzi. 

Algumas análises pelos marcadores moleculares e bioquímicos atuais podem 

não classificar conclusivamente o grupo o qual a cepa pertença. Sendo assim, uma das 

contribuições do nosso estudo foi conceber uma metodologia simples, de fácil 

execução e reprodutível que poderia ser rotineiramente empregada nos laboratórios 

das Coleções do Instituto Oswaldo Cruz visando, em casos de dúvidas técnicas, a 

certificação da cepa em manipulação. 

Uma das vantagens da abordagem metodológica apresentada aqui é a 

execução de um protocolo com etapas simplificadas e baixo custo relativo dos 

equipamentos usados durante o preparo do extrato TcS12, evitando-se ultra 

centrífugas ou probe ultrasonicator. Além disso, as soluções e detergente utilizados no 

preparo da amostra são compatíveis com a análise por LCMS, e não interferem na 

qualidade dos resultados. 

Metodologias combinadas à espectrometria de massas já são extensivamente 

usadas para se classificar microrganismos e bactérias (van Veen et al, 2010; Freiwald 

& Sauer, 2009), porém ainda não há descrições publicadas referentes a 

tripanossomatídeos. 

Vale ressaltar que a abordagem metodológica desenvolvida neste trabalho de 

tese foi submetida a processo de patente. A primeira etapa culminou no envio de um 

direcionamento de estudo ao NIT-IOC (Núcleo de Inovação Tecnológica do Instituto 

Oswaldo Cruz) intitulado de: Método de Lise de Células de Trypanosoma cruzi para 

geração de extrato com atividade de síntese proteica. Houve uma avaliação prévia da 

proposta antes de sua submissão para a segunda etapa: reuniões na GESTEC e 

posterior pesquisa do tema a fim de se averiguar a novidade de invenção e impacto 

sobre o tema proposto. A resposta dessa pesquisa não foi conclusiva a ponto de 

prosseguirmos com os esforços em busca da patente. Relataram-nos da existência de 

muitos métodos de lise disponíveis e já publicados, embora não fossem iguais ao que 
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estávamos propondo. Não nos foi dada muita certeza sobre o interesse da instituição 

no prosseguimento do pedido de patente. 

A partir de então, resolvemos continuar nossos ensaios experimentais baseados 

na abordagem metodológica desenvolvida, adequando-a para publicações pertinentes 

a essa área. Cogitou-se a possibilidade do emprego efetivo da técnica, não apenas 

para os laboratórios de pesquisa, mas principalmente para ser empregada nos 

laboratórios de Coleções, onde a necessidade de certificação das cepas é essencial 

tanto pela alta demanda externa como pela rotina de manipulação das mesmas. 

Além disso, acreditamos que a metodologia proposta neste trabalho possibilitará 

a continuidade de estudos futuros de tradução acelular, proporcionando uma análise 

mais abrangente dos ensaios relacionados a expressão gênica de T. cruzi usando a 

própria maquinaria do organismo. 

O estudo do perfil proteômico por espectrometria de massas possibilitaria uma 

alternativa viável na certificação de cepas e isolados de T. cruzi. Para tanto, poderemos 

estabelecer protocolos para determinação de características específicas de cada cepa. 

Por exemplo, a presença dominante de trans-sialidase detectada na cepa Y, poderia 

ser adotada como característica única para tipagem de cepas. 

Assim, como desdobramento imediato deste trabalho, será apresentado às 

coleções do IOC, a possibilidade do emprego da metodologia desenvolvida para a 

tipagem celular dos tripanossomatídeos, usando-a como uma ferramenta de 

identificação para auxiliar na certificação das cepas. Além das duas publicações 

geradas como produtos diretos desse trabalho, a primeira aceita na revista Analytical 

Biochemistry e a segunda em processo de análise na Experimental Parasitology, outro 

manuscrito será elaborado com as informações obtidas pelos alinhamentos (Sanger e 

454 Junior), tornando esses resultados públicos. 
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7.  Conclusões 

 

 A análise do extrato TcS12 por espectrometria de massa mostrou que as cepas 

de T. cruzi envolvidas nesse estudo apresentam perfis proteicos diferenciados. 

 

 Observou-se que a quantidade de trans-sialidase detectada no extrato proteico 

da cepa Y foi elevada em relação as demais; esse fato talvez esteja relacionado 

com a maior capacidade de colonização  dessa cepa no intestino do hospedeiro 

invertebrado. 

 

 O tamanho da região 5’UTR provavelmente não interfere sobre a tradução de 

trans-sialidases. Contudo, a presença de determinados blocos composicionais 

de nucleotideos presentes nessas regiões parece exercer influência na tradução.  

 

 O número de cópias de mRNA correspondente a trans-sialidases foi superior ao 

número de proteínas detectadas no extrato TcS12. Sugerindo, portanto, que há 

algum mecanismo de regulação da síntese dessas proteínas, ou então, há um 

processo de “turnover” de trans-sialidases.  

 

 A não observação de síntese proteica do gene repórter no extrato acelular, 

possivelmente foi devida a uma limitação técnica inicial referente a qualidade 

insuficiente do mRNA produzido in vitro.  
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8. Perspectivas 

 

 Aplicação da metodologia desenvolvida neste estudo para identificação de 

outras cepas de T. cruzi. Pretende-se promover encontros com os responsáveis 

pelas coleções oficiais de tripanossomatídeos do IOC sobre a possibilidade de 

transferência de tecnologia visando contribuição institucional efetiva.  

 Aprimoramento da técnica de síntese acelular visando a tradução in vitro de 

proteínas a partir do extrato elaborado, TcS12, com o intuito de elucidar os 

mecanismos intrínsecos relacionados com a 5’ UTR. 

 Aprofundar os estudos de caracterização dos genes de trans-sialidases com a 

cepa Y. 
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10. Anexos 

 

 

Os editores selecionaram entre vários autores a ilustração referente ao 

artigo para ser estampada na capa da edição de março da Revista 

Analytical Biochemistry 448 (2014). 
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11. Apêndice 

9.1 – Soluções: 

 

I - PBS 1 X (Phosphate Buffered Saline) - Sigma Aldrich® 

 

8,0 g de NaCl (137 mM) 

0,2 g de KCL (2.7 mM) 

1,44 g de Na2HPO4 (10 mM) 

0,24 g de KH2PO4 (1,8 mM) 

Dissolver em 800 mL de água destilada. Ajustar o pH para 7,4 com HCL. Completar 

com água até 1L. 

 

II - Solução de Lise Hipotônica (Lise Celular): 

 

Esse protocolo foi desenvolvido de acordo com Murew et AL, 2009. O HEPES-

KOH utilizado deverá estar na concentração de 20 mM. 

 

C1.V1 = C2.V2 

100 mM.V1 = 20 mM . 20 mL 

V1 = 4 mL de HEPES-KOH de 100 mM + 40 μL de DTT 2 mM 

 

- Adicionar parte do volume de água 

- Conferir o pH 

- Completar com o restante de água até 20 mL 

 

III- Meio LB (Luria-Bertani) - HIMEDIA® : 

 

III.a – Meio LB Líquido 

 Caseína enzimática hidrolisada (10 g/L) 
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 Extrato de levedura (5 g/L) 

 Cloridrato de sódio (10 g/L) 

III.b – Meio LB Sólido 

 Caseína enzimática hidrolisada (10 g/L) 

 Extrato de levedura (5 g/L) 

 Cloridrato de sódio (10 g/L) 

 Agar (20 g/L) - HIMEDIA®  

 

IV – Meio BHI (Brain Heart Infusion) – Warren modificado 

 

 37 g de BHI 

 Água para completar 1 L 

 Autoclavar 

 

V – Tampão Tris – EDTA (TE) – Sigma Aldrich® 

 

 10 mM de Tris (pH 8,0) 

 1 mM de EDTA 

 

VI – Tampão TBE 10X (Tris – Borato / EDTA) - Sigma Aldrich® 

 

 Tris base (89 mM) – 108 g 

 Ácido Bórico (89 mM) – 55 g 

 EDTA (2 mM) – 9,3 g 

 Água destilada até completar o volume para 1L. 

 

VII – Meio Terrific Broth (Sigma Aldrich®) 

 

 12 g de Extrato de Levedura 

 6 g de Triptona 
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 2 mL de glicerol (antes de manipulá-lo, deixa-lo por 1h a 37°C)  

 q.s.p. 450 mL de água. Autoclavar. 

 Em seguida, adicionar (dentro da cabine de segurança biológica) 50 mL de 

solução filtrada de: 0,17 M de KH2PO4 e 0,72 M de K2HPO4  

 

VIII – Bis – Acrilamida 40% (Bio-Rad®) 

 

 380 g de acrilamida  

 200 g de Bis-metil  

 Adicionar 600 mL de água destilada e incubar a 37°C até que fique 

completamente homogeneizado. Medir o pH (o pH deverá ser igual a 7.0) . Após 

a medição do pH, avolumar para 1L. Em seguida, filtrar a solução (0,45 µM). 

 

IX - Soluções para midprep (Sigma Aldrich® ): 

 

XI a – Solução de Lise Alcalina I (GTE) 

 Glicose (50 mM) 

 Tris-HCL (25 mM; pH 8,0) 

 EDTA (10 mM; pH 8,0) 

 

IX b – Solução de Lise Alcalina II (SDS – NaOH) 

Deve ser preparado do no momento do uso. 

 0,2 N de hidróxido de sódio (NaOH) 

 1 % de SDS 

 

XI c – Solução de Lise Alcalina III (Ácido Acético Glacial 3M) 

 60 mL de acetato de potássio 5M 

 11,5 mL de ácido acético glacial 

 28,5 mL de água 
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9.2 – Protocolos: 

 

I - Preparo de Células Eletrocompetentes (One Shot TOP 10 Electrocompetent E. 
coli) 

 

1 – Dois tubos de células eletrocompetentes da Invitrogen® descongeladas a 4°C são 

transferidas para outros dois frascos contendo 100 mL e 5 mL de meio LB. 

Crescimento das células a 37°C por 18h. 

2 – Reserva-se 10 µL da garrafa menor, contendo 5 mL, e adiciona-se a uma placa de 

Petri sem ampicilina afim de realizar um estoque (que deverá ser armazenado a 4°C e 

estará viável por até 3 meses). 

3 – Retira-se1 mL da garrafa contendo maior volume e o transfere para  outra garrafa 

de cultura contendo 499 mL de meio LB. Segue-se incubando a 37°C até atingir uma 

OD de 0,5 (cerca de 3h). 

4 – Após atingir OD de 0,5, todo o volume de 500 mL será centrifugado a 4°C, a 4.000 

RCF, por 10 minutos. 

5 – Após o descarte do sobrenadante, o sedimento produzido pela centrifugação 

deverá ser submetido a três processos de lavagens: 

5.1 - Solução gelada de água e 10% de glicerol para um volume final de 100 mL; 

5.2 – Solução gelada de água e 10% de glicerol para um volume final de 25 mL; 

5.3 – Solução gelada de água e 10% de glicerol para um volume final de 10 mL. 

6 – O sedimento deverá ser ressuspendido em 2 mL da solução, igualmente gelada, 

gelada final formada por água e 10% de glicerol. 

7 – Alíquotas de 50 µL serão estocadas a - 80°C. 

 

II – Extração de Plasmídeo (midprep – preparo in house): 

 

1 - Seleção das colônias;  

2 Crescimento das colônias selecionadas entre 10 a 15 mL de meio LB ou Terrific 

Broth (ambos contendo 100 µg / mL de ampicilina) - 37°C por 18h sob 200 rpm 

de agitação; 
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3 Centrifugação em 4.000 rpm, a 4°C por 10 minutos; 

4 Descarte do sobrenadante. Acréscimo de 200 µL da solução de lise alcalina 1 

(GTE); homogeneizar com o uso do vórtex; transferir o sobrenadante para um 

microtubo de 2,0 mL; 

5 Acrescentar 400 µL da solução de lise alcalina 2 (SDS – NaOH). Verter o tubo 

por 8 vezes (manter os microtubos à 4°C durante a manipulação). 

6 Adicionar 300 µL da solução de lise alcalina 3 (Ácido Acético Glacial 3M) de 

midprep. Incubar a 4°C por 5 minutos. 

7 Centrifugar a 14.000 rpm, a 4°C por 5 minutos. 

8 Transferência do sobrenadante para outro microtubo limpo de 1,5 mL. Adicionar 

2 µL de RNase A e incubar a 37°C por 20 minutos. 

9 Adicionar o mesmo volume de clorofórmio, verter o tubo (8 vezes) e incubar a 

4°C por 15 minutos. Centrifugar a 14.000 rpm, a 4°C por 5 minutos. 

Transferência do sobrenadante para microtubo limpo. 

10  Adição de fenol clorofórmio álcool isoamílico -  mesmo volume do sobrenadante 

transferido. Verter o tubo 8 vezes. Incubar a 4°C por 15 minutos. Centrifugar a 

14.000 rpm, a 4°C por 5 minutos.  

11  Lavar o pellet com 600 µL de álcool 70% (frio). Centrifugar a 14.000 rpm a 4°C, 

por 5 minutos. 

12  Ressuspender em 30 - 40 µL de água ultra-pura. 

 

III – Procedimento Para Digestão por Tripsina e Preparo das Amostras para LC-
MS 

 

1 – Quantificação da amostra. Identificação da concentração e da massa do material a 

ser tripsinizado. 

2 - Preparo dos microtubos a serem utilizados no procedimento realizando lavagens 

com 1000 µL com acetonitrila (CH3CN) – HPLC (Sigma Aldrich® ) por 3 vezes.  

3 – Troca de tampão: Adicionar a amostra 450 µL de bicarbonato de amônio 

(NH4HCOO3). Centrifugar a 6°C, 14.000 g, por 15 minutos. Repetir a operação por mais 

duas vezes acrescentando 300 µL de NH4HCOO3 a cada centrifugação. 
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4 – Após a terceira lavagem, o filtro com o material retido deverá ser posto de cabeça 

para baixo dentro de um amicon e centrifugado a 1.000 g por dois minutos. Em 

seguida, o retido deverá ser transferido para um microtubo previamente preparado. 

5 – Adição de RapiGest: Diluição de RapiGestTM (Waters®) em 500 µL de NH4HCOO3, 

obtendo uma concentração inicial de 0,2%. Acréscimo de 0,1 % (100 µL) de RapiGest. 

Incubação a 80°C, por 15 minuotos, sob 900 rpm de agitação. 

6 – Adição de DTT (Ditiotreitol) (Gibco BRL/Life Technologies ®): DTT a concentração 

final de 5 mM. Incubar por 30 minutos, a 60°C, sob 900 rpm de agitação. 

7 – Acréscimo de Iodoacetamida (IAA) (Sigma-Aldrich®): Acrescentar 15 Mm de IAA e 

deixar incubando por 30 minutos no escuro. 

8 – A Tripsina (Promega®) deverá ser dissolvida em NH4HCOO3 0,1M (1:50). Em 

seguida, a quantidade de tripsina a ser adicionada estará de acordo com a massa da 

amostra obedecendo a relação (1:50). Incubação a 37°C, por 18h, sob 900 rpm de 

agitação. 

9 – Após o período de incubação, o ácido trifluoro acético (TFA) (Pierce®) 0,5% deverá 

ser adicionado a amostra. O pH deverá estar abaixo de 3. Incubação a 37°C, por 90 

minutos e 1000 rpm de agitação. 

10 – Centrifugar a 6°C, a 10.000 g, por 30 minutos. 

11 – Transferência para um novo microtubo previamente lavado com acetonitrila. 

12 – Secar o material em centrífuga a vácuo (modo Vaq – AQ) entre 1 – 2h. 


