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Resumo 

Em nosso laboratório foi isolado um clone recombinante de T. cruzi, denominado H49, 

que codifica repetições de 68 aminoácidos (aa) dispostas em tandem. Estas repetições são 

encontradas em um antígeno imunodominante de aproximadamente 240 kDa que está envolvido 

na ligação do flagelo ao corpo do parasita, conhecida como zona FAZ. Este trabalho relata a 

caracterização da estrutura do gene e da proteína H49. Buscas no banco de dados de T. cruzi 

utilizando o algoritmo BLAST revelaram que as repetições de 68 aa são encontradas em uma 

região central de oito calpaínas-like cisteínas peptidases. Em duas dessas, as repetições H49 são 

altamente conservadas e organizadas em tandem. Nas outras seis calpaínas-like encontradas, as 

repetições eram degeneradas e podem ser separadas por pequenas seqüências não repetitivas. 

Essas proteínas apresentaram domínios característicos de cisteínas proteinases cálcio-

dependente, como Cys-Pc e Calpain_III. A associação entre as seqüências H49 e calpaína foi 

confirmada por amplificação por PCR e análises de clones de YAC utilizando oligonucleotídeos 

específicos para amplificar regiões especificas de calpaína e repetições H49. O locus H49 foi 

mapeado no clone CL Brener utilizando uma sobreposição de clones de YAC. A associação da 

repetição H49 e calpaínas nos YACs foi demonstrada por PCR e por análise de restrição. 

Corroborando com dados obtidos, a análise por “chromoblot” revelou que as sondas H49 e 

calpaína hibridizam com as mesmas bandas cromossômicas. Nossos dados indicam que as 

repetições H49 fazem parte de um subgrupo de genes da calpaína e, portanto, denominados 

H49/calpaína. Recentemente uma nova família de proteínas associadas ao citoesqueleto foi 

descrita em Trypanosoma brucei e Leishmania. Estas proteínas são caracterizadas por sua 

similaridade com a região catalítica da calpaína, assim como pela presença de seqüências de 

aminoácidos repetidas em tandem que apresentam similaridade de 30-40% com a repetição H49. 

Esses resultados sugerem que a aquisição da calpaína, contendo repetições pelos 

tripanossomatídeos (talvez por fusão de genes) foi um evento tardio na evolução dessa família de 

proteínas. 

Para avaliar a ocorrência e a distribuição subcelular da proteína H49/calpaína em epimastigotas, 

diferentes domínios da calpaína e da repetição de 68 aa foram expressas em bactérias, as 

proteínas foram purificadas e utilizadas na imunização de coelhos e camundongos. Os anticorpos 

policlonais purificados foram utilizados para estudar a organização e distribuição subcelular das 

repetiçãos de 68 aa e calpaína em T. cruzi. Em “immunoblotting”, anticorpos contra o domínio 

calpaína e contra as repetições de 68 aa reagiram com uma proteína de 240 kDa presente no 

extrato total de epimastigotas. Anticorpos anti-calpaína reagiram com bandas adicionais de 
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aproximadamente 170, 60 e 56 kDa que correspondem a calpaínas sem as repetições de 68 aa. 

Análise de imunofluorescência revelou que a proteína H49/calpaína está localizada apenas na 

região de adesão entre o corpo celular e o flagelo. A calpaína, além de ser encontrada no flagelo, 

também é encontrada no citoplasma. Além disso, a H49/calpaína associada ao citoesqueleto co-

localizou com marcadores da zona de adesão flagelar (FAZ). 

Domínios repetitivos da H49/calpaína contem alfa hélices (“helix-turn-helix”) que poderiam 

estar organizadas em uma estrutura enovelada em uma estrutura “coiled-coil”. Sugerimos que as 

proteínas H49/calpaína formariam um homodímero que poderia ligar a membrana do flagelo à 

membrana do corpo celular na zona de adesão flagelar. 
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1.1 Descoberta da doença de Chagas 
 

No ano de 1907, Carlos Chagas (1879-1934) foi chamado a participar de uma campanha de 

combate à malária no estado de Minas Gerais, onde estava sendo construída a Estrada de Ferro 

Central do Brasil. Chagas foi informado da presença de um inseto hematófago, encontrado nas 

frestas e buracos das casas da região, comumente conhecido como barbeiro porque costumava 

picar o rosto das pessoas enquanto dormiam. Chagas, ao examinar o intestino dos insetos e o 

sangue de vários animais domésticos da região, observou a presença de formas flageladas de um 

protozoário que denominou de Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu professor Oswaldo 

Cruz (FIOCRUZ, 2009). 

 

Chagas em 1909 teve a prova que faltava para definir o ciclo da doença. Ele examinou 

Berenice, uma criança de dois anos da região, e descobriu que ela era picada freqüentemente por 

barbeiros à noite. Suspeitou que a menina pudesse estar infetada pelo protozoário que ele já tinha 

observado nos insetos da região. Ao analisar seu sangue verificou pela primeira vez a presença 

de T. cruzi em um ser humano. 

 

Chagas publicou em 1909 um resumo de sua importante descoberta no Bulletin de la 

Societé de Pathologie Exotique, o trabalho completo foi publicado na Revista Memórias do 

Instituto Oswaldo Cruz em português e em alemão no mesmo ano (FIOCRUZ, 2009). A 

descrição de uma nova doença parasitária teve repercussão mundial, que consagrou a Carlos 

Chagas como um dos mais importantes pesquisadores brasileiros do século XX, recebendo 

importantes prêmios e o reconhecimento internacional, também foi indicado para o Prêmio 

Nobel. 

 

O grande mérito do trabalho científico de Carlos Chagas foi identificar o agente etiológico, 

o vetor, o hospedeiro vertebrado, os reservatórios domésticos e silvestres do parasita. Fez 

descrição detalhada de todos os aspectos da doença que mais tarde levaria seu nome. Com base 

na sua pesquisa Carlos Chagas descreveu o ciclo do T. cruzi que esta mostrado na figura 1. 
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1.1.1 Ciclo de vida do T. cruzi 
 

O ciclo de vida de T. cruzi envolve dois hospedeiros, um vertebrado (mamífero) e outro 

invertebrado (triatomíneo), nos quais são encontrados diferentes formas do parasita. As formas 

replicativas são denominadas epimastigotas e amastigotas e as não replicativas de 

tripomastigotas sanguíneos e metacíclicos (Fig. 1). 

 

O ciclo começa quando o inseto vetor alimenta-se de sangue com tripomastigotas 

sanguíneos de um hospedeiro mamífero infectado. Na porção proximal do intestino do barbeiro, 

os tripomastigotas sanguíneos se diferenciam em epimastigotas. Em seguida, no intestino 

posterior, os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos (formas infecciosas) 

que são liberados na urina e fezes do inseto no local da picada e podem penetrar pela pele e 

mucosas do hospedeiro vertebrado. Os tripomastigotas metacíclicos infectam diversos tipos 

celulares, no interior da célula se diferenciam em formas amastigotas que se multiplicam por 

divisão binária e se diferenciam em tripomastigotas. Estas formas são liberadas na corrente 

sanguínea, podendo infectar outras células ou ser ingeridas pelo triatomíneo completando o 

ciclo.  
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. 

O inseto alimenta-se de sangue com formas tripomastigotas sanguíneas do mamífero infectado (A). As formas 

tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas no intestino do triatomíneo (B). Epimastigotas aderem à parede do 

intestino e diferenciam-se em tripomastigotas metacíclicos que são eliminadas nas fezes e urina no local da picada, 

penetrando pela pele e mucosa do hospedeiro vertebrado (C). As formas tripomastigotas sanguíneas infectam 

células na região da picada e diferenciam-se em formas amastigotas. No interior das células multiplicam-se por 

divisão binária (D). Os amastigotas diferenciam em tripomastigotas que são liberadas na corrente sanguínea, 

podendo infectar outras células ou ser ingeridos pelo triatomíneo completando o ciclo (E). 
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1.1.2 A doença de Chagas 
 

O T. cruzi, protozoário flagelado da família Trypanosomatidae, é o agente etiológico da 

doença de Chagas ou tripanossomíase americana. O parasita pode ser transmitido ao homem pela 

picada de um inseto hematófago infectado, por via placentária (Chagas congênito), transfusão 

sanguínea ou doação de órgãos de indivíduos infectados, por alimentos contaminados e por 

acidentes de laboratório (FIOCRUZ, 2009). 

 

Cerca de 28 milhões de pessoas na América Latina correm o risco de contrair a doença. 

Em 21 países onde a doença é endêmica, o número de pessoas infectadas é de 8 milhões. O 

número de novos casos ao ano por transmissão vetorial e por Chagas congênito é de 41.200 e 

14.385, respectivamente (TDR/WHO, 2007). 

 

A transmissão da doença pelo vetor hematófago (família Reduviiadae, subfamília 

Triatominae) é um dos alvos no combate à doença. Em áreas rurais endêmicas na Colômbia, 

Bolívia, Argentina (região do Chaco), Peru e México, as condições de moradia são ainda 

precárias que favorece a permanência do inseto e o risco de infecção. Iniciativas, apoiadas pela 

OMS/TDR, envolvendo os países afetados do Cone Sul (INCOSUL), do Pacto Andino (IPA), da 

América central (IPCA), do México e da Amazônia (AMCHA), têm sido efetivas no controle da 

transmissão vetorial da doença. Uruguai, Chile e Brasil foram declarados livres da transmissão 

vetorial da doença em 1997, 1999 e 2006, respectivamente. 

 

Recentemente, devido às freqüentes migrações da população, foram identificados casos da 

doença em lugares não endêmicos, como Estados Unidos e Europa. Esse fato tem gerado grande 

preocupação devido à falta de triagem nos bancos de sangue nesses países, a doença de Chagas 

poderia tornar-se uma doença de distribuição global (TDR/WHO, 2007). 

 

A doença de Chagas pode manifestar-se de maneira aguda ou crônica. A fase aguda é 

caracterizada por febre, edema e vermelhidão na região da picada, e presença de parasitas no 

sangue. A fase crônica é em geral assintomática, dura anos e estima-se que 30% dos indivíduos 

infectados desenvolverão cardiopatias, dilatação do esôfago e cólon. Na fase crônica geralmente 

não é possível observar parasitas no sangue, portanto, o diagnóstico é sorológico, acompanhado 

de exames clínicos. 
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No tratamento da fase aguda são utilizados os quimioterápicos nifurtimox (Lampit®, 

Bayer) ou benzonidazol (Rochagan®, Roche), que apresentam efeitos tóxicos para o homem 

(WHO, 2002). Organizações de saúde e governos dos países afetados têm exercido pressão sob 

as indústrias farmacêuticas para garantir a fabricação, mesmo limitada, dos medicamentos. A 

partir do ano 2009, será fabricada em Brasil, uma versão pediátrica do benzonidazol pelo 

laboratório farmacêutico Lafepe (Pernambuco). O medicamento será distribuído a preço de custo 

na América Latina com apoio da Iniciativa para Doenças Negligenciadas DNDi (Drugs for 

Neglected Diseases Initiative). 

 

1.2 O antígeno imunodominante H49 de T. cruzi 
 

Na década de 90 foi isolado e caracterizado um antígeno imunodominante, denominado de 

H49, que está presente em todas as formas do ciclo de vida do parasita (Cotrim et al., 1990). A 

seguir, relataremos informações existentes sobre o isolamento, expressão e localização celular do 

antígeno H49. 

 

1.2.1 Isolamento do clone recombinante H49 
 

Uma biblioteca de expressão de DNA genômico da cepa G de T. cruzi foi construída no 

fago λgt11. A triagem dos clones recombinantes foi feita com soros de pacientes chagásicos 

crônicos. O clone recombinante denominado H49 foi selecionado por apresentar forte 

reatividade com esses soros (Cotrim et al., 1990). Outros laboratórios, utilizando a mesma 

técnica de triagem, isolaram clones recombinantes (clone 1, cepa Miranda; FRA, cloneDM28c; 

JL7, cepa CL) que apresentam identidade de 88% ao nível de aminoácidos com o antígeno H49 

(Ibanez et al., 1988; Lafaille et al., 1989; Levin et al., 1989), sugerindo que este antígeno é 

conservado entre diferentes cepas de T. cruzi.  

 

A análise do clone recombinante de H49 mostrou que ele é composto de aproximadamente 

quatro repetições de 68 aminoácidos altamente conservadas e dispostas em tandem. A seqüência 

em nucleotídeos do clone genômico H49 está disponível no GenBank sob o número de acceso 

L09564 (Cotrim et al., 1995). 
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1.2.2 Organização genômica e expressão do gene H49 
 

A organização do gene H49 foi estudada por hibridização em Southern blot com o DNA 

genômico de diferentes cepas de T. cruzi. Utilizando enzimas de restrição com sítios de 

reconhecimento internos e fora da repetição foram identificadas duas bandas de ~20 kb na cepa 

G e duas bandas de 20 kb e 9,7 kb na cepa CL (Fig. 2). A hibridização em dot-blot quantitativo 

indicou a presença de duas a três cópias do gene de H49 por genoma haplóide nas cepas G e CL 

(Cotrim et al., 1995). 

 

  
Figura 2. Organização genômica do gene H49 nas cepas CL e G de T. cruzi. 

O DNA genômico das cepas G e CL foi digerido com diferentes enzimas de restrição e hibridizados com a sonda do 

H49. As setas indicam sítios de restrição, as regiões achuriadas e em preto correspondem às repetições H49 e 

regiões intergênicas, respectivamente (Cotrim et al., 1995). Enzimas: E, EcoRI; H, HaeIII; F, HinfI; P, PstI; S, 

SmaI; R, RsaI; C,CfoI; Sa, SalI. 

 

A análise em northern blot com RNA mensageiro de formas epimastigotas de diferentes 

cepas de T. cruzi mostrou que o transcrito H49 tem aproximadamente 8Kb (Cotrim et al., 1990). 

Este tamanho está de acordo com os resultados obtidos por western blot com extratos de 

epimastigotas da cepa G de onde foi visto que anticorpos contra a proteína recombinante H49 

reagiram com uma proteína nativa de alto peso molecular (>300 kDa) (Cotrim et al. 1990, 1995). 

 

O mapeamento dos genes de H49 nos cromossomos de T. cruzi foi realizado por 

hibridização com os cromossomos do parasita separados por electroforese de campo pulsado. O 

gene H49 foi mapeado em uma banda cromossômica de 2,3 Mb nas cepas CL e G, e uma banda 

de 2,6 Mb na cepa CL (Santos et al., 1999). O gene H49 foi também isolado em uma biblioteca 

de YAC (Yeast Artificial Chromosome) construída com DNA de formas epimastigotas do clone 

CL Brener (Santos et al., 1999). 
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1.2.3 Utilização do antígeno recombinante H49 no sorodiagnóstico da doença de Chagas 
 

O antígeno H49 é facilmente detectado por soros de pacientes chagásicos em “dot blot” 

contendo lisados de bactérias infectadas com o fago recombinante H49. Houve reação positiva 

com 99% dos soros de pacientes chagásicos crônicos provenientes de áreas endêmicas (Cotrim et 

al., 1990). 

 

O inserto do clone H49 foi subclonado no vetor de expressão pGEX e a proteína H49 

expressa, purificada e utilizada em testes de ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay). O 

antígeno H49 reagiu com 84% dos soros de pacientes chagásicos crônicos, 58% com soro de 

pacientes em fase aguda e 56% com pacientes com Chagas congênito. Não foi observada reação 

positiva no teste de ELISA com soros de pacientes com outras doenças parasitárias como 

malária, esquitossomose, infecção por T. rangeli e Leishmania. Assim, o antígeno H49 foi 

proposto para diagnóstico de pacientes em fase crônica, mas não foi recomendado para ser 

utilizado em banco de sangue (Paranhos-Bacalla et al., 1994). 

 

Recentemente vários antígenos recombinantes de T. cruzi (H49, B13, 1F8 e JL7) foram 

combinados em um único teste chamado de mix-ELISA para o sorodiagnóstico da doença de 

Chagas. A principal vantagem do teste é a elevada sensibilidade (99,7%) e especificidade 

(98,6%), este último devido à ausência de reatividade cruzada com soros de pacientes com outras 

doenças parasitárias (Umezawa et al., 2003).  

 

1.2.4 Localização subcelular do antígeno H49: associação ao citoesqueleto do T. cruzi  
 

Estudos de imunofluorescência indireta com anticorpos anti-H49 em tripomastigotas 

metacíclicos das cepas Y, CL e Tulahuen mostraram que a proteína H49 apresenta localização 

flagelar, enquanto em parasitas intracelulares foi observado um padrão pontual próximo da 

região onde o flagelo emerge do corpo (Cotrim et al., 1990). Pela técnica de 

imunoeletromicroscopia foi visto que o H49 está localizado na região de contacto entre o flagelo 

e o corpo de parasitas intracelulares, em células HeLa (Cotrim et al., 1995). Utilizando esta 

técnica em preparações de citoesqueleto de formas epimastigotas, tripomastigotas metacíclicas e 

de cultura de tecido (Fig. 3) foi visto que o antígeno H49 nativo está localizado na região de 
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adesão do flagelo ao corpo do parasita conhecida como FAZ (Flagellar Attachment Zone) 

associada ao citosqueleto do parasita (Cotrim et al., 1990).  

 

  
Figura 3. Localização do antígeno H49 em citoesqueleto de T. cruzi por Microsopia Imunoeletrônica. A) 

Citoesqueleto de epimastigota B) Citoesqueleto de tripomastigota metaciclico. As setas vermelhas indicam a 

localização do H49 entre o flagelo e o citoesqueleto. Fonte: (Cotrim et al., 1990). 

 

1.3 Estrutura do flagelo de tripanossomas 
 

O flagelo de T. cruzi e T. brucei emerge da bolsa flagelar, a maior parte do mesmo fica 

aderida ao corpo celular e somente uma pequena parte fica livre na região anterior do parasita. A 

aderência do flagelo ao corpo do parasita define uma região especializada denominada de FAZ 

(Flagellar Attachment Zone). Internamente, o flagelo é constituído pelo axonema e estrutura 

paraflagelar (PFR- Paraflagellar Rod) e externamente está recoberto pela membrana plasmática 

(Gull, 1999; Kohl et al., 1999). 

 

1.3.1 FAZ (Flagellar Atachment Zone): zona de adesão flagelar 
 

  Em T. brucei, a FAZ é composta de duas estruturas: um filamento eletrodenso 

citoplasmático e quatro microtúbulos situados imediatamente à esquerda do filamento. Os 

microtúbulos são muito estáveis, associados do retículo endoplasmático liso e permanecem após 

tratamento com detergente (Gull, 1999; Bastin et al., 2000). O filamento citoplasmático e os 

microtúbulos interagem com a membrana plasmática por meio de proteínas formando uma 

complexa estrutura (Lacomble et al., 2009). Atualmente, a composição molecular detalhada dos 

componentes de FAZ não é conhecida (Vaughan et al., 2008). 
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As proteínas encontradas em FAZ são muito imunogênicas, com massa molecular elevada 

(>200 kDa) e compostas por repetições de aminoácidos (Gull, 1999). Em T. cruzi, algumas das 

proteínas de FAZ são: gp72, antígeno H49 (FRA) e proteínas de grande massa molecular (700-

2.500 kDa), localizadas internamente ao corpo do parasita (Cooper et al., 1993; Ruiz-Moreno et 

al., 1995; Bisaggio et al., 2006; Rocha et al., 2006). Acredita-se que as proteínas de FAZ tenham 

função estrutural, por microscopia eletrônica são observadas estruturas de junção entre o 

citoplasma e a membrana plasmática do corpo e do flagelo (Ruiz-Moreno et al., 1995; de Souza, 

2007; Lacomble et al., 2009). 

 

Recentemente foi identificada em T. brucei uma proteína de FAZ localizada internamente 

ao corpo do parasita, constituída por repetições de 14 aminoácidos e de elevada massa 

molecular, denominada FAZ1. A inibição da síntese da proteína por RNA de interferência gerou 

parasitas com o flagelo não aderido ao corpo e problemas na citocinese, sugerindo que o FAZ 

participa da morfogênese do parasita (Vaughan et al., 2008). 

 

Por outro lado, a glicoproteína GP72 de T. cruzi, localizada na superfície do parasita e no 

bolso flagelar, também tem sido associada ao FAZ. Supõe-se que a GP72 interage na zona de 

aderência entre o flagelo e o corpo celular, embora, os detalhes desta interação ainda não tenham 

sido caracterizados (Cooper et al., 1993). 

 

A inibição da expressão do gene GP72 mostrou fenótipo alterado com o flagelo descolado 

do corpo, houve perda de motilidade e diminuição na capacidade da sobrevivência no vetor 

Triatoma infestans. Em T. brucei, a proteína homóloga GP72 é a glicoproteina FLA1, que parece 

ser essencial, a julgar-se pelo fato de que a deleção de ambos os alelos invibializa o parasita 

(Nozaki et al., 1996; LaCount et al., 2002) 

 

1.3.2 Axonema, estrutura paraflagelar (PFR) e interação com FAZ 
 

O axonema apresenta o clássico sistema de microtúbulos “9 + 2” (9 pares de microtúbulos 

periféricos e 2 microtúbulos centrais) com proteínas que se ligam aos microtúbulos, tais como: 

braços de dineina, radial spoke e nexina. A estrutura paraflagelar (PFR) acompanha o axonema 

desde que o flagelo sai da bolsa flagelar até o extremo distal, na região anterior do parasita (Fig. 

4). Em corte transversal do flagelo, a estrutura paraflagelar está organizada em três domínios 
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bem definidos denominados proximal, intermediário e distal por sua posição relativa ao axonema 

(Gull, 1999).  

A interação entre a PFR e FAZ, ocorre por meio de filamentos que ligam o domínio 

proximal do PFR à face interna da membrana do flagelo que faz parte do FAZ. O domínio 

proximal se liga por meio de filamentos ao axonema, dificultando a purificação da estrutura 

paraflagelar (Kohl et al., 1999; Bastin et al., 2000). 

 

Estudo da interação do flagelo ao corpo celular durante o ciclo celular de T. brucei com 

anticorpos anti-FAZ e anti-PFR mostrou que essas estruturas organizam-se em diferentes pontos 

durante o ciclo celular. Em primeiro lugar, tem-se a organização do filamento do FAZ, seguindo-

se o axonema e PFR. O filamento citoplasmático elonga-se a uma velocidade menor que as 

estruturas internas do flagelo (axonema e PFR) que crescem sincrônicamente. Supõe-se que 

quando o filamento citoplasmático atinge cerca de 1,4 µm ocorre a aderência do flagelo ao corpo 

celular (Kohl et al., 1999). 

 

1.3.3 Proteínas de membrana do flagelo de tripanossoma 
 

A membrana plasmática do T. brucei possui três regiões bem definidas: a membrana do 

flagelo, do corpo celular e da região da bolsa flagelar. Na membrana da bolsa flagelar são 

encontrados os receptores de transferrina e LDL. Três proteínas estão presentes na membrana 

flagelar: adenilato ciclase, proteína ligadora de cálcio (FCaBP) e uma isoforma (ISO1) do 

transportador de glicose em Leishmania (Landfear e Ignatushchenko, 2001).  

 

A proteína ligadora de cálcio de T. cruzi FCaBP (24 kDa) está associada à membrana 

plasmática do flagelo por meio de acilação com ácido palmítico e ácido mirístico de resíduos de 

cisteina e glicina, respectivamente. A substituição na região N-terminal dos aminoácidos glicina, 

e cisteina por alanina resulta na distribuição da proteína pelo corpo do parasita, indicando que 

essa região é necessária e suficiente para a localização flagelar da proteína (Godsel e Engman, 

1999). 

 

Em T. cruzi, a adenilato ciclase dependente de cálcio, presente na membrana do flagelo, 

interage com a estrutura paraflagelar, sugerindo possível participação na transdução de sinal 

(D'Angelo et al., 2002). O receptor de transferina, LDL e transportador de glicose estão 
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localizados na membrana da bolsa flagelar e participam da nutrição celular (Landfear e 

Ignatushchenko, 2001). 

1.3.4 Funções do flagelo  
 

O flagelo está envolvido na motilidade celular, na invasão de células hospedeiras, e 

sinalização intracelular atuando como um sensor ambiental (Vaughan e Gull, 2003).  

 

Estudos das proteínas PFRA e PFRC sugerem que a PFR está envolvida no movimento do 

flagelo. Pela técnica de RNA de interferência em T. brucei, a expressão da proteína PRFA foi 

parcialmente inibida. A análise por microscopia eletrônica dos mutantes mostrou a presença de 

uma estrutura paraflagelar rudimentar com perda da motilidade dos parasitas pararam de nadar 

(Gull, 1999; Bastin et al., 2000). Recentemente, Broadhead et al. (2006) mostrou que a inibição 

de expressão de proteínas localizadas no flagelo por RNAi inibe a motilidade flagelar, necessária 

para a viabilidade de formas sanguíneas de T. brucei. 

 

Acredita-se que o flagelo do tripanossoma atua como sensor ambiental em resposta às 

mudanças nos níveis de cálcio intracelular. Proteínas que se ligam a cálcio participam na 

transdução de sinais no flagelo. Como exemplo podemos citar a calmodulina (Tryp-CaM), que 

interage com a PFR em T. brucei (Ridgley et al., 2000) e FCaCBP de T. cruzi que sofre 

mudanças conformacionais em resposta ao cálcio. Com a diminuição do cálcio, a proteína 

dissocia-se da membrana seqüestrando os grupos acil (palmitoil e miristoil) que permitem sua 

associação à membrana do flagelo. Ainda não foi desvendada a via de sinalização na qual 

participam essas proteínas (Buchanan et al., 2005). 
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Figura 4. Corte tranversal de citoesqueleto de T. brucei (imagem de microscopia eletrônica). Estão mostrados a 

região FAZ (Flagellar Attachment Zone, os Microtúbulos subpeliculares (PMT) e os componentes básicos do 

flagelo: Axonema (A) e a estrutura paraflagelar (PRF-Paraflagellar rod) que pode ser dividida em três domínios: 

proximal (P), intermediário (I) e distal (D) definido por sua posição relativa ao axonema. Fonte: 

 Gull (1999). 

 

1.4 Projeto genoma de T. cruzi: associação da seqüência H49 com calpaínas 
 

Os dados gerados pelo projeto genoma do clone CL Brener de T. cruzi estão disponíveis no 

banco de dados do GenBank, sob o número de acesso AAHK00000000, no endereço: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. A montagem do genoma de T. cruzi gerou 5.489 scaffolds 

contendo 8.740 contigs equivalente a cerca de 110 Mb (genoma diplóide). O número de genes 

por genoma haplóide foi estimado em 12.000. Os genes foram agrupados em famílias, sendo a 

família das transialidases (TS), proteínas de superfície associadas à mucina (MASP) e mucinas 

as mais representativas, com 1.430, 1.377 e 863 membros, respectivamente. Outra família de 

genes com 20 membros é a das cisteinas peptidases (El-Sayed et al., 2005a). 

 

A análise do banco de dados pelo algoritmo blastp com a repetição de 68 aminoácidos do 

antígeno H49 (número de acesso GenBank: L09564) identificou a repetição do H49 inserida em 

seqüências de proteínas classificadas como calpaínas-like, que correspondem às cisteínas 

peptidases e calpaínas-like cisteina peptidases de T. cruzi.  
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1.5 Calpaínas 
 

Guroff (1964) descreveu pela primeira vez na fração solúvel de cérebro de rato uma 

proteinase neutra ativada por cálcio. Anos depois, outra proteinase semelhante foi purificada em 

músculo de frango. Esta enzima era inibida por leupeptina, um conhecido inibidor de papaína, 

catepsina B e tripsina (Ishiura et al., 1978). Posteriormente, as proteinases neutras encontradas 

em diversos tecidos e organismos foram denominadas de calpaínas, devido a sua similaridade 

estrutural com papaína e por serem ativadas por cálcio (Sorimachi e Suzuki, 2001). 

 

As calpaínas são cisteina peptidases ativadas por cálcio e as isoformas denominadas micro 

e mili-calpaína são heterodímeros formados por uma subunidade maior (catalítica) e uma 

subunidade menor (regulatória). As enzimas µ-calpaína e m-calpaína são ativadas in vitro por 

concentrações de cálcio micro e milimolar, respectivamente. Elas coexistem com um inibidor 

endógeno específico para calpaínas denominado de calpastatina (Goll et al., 2003; Suzuki et al., 

2004).  

 

As calpaínas têm suscitado grande interesse por estar relacionadas com doenças 

degenerativas em músculo e cérebro. Além disso, são as únicas enzimas descritas na literatura 

que possuem simultaneamente atividade catalítica, ligam-se a cálcio e participam em diversos 

processos como transdução de sinais, migração celular, apoptose e remodelamento do 

citoesqueleto (Hosfield et al., 1999). A seguir são apresentados dados sobre a classificação, 

localização, estrutura, função, substratos e ativação de calpaína. 

 

1.5.1 Classificação das calpaínas 
 

1.5.1.1 Classificação segundo a atividade enzimática 
 

A IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) classifica as 

calpaínas com o número EC 3.4.22.X que indica a classe: hidrolase, subclasse: peptidase, sub-

subclasse: cisteína endopeptidase seguido de um número serial (X) alocado arbitrariamente 52 e 

53 para se referir a micro-calpaína e mili-calpaína respectivamente (IUBMB, 2009). 
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O clã CA inclui todas as famílias de peptidases com estrutura similar à papaína. No clã CA 

encontra-se a família de endopeptidase C2, na qual pertencem as calpaínas. As enzimas desse clã 

apresentam a tríade catalítica Cys, His, Asn (ou Asp). Sabe-se que o resíduo Gln anterior na 

seqüência à tríade catalítica é importante porque auxilia na estabilização do centro eletrofílico da 

enzima (Moldoveanu et al., 2002). 

 

1.5.1.2 Classificação segundo a estrutura  
 

As calpaínas têm sido classificadas de acôrdo com sua estrutura como calpaínas clássicas 

(típicas) e não clássicas (atípicas). 

 

Calpainas clássicas: proteínas que apresentam o domínio catalítico (Cys-Pc) e cinco 

motivos EF-hand no extremo C-terminal. Exemplos calpaína 1 (µ-calpaína), calpaína 2 (m-

calpaína) e calpaína-3 (p94) de humanos (Ono et al., 1998a; 1998b; Croall e Ersfeld, 2007). As 

calpaínas 1 e 2 são ubíquas enquanto que as calpaínas p94 e nCL-2 são tecido específicas, 

encontrando-se em músculo e estomago, respectivamente (Sorimachi et al., 1994). 

 

Strobl et al. (2000) e Sorimachi e Suzuki (2001) com base na estrutura primária e dados de 

cristalografia identificaram nas calpaínas de mamífero, micro e mili-calpaína, possuem duas 

subunidades: a maior catalítica (80 kDa) e a menor regulatória (28 kDa). A similaridade entre a 

subunidade maior nas mili e micro-calpaínas é de 55-65%, enquanto a subunidade menor é 

idêntica em ambas as calpaínas. A subunidade maior ou catalítica foi dividida em 4 domínios. A 

figura 5 mostra o esquema das subunidades da calpaína com seus respectivos domínios. 

 

-Domínio I: região de 18-20 aminoácidos localizada na região N-terminal que forma uma 

α-hélice importante para a atividade e ativação das calpaínas.  

 

-Domínio II (ou domínio catalítico-Cys-Pc): apresenta similaridade com outras cisteína 

peptidases como papaína e catepsina B, H e L, na vizinhança dos aminoácidos que formam parte 

da tríade catalítica (Cys, His, Asn) (Ono et al., 1998a). O domínio II ou catalítico é por sua vez 

dividido em dois subdomínios IIa e IIb . O resíduo de Cys da tríade está no domínio IIa enquanto 

que os resíduos His e Asn estão no subdomínio IIb. No domínio II foram identificados dois sítios 

de ligação a cálcio. 
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-Domínio III: o terceiro domínio denominado C2 like possibilita a interação entre os 

domínios II e IV. O domínio III pode participar como sitio de ligação a fosfolipídios e regulação. 

A estrutura tridimensional deste domínio é similar ao domínio C2 encontrado em proteína 

quinase C e sinaptotagminas. 

 

-Domínio IV: apresenta cinco motivos EF-hand que são sítios de ligação a cálcio que 

apresentam alta similaridade com calmodulina. A interação do quinto motivo EF-hands com o 

domínio VI da subunidade menor possibilita a formação de heterodímero.  

 

A subunidade menor regulatória das calpaínas foi subdividida em dois domínios: 

 

-Domínio V: formado por um aglomerado de resíduos de glicina. 

 

- Domínio VI: apresenta alta similaridade com o domínio IV, portanto, é também um 

domínio calmodulina-like. 

 

 
Figura 5. Representação esquemática das duas subunidades de calpaína humana. Modificado de (Khorchid e 

Ikura, 2002). 

 

Calpainas não clássicas: também denominadas de calpain-like proteins possuem os 

domínios I e II, mas não apresentam o domínio IV das calpaínas típicas (Croall e Ersfeld, 2007).  
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Uma característica relevante das calpaínas é sua diversidade estrutural. Os genes das 

calpaínas são produtos da fusão de vários genes como C2-like, 5EF-hand, SOLH (small optic 

lobe homology), PBH, cluster de glicina, domínios transmembrana e dedos de zinco encontrados 

em calpaínas de diversos organismos, por exemplo, Drosophila melanogaster, Saccharomyces 

cerevisiae, Tetrahymena thermophila e T. brucei (Sorimachi e Suzuki, 2001; Croall e Ersfeld, 

2007). 

 

Em animais, plantas, fungos e bactérias existem polipeptídeos com significativa 

similaridade ao domínio catalítico das calpaínas típicas. Algumas calpaínas de mamíferos, 

nematódos e tripanossomatídeos não apresentam o domínio catalítico (Cys-Pc), mas apresentam 

similaridade com as calpainas na região N-terminal, portanto, são classificadas como calpaínas-

like (Ersfeld et al., 2005). Também foram identificadas calpaínas sem a tríade catalítica intacta 

(Cys-His-Asn), o resíduo de Cys pode ser substituído por Lys, mas não sabemos se essas 

calpaínas possuem atividade proteásica (Sorimachi e Suzuki, 2001). 

 

1.5.2 Localização subcelular das calpaínas 
 

As enzimas micro e mili-calpaína são principalmente intracelulares, associadas ao 

citoesqueleto e à membrana plasmática (Goll et al., 2003). Um estudo com células de mamífero 

mostrou que a localização de microcalpaína foi citosólica, em volta do núcleo. Devido ao 

aumento de cálcio intracelular por tratamento das células com o ionóforo ionomicina, a 

microcalpaína foi redistribuída, encontrada preferencialmente na membrana plasmática (Gil-

Parrado et al., 2003). 

 

Tonami et al. (2007) mostraram que uma das 14 calpaínas de mamíferos, denominada de 

calpaína 6, expressa durante embriogênese e que não possue a tríade catalítica intacta, está 

associada ao citoesqueleto. Foi sugerido que a interação de calpaína 6 com microtúbulos é por 

meio do domínio III. A expressão de calpaína 6 foi inibida com RNAi, observando-se alterações 

na organização da actina, motilidade celular e na estabilização de microtúbulos em células de 

mamífero. Por outro lado, a imunolocalização em miofibrilas de músculo esquelético de bovino 

mostrou que calpaína 1 está localizada dentro dos sarcómeros, no centro da banda I e na periferia 

da linha Z (Raynaud et al., 2005). 
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1.5.3 Substratos das calpaínas 
 

Os principais substratos in vitro das calpaínas são proteínas do citoesqueleto, 

especialmente as envolvidas em interações entre a membrana plasmática e citoesqueleto (talina, 

vinculina, espectrina, filamina, banda 4.1a, banda 4,1b ezrina), filamentos intermediários 

(desmina e vismentina), quinases, fosfatases, proteínas associadas à membrana incluindo 

receptores e proteínas que formam canal iônico e fatores de transcrição (Goll et al., 2003). 

 

Outras proteínas relacionadas à motilidade celular degradadas pela calpaína incluem a 

miosina (subunidade de 210 kDa ), troponina e tropomiosina (Goll et al., 2003). A calpaína cliva 

a miosina-Va em um sítio região a júsante da região PEST, em cérebro de rato in vitro, na 

presença de cálcio (Casaletti et al., 2003). 

 

As calpaínas destacam-se por exercer proteólise limitada sobre proteínas alvo, elas acabam 

modificando seus substratos em vez de degradá-los, por isso são consideradas de enzimas 

moduladoras (Suzuki e Sorimachi, 1998; Ono et al., 1998a; Sorimachi e Suzuki, 2001) 

 

1.5.4 Ativação das calpaínas 
 

O estudo do mecanismo de ativação e regulação das calpaínas in vivo é importante para 

estabelecermos a função destas enzimas. Estudos in vitro mostraram que os requerimentos de 

cálcio pelas µ e m-calpaínas (~10-50 µM e ~300-500 µM, respectivamente) são diferentes dos 

encontrados in vivo (<1 µM), sugerindo que existe um mecanismo de regulação das calpaínas 

com a participação de moléculas ativadoras endógenas. O mecanismo de regulação ainda não é 

bem entendido e, tampouco, foram identificadas as moléculas ativadoras (Hosfield et al., 1999).  

 

O modelo de ativação das calpaínas de Suzuki e Sorimachi (1998), propõem que em 

resposta ao aumento de cálcio intracelular, a calpaína é translocada à membrana expondo seus 

resíduos hidrofóbicos interagindo com fosfolipídios e cálcio (Fig. 6). A ativação acontece na 

membrana pela autólise duma pequena região na porção N-terminal de ambas as subunidades, 

como resultado as subunidades de 80 e 30 kDa são dissociadas, a subunidade maior (catalítica) 

torna-se ativa e hidrolisa substratos na membrana e no citosol após ser liberada da membrana 

(Suzuki et al., 2004). 
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Figura 6. Representação esquemática do mecanismo de ativação de calpaína humana. 1) O cálcio intracelular 

liga-se às duas subunidades de calpaína citosólica (domínios II, III, IV e VI). 2) A calpaína é translocada para a 

membrana e interage com fosfolipídeos, acontece autólise na região do N-terminal das duas subunidades e 

dissociação. 3) A subunidade maior da calpaína encontra-se ativa, hidrolisa substratos na membrana e no citosol. No 

esquema, a membrana plasmática foi representada somente com fosfolipídios. Modificado de (Suzuki e Sorimachi, 

1998; Suzuki et al., 2004).  

1.5.5 Calpaínas em tripanossomatídeos 
 

Em T. brucei, Leishmania major e T. cruzi foram identificadas 18, 27 e 24 seqüências de 

calpaína-like analisando-se o banco de dados do genoma de cada organismo. O domínio 

catalítico está bem conservado, mas a tríade catalítica não está intacta. Na região N-terminal de 

algumas dessas calpaínas existem motivos de acilação de ácidos graxos indicando possível 

associação à membrana plasmática. As calpaínas analisadas não possuem na região C-terminal o 

domínio IV com motivos EF-hands das calpaínas típicas (Ersfeld et al., 2005).  

 

Ersfeld et al. (2005) classificou as calpaínas dos tripanossomatídeos em 5 grupos  com 

base a seus domínios estruturais (Fig. 7). No grupo 1 estão as calpainas semelhantes às calpainas 

típicas, elas apresentam região N- terminal própria de tripanossomatídeos, com motivos de 

acilação por ácidos graxos, os domínios II e III e região C-terminal que não liga cálcio. No grupo 

2, a região N-terminal não apresenta similaridade com a mesma região dos grupos 1 e 3, mas 

estão presentes os mesmos domínios estruturais que no grupo 1. No grupo 3, as regiões N e C-

terminal são curtas. O grupo 4 possui calpainas com domínios II e III repetidos 3 vezes e uma 

região com repetições dispostas em tandem que apresenta estrutura secundária do tipo coiled-
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coil. No grupo 5 são identificados os domínios II e III, uma região com repetições e porção N-

terminal similar ao grupo 3.  

 

 
Figura 7. Classificação de calpaínas-like em tripanossomatídeos. 

As calpaínas-like foram classificadas em grupos (1-5) de acôrdo com seus domínios estruturais. IK: domínio 

específico de tripanossomatídeos, IH: domínio heterogêneo, R: seqüência repetitiva, C: domínio C terminal. 

Segundo: Ersfeld et al. (2005). 

 

Recentemente foi identificada uma calpaína de T. cruzi, expressa durante metaciclogenese. 

A proteína foi localizada no citoplasma, não possui a tríade catalítica intacta, a cisteina foi 

substituída por um resíduo de serina, não apresenta potenciais sítios de acilação, mas apresenta 

possíveis sítios de fosforilação. Por immunobloting a calpaína foi detectada principalmente na 

fração solúvel, após tratamento com detergente, mas também na fração insolúvel. Não foi 

detectada atividade catalítica em géis de gelatina, assim foi sugerido um papel na transdução de 

sinais (Giese et al., 2008). 

 

Os genes calpaína estão arranjados em clusters, com várias cópias de genes idênticos 

(paralogos) dispostos em tandem. Em T. brucei, Leishmania e T. cruzi foram identificados 7, 10 

e 12 genes de calpaínas (Ersfeld et al., 2005). 

 

A proteína CAP 5.5, uma calpaína–like, foi encontrada associada ao citoesqueleto de T. 

brucei. A proteína foi definida como estágio específica dado que foi encontrada em formas 

procíclicas  não em formas sanguíneas. Também é palmitoilada e miristoilada, sugerindo 

interação com a membrana celular. A CAP 5.5 não apresenta o domínio IV e a tríade catalítica 

C, H, N foi substituída por S, Y, N (Hertz-Fowler et al., 2001). 
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O nosso laboratório tem-se dedicado ao estudo de genes de T. cruzi que codificam 

antígenos imunodominantes de interesse clínico e biológico. O estudo de genes relacionados com 

a doença (patogenicidade, resposta imune) ou com a biologia do parasita (virulência, função 

estrutural) pode gerar informações importantes no controle do parasita ou no tratamento da 

doença. Além disso, os fenótipos resultantes da ação destes genes podem ser detectados e 

estudados com mais facilidade. 

O antígeno nativo H49 é uma proteína gigante (aproximadamente 300 kDa), presente em 

todas as formas evolutivas do parasita. Apresenta localização celular bastante específica, 

situando-se entre o corpo celular e o flagelo, sugerindo que este antígeno tenha função estrutural. 

Além disso, o antígeno H49 é um importante imunógeno do T. cruzi, sendo reconhecido por uma 

grande porcentagem dos pacientes chagásicos crônicos. Em diferentes avaliações foi possível 

comprovar o potencial do antígeno H49 no sorodiagnóstico da doença de Chagas (Franco da 

Silveira et al., 2001; Ponce et al., 2005). 

O clone recombinante H49 é composto por repetições de 204 pares de bases dispostas em 

tandem que codificam repetições de 68 aminoácidos (Cotrim et al., 1990). Com o advento do 

Projeto Genoma de T. cruzi identificamos a sequência completa do gene H49. Verificamos que 

as repetições H49 estão associadas aos genes classificados como “calpain-like cysteine 

peptidases”. Por esta razão que o gene H49 será designado como gene H49/calpaína. 

Objetivos 

• Determinar a estrutura e organização dos genes H49/calpaína. 

• Estudar a expressão dos genes H49/calpaína, a localização celular e função biológica da 

proteína H49/calpaína. 

Para alcançar os objetivos propostos pretendemos: 

• Identificar e caracterizar as sequências H49/calpaínas disponíveis no GenBank e Tritryp 

Gene DB (http://tritrypdb.org/tritrypdb) com ferramentas de bioinformática. 

• Identificar e caracterizar as sequências H49/calpaínas no contexto genômico: localização 

cromossômica, análise de megafragmentos genômicos clonados em vetor YAC e perfis de 

restrição em T. cruzi. 

• Analisar a expressão das sequências H49/calpaínas por RT/PCR 

• Gerar anticorpos policlonais contra os diferentes domínios das proteínas H49/calpaína 

• Determinar a distribuição celular das proteínas H49/calpaína por imunofluorescência e 

“immunoblotting” 
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3.1 Cepas e clone de T. cruzi  
 

Cepa G: Cepa isolada de Didelphis marsupialis na região amazônica, Brasil (Yoshida, 1983). 

 

CL Brener: clone da cepa CL escolhido como clone de referência do Projeto Genoma de T. 

cruzi (Zingales et al., 1997) proveniente da cepa CL isolada de Triatoma infestans no Rio 

Grande do Sul, Brasil (Brener e Chiari, 1963). 

 

3.2 Meio de cultura para parasitas, bactérias e leveduras 
 

Parasitas: 

Formas epimastigotas de T. cruzi eram mantidas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) 

contendo infusão de fígado 5g/L, triptose 5 g/L, NaCl 4 g/L, KCl 0,4 g/L, fosfato de sódio 8 g/L, 

glicose 2 g/L, hemina 10 g/L e 10 g/L soro fetal bovino (inativado), pH 7,2, por 5 a 7 dias a 28°C 

sem agitação. 

 

Bactérias: 

As bactérias de Escherichia. coli DH5α e BL21 eram mantidas em meio LB líquido (Luria 

Bertani) contendo 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, pH 7,2, ou em placas de 

Petri com meio LB sólido (LB liquido com 1,5% de ágar bacteriológico). Meio LB com 

ampicilina na concentração final de 0,1 mg/mL era utilizado para seleção das bactérias 

recombinantes. 

 

Leveduras: 

As leveduras recombinantes (Sacaromyces cerevisiae) contendo o vetor pYAC-4 com DNA de 

T.cruzi eram cultivadas em meio seletivo AHC (Acid hydrolyzed casein) líquido (0,67% base 

nitrogenada de levedura sem aminoácidos, 1% casaminoácidos, 0,01% adenina, 0,2% glicose, 

pH 5,8) ou sólido (AHC líquido era adicionado 2% de bacto-agar). As leveduras eram cultivadas 

em 15 mL de meio seletivo AHC por 72 h a temperatura ambiente com agitação constante. 
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3.3 Soluções e tampões  
 

Soluções extração DNA plasmidial: 

Solução A: 25 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 50 mM glicose. 

Solução B: 0,2 M NaOH, 1% SDS. 

Solução C: 3 M acetato de potássio, 5 M ácido acético glacial. 

 

Água DEPC: 

Água destilada com 0,1% de dietil pirocarbonato e autoclavada. 

 

Tampões: 

PBS 1X: 0,13 M NaCl, 2 mM NaH2PO4, 8 mM Na2HPO4, pH 7,2. 

Tampão de corrida: 25 mM Tris, 0,19 M glicina, 0,1% SDS. 

Tampão de ligação 2X (Rapid ligation buffer-Promega): 60 mM Tris-HCl (pH 7.8), 20 mM 

MgCl2, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% PEG (Polietilenoglicol). 

Tampão PCR 10X: 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl. 

Tampão de lise TELT: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 62,5 mM EDTA (pH 9,0), 2,5 M LiCl, 4% 

Triton X-100. 

Tampão de lise NDS: 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 500 mM EDTA, 1% Sarcosil, 1 mg/mL 

Proteinase K. 

TBE 1X: 89 mM Tris ; 89 mM  ácido bórico; 2 mM EDTA (pH 8,3). 

Tampão de transferência: 2,5 mM Tris-HCl, 192 mM glicina, 20% metanol. 

TE: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA . 

MOPS 10X: 0,1 M acetato de sódio, 10 mM EDTA, 0,4 M MOPS (pH 7,0). 

Tampão de síntese de cDNA 5X: 250 mM Tris-acetato (pH 8,4), 375 mM acetato de potássio, 40 

mM acetato de magnésio.  

 

Tampões de amostra DNA, RNA e proteínas: 

Tampão de amostra DNA (loading-buffer) 6x: 30% glicerol, 0,25% xileno cianol, 0,25% azul de 

bromofenol, 10 mM EDTA. 

Tampão de amostra para RNA: 50 µL de MOPS 10x, 250 µL de formamida deionizada, 90 µL 

de formaldeído 37% e 39 µL de tampão de amostra DNA (6X).  

Tampão de amostra proteína: 62 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20% glicerol, 2% SDS, 5% β-

mercaptoetanol e 0,01% azul de bromofenol. 
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Tampão amostra DNA para seqüência 5X: 25 mM EDTA, pH 8,0, 50 mg/mL Blue Dextran. 

 

Soluções transferência e hibridização DNA  

Soluções para transferência de DNA de géis de agarose para filtros de náilon: 

Depurinação: 0,25 M HCl. 

Denaturação: 0,5 M NaOH, 1 M NaCl.  

Neutralização: 1 M Tris-HCl, (pH 8,0), 0,6 M NaCl.  

SSC 20X: 3 M  NaCl, 0,3 M citrato de sódio, pH 7,0. 

Solução Denhardt's (50X) : 1% Ficoll, 1% Polivinil-Pirrolidona, 1% BSA. 

Solução de hibridização: Denhardt´s 5X, SSC 5X, Formamida 50%, 100 µg/mL DNA de 

esperma de salmão, 0,1% SDS e 10 µL/mL tRNA. 

Soluções para lavagem dos filtros após hibridização: 

solução 1: (2X SSC, 0,2% SDS e 0,1% NaPi)  

solução 2: (1X SSC, 0,2% SDS, 0,1% NaPi)  

solução 3: (0,1X SSC, 0,1% SDS, 0,1% NaPi) 

 

3.4 Extração de ácidos nucléicos 
 

3.4.1 Extração DNA genômico de T. cruzi 

 

A cultura de epimastigotas foi centrifugada a 2.455 x g por 7 min, o sobrenadante 

descartado o precipitado lavado três vezes com 20 mL PBS por centrifugação a 2.455 x g por 7 

min. Finalmente o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Alíquotas de 10 µL de 

parasitas foram diluidos de 1/1000 ou 1/500 em PBS contendo 2% de formaldeído e o número de 

células estimado em câmera de Neubauer. 

 

Cerca de 1x108 parasitas eram ressuspendidos cuidadosamente em 150 µL de TELT + 15 

µL RNAse (10 mg/mL) e incubados 45 min a 37 ºC. Após a incubação era adicionado o dobro de 

volume de uma mistura fenol/clorofórmio (1:1). A mistura era homogeneizada por inversão com 

movimentos fortes, incubada a temperatura ambiente durante 5 min. A separação das fases era 

obtida por centrifugação 10 minutos a 17.400 x g. 
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A fase aquosa era transferida para outro tubo onde eram adicionados 2,5 a 3 volumes de 

etanol. Os tubos eram suavemente invertidos e armazenados a -20 ºC por 12 horas ou 

alternativamente 15 min a -70 ºC. Após este período os tubos eram centrifugados a 17.400 x g 

por 10 min a 4 ºC. O precipitado era lavado com 500 µL de etanol 70% gelado, o sobrenadante 

era descartado e o material seco a 37 ºC. O precipitado seco era ressuspendido em 50 µL de TE 

(pH 8,0). A qualidade do material era analisada num gel de agarose ao 0,8%. O DNA era 

quantificado a 260 nm de acordo com a seguinte relação 50 µg de DNA/mL equivale a 1 unidade 

de densidade óptica e armazenado a -20 ºC. 

 

3.4.2 Preparação de blocos de agarose com DNA cromossômico 
 

As formas epimastigotas de T. cruzi eram lavados 3 vezes por centrifugação a 1.600 x g 

por 5 min com tampão PBS 1X. Cerca 108 parasitas/mL eram homogeneizados em 1 mL agarose 

LMT 2% (low melting temperature). A seguir, 100 µL da suspensão celular eram colocados em 

molde de plástico, obtendo-se 107 parasitos/bloco. A agarose era solidificada colocando-se os 

blocos sobre gelo. 

 

Os blocos de agarose eram incubados em solução de lise NDS por 16 h a 56°C e, então, 

equilibrados em 30 mL de tampão TE lavados 3 vezes por 30 min a 56°C. Os blocos eram 

estocados em 0,5 M EDTA pH 8,0 a 4°C ou submetidos à eletroforese de campo pulsado (PFGE) 

segundo descrito no item 3.5.2.  

 

3.4.3 Extração de DNA de YAC (Yeast Artificial Chromossome)  
 

As leveduras recombinantes eram cultivadas por 72 h em 15 mL de meio AHC a 

temperatura ambiente com agitação de 200 rpm no agitador BIG Bill digital (Thermolyne), em 

seguida eram centrifugadas a 1.880 x g por 15 min. As células eram ressuspendidas em 500 µL 

de solução contendo 40 mM EDTA e 90 mM β-mercaptoetanol, centrifugadas a 1.300 x g por 10 

min, o precipitado resuspendido em 500 µL de solução de lise (1 M D-sorbitol, 1 mM EDTA 3 

mM DTT (ditiotreitol) e 100 U/mL de liticase) e incubado por 1 h a 37°C. A seguir, o material 

era centrifugado a 1.300 x g por 10 minutos e o precipitado ressuspenso em 200 µL de solução 

de lise A (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM MgCl2, 5 mM β-mercaptoetanol). A 
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seguir, eram adicionados 200 µL de solução de lise B (50 mM Tris- HCl pH 7,4, 1 M NaCl, 50 

mM EDTA e 2% SDS) e o material foi homogeneizado gentilmente. 

 

O DNA foi extraído com 400 µL fenol/clorofórmio (1:1); e 400 µL de clorofórmio/álcool 

isoamílico (24:1), centrifugando-se a 14.800 x g por 15 min para separação das fases orgânica e 

aquosa. O DNA presente na fase aquosa era precipitado pela adição de 400 µL de isopropanol, 

incubação a -70°C por 15 min e centrifugação 14.800 x g por 20 min. O precipitado era 

ressuspenso em 50 µL de água destilada autoclavada contendo RNAse A (10 mg/mL) e incubado 

por 2 h a 37°C. O DNA era reprecipitado pela adição de 0,1 V de acetato de sódio 3M, pH 5,8, e 

2V de etanol e centrifugação a 17.400 x g por 15 min. O precipitado era ressuspendido em 50 µL 

de tampão TE e a concentração do DNA determinada por absorbância a 260 nm. O DNA do 

YAC corresponde a cerca de 1/100 do DNA total presente na preparação (Santos, 1998). 

 

3.4.4 Extração de DNA plasmidial em pequena escala (mini prep) 
 

E. coli DH5α transformadas com plasmidio eram cultivadas em 3 mL de LB contendo 

ampicilina (0,1 mg/mL) durante 16 h sob agitação constante a 37°C. As células eram 

centrifugadas a 2.455 x g por 10 min. O precipitado era ressuspendido em 100 µL de solução A 

em presença de 20 µL de RNase (10 mg/mL) e transferido para tubo de microcentrifuga. A 

seguir, eram adicionados 200 µL de solução B e incubação por 5 min a temperatura ambiente. 

Após a incubação, eram adicionados 200 µL de solução C, a amostra homogeneizada por 

inversão 8 vezes e incubada por 30 min no gelo. A suspensão era centrifugada a 10.300 x g por 

15 min a 4°C e 600 µL do sobrenadante eram transferidos para um novo tubo de 

microcentrífuga.  

 

O DNA do plasmidial era precipitado com 450 µL de isopropanol a temperatura ambiente 

por 5 min e centrifugação a 10.300 x g por 10 min a 4°C. A seguir, o precipitado foi lavado por 

centrifugação por 5 min a 10.300 x g a 4°C com 500 µL de etanol 70% gelado. O precipitado era 

seco a 37°C e ressuspendido em 36 µL de água destilada autoclavada. A integridade do DNA era 

avaliada num gel de agarose 0,8%. 
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3.4.5 Extração de RNA de epimastigotas de T. cruzi  
 

Cerca de 1 x 108 células eram homogeneizadas em 1 mL de Trizol ® (Invitrogen) e 

incubadas durante 5 min a temperatura ambiente. Para cada 1 mL de Trizol eram adicionados 

200 µL de clorofórmio, a mistura era homogeneizada por vortex durante 15 s e centrifugada a 

12.000 x g durante 15 min a 4°C. O RNA presente na fase aquosa foi precipitado pela adição de 

500 µL de isopropanol e incubação a temperatura ambiente durante 10 min. Após esse período a 

mistura era centrifugada a 12.000 x g durante 10 min a 4OC. O sobrenadante era descartado e o 

precipitado lavado por centrifugação a 7.500 x g durante 5 min com etanol 75% preparado em 

água tratada com DEPC (Dietil pirocarbonato). Finalmente, o precipitado era seco, 

ressuspendido em 30 µL de H2O tratada com DEPC e armazenado a -20°C para posterior análise. 

O RNA era quantificado por absorbância a 260 nm, considerando que 1A260 nm corresponde a 40 

µg/mL de RNA. 

 

3.5 Separação de ácidos nucléicos por eletroforese 
 

3.5.1 DNA 
 

As amostras de DNA eram separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão 

TBE 1X, seguindo-se incubação em brometo de etídeo numa concentração final de 0,5 µg/mL. 

As amostras eram aplicadas em tampão de amostra para DNA. As corridas eletroforéticas eram 

feitas a voltagem constante de 80 V. Os fragmentos de bacteriófago λ (23-0,5 Kb) e φ X174 

(1.300-72 pb), obtidos pela digestão com Hind III e Hae III, respectivamente, foram utilizados 

como referência de tamanho molecular.  

 

3.5.2 Eletroforese em campo pulsado (Pulsed Field Gel Eletroforese-PFGE) 
 

Para a separação das bandas cromossômicas foi utilizado o aparelho Gene NavigatorTM 

System (Pharmacia). O gel era preparado com agarose Seakem (FMC-Bioproducts) 1,1% em 

TBE 0,5X. A corrida eletroforética, duração de 132 h, foi processada sob voltagem constante de 

80 V a 13°C. As condições de corrida foram: pulsos homogêneos (N/S, L/O) de 90 s por 30 h, 

200 s por 30 h, 350 s por 24 h, 500 s por 24 h e 800 s por 24 h. 
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Os cromossomos de Hansenula winguei 3,03-1,05 Mb (Pulsed Field standard BIORAD) 

foram utilizados como referência de tamanho. Após a eletroforese, o gel era incubado em 

solução contendo 10 µg/ml de brometo de etídeo, analisado sob luz ultravioleta, fotografado no 

sistema da KODAK digital science (Electrophoresis Documentation and Analysis System 120) e 

transferido para filtro de náilon para ser hibridado com sonda radioativa (item 3.15).  

 

3.5.3 RNA 
 

O RNA era submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% . Alíquotas de 0,8 g de 

agarose era dissolvida em 84,6 mL de água tratada com DEPC autoclavada. A seguir, eram 

adicionados 10 mL tampão MOPS 10X e 5,4 mL de 37% formaldeído quando a agarose atingia a 

temperatura de 56°C. As amostras de RNA antes de serem aplicadas no gel eram pré-incubadas 

por 15 min a 68°C em tampão de amostra para RNA e colocadas imediatamente no gelo. 

 

A corrida eletroforética era feita sob voltagem constante de 80 V em tampão de corrida 

MOPS 1X. Como referência de tamanho molecular foi utilizado RNA (10-0,5 kb) da Invitrogen. 

 

3.6 Reação de polimerização em cadeia (PCR)  
 

As reações de PCR eram preparadas em volume final de 50 µL contendo 38 µL de água 

destilada autoclavada, 1µL de dNTPs 10 mM (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 2µL de MgCl2 50 

mM, 5 µL de tampão de PCR 10X, 1 µL oligonucleotídeo iniciador senso 100 pmoles/µL, 1 µL 

oligonucleotídeo iniciador anti-senso 100 pmoles/µL, 1 µL DNA 120 ng/µL e 1 µL Taq 

polimerase (1 U/µL). 

 

Na reação de PCR foi utilizado o termociclador da marca Perkin Elmer Applied Biosystems 

Gene Amp ® PCR 
System 9700. Primeiramente era feita a desnaturação do DNA a 94°C por 5 

min, seguindo-se a amplificação por 35 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a 59°C, 1 min a 72°C e 

extensão a 72°C por 7 min. Após a amplificação, os produtos do PCR eram analisados num gel 

de agarose (0,8 a 1%). 
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3.7 Síntese de cDNA pela técnica de RT-PCR  
 

A síntese de cDNA usando como molde o RNA total foi feita de acordo com as instruções 

do kit ThermoScript
TM RT-PCR System (Invitrogen). Em um tubo eram adicionados 4 µL de 

RNA 1,2 µg/µL (tratado com DNAse), 1 µL de iniciador oligo20 (50 µM), 2µL dNTPs mix 10 

mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), e água tratada com DEPC autoclavada para um volume final 

de 12 µL . A seguir, o RNA era denaturado a 68°C por 3 min e incubado no gelo. Em outro tubo 

eram adicionados 4 µL de tampão de síntese de cDNA 5X , 1 µL DTT 0,1 M, 1 µL 

RNaseOUTTM (40 U/µL), 1 µL ThermoScriptTM  RT (Transcriptase reverse) 15 U/µL 

(Invitrogen), e água tratada com DEPC para um volume final de 8 µL . O volume de ambas 

reações foi transferido para um novo tubo (volume final 20 µL) e incubada 60 min a 50°C para 

reação de síntese de cDNA. Após esse período, a reação foi interrompida incubando-se a amostra 

a 85°C por 5 min. O tubo com o cDNA era armazenado a -20°C. Finalmente, alíquotas de cDNA 

(2 µL) eram utilizadas em reação de PCR usando Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen). 

 

3.7.1 PCR de cDNA com Platinum® Taq DNA polimerase 
 

A amplificação de diferentes fragmentos em cDNA era feita adicionando num tubo os 

seguintes componentes: 5µL de tampão de PCR 10X sem MgCl2, 1,5 µL MgCl2 50 mM, 1µL 

dNTPmix 10 mM, 1µL iniciador senso 10 µM, 1µL iniciador antisenso 10 µM, 0,4 µL Platinum® 

Taq DNA polimerase (5U/µL), 2µL cDNA e 38,1 µL de água DEPC.  

 

O termociclador era programado como descrito no item 3.6 levando-se em conta o Tm dos 

diferentes iniciadores (ver tabela 1). O tubo controle continha todos os componentes descritos 

acima exceto o cDNA que foi substituído por 2 µL RNA (1,2 µg/µL) tratado com 1 µL de 

DNAse. Após o término da reação de PCR o produto da reação era analisado por eletroforese em 

gel de agarose 0,8% e os fragmentos de interesse purificados do gel com o kit Wizard
®
 SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega). 
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3.8 Amplificação e clonagem de fragmentos de interesse em vetores de clonagem e 

expressão 

 

3.8.1 Amplificação de fragmentos de interesse por PCR 
 

A partir das seqüências de proteínas calpainas-like disponíveis no Banco de dados do 

NCBI, foram sintetisados oligonucleotídeos iniciadores para amplificar diferentes regiões de 

interesse. Na tabela 1 são indicadas as regiões amplificadas, características dos oligonucleotídeos 

(nome, seqüência, Temperatura de fusão (Tm), posição dentro da seqüência) e tamanho do 

amplicon a partir das seqüências de calpaína e H49. 

 

Os produtos de PCR de três regiões de interesse: H49 degenerado/calpaína, domínio II 

catalítico (Cys-Pc), e H49 conservado/calpaína foram clonados no vetor de clonagem pGEM®-T 

(Promega) ou de expressão pGEX-3X (GE-Amersham), depois seqüenciados com o kit Big Dye 

(Applied Biosystem) e utilizados como sondas em hibridizações com o DNA de T. cruzi. 

 

Como indicado na Tabela 1 os oligonucleotídeos Ca1 e Ca2 e H49calpex1 e H49calpex2, 

com sítios de restrição para Bam HI e Eco RI, foram utilizados na amplificação das seguintes 

regiões: domínio II catalítico (Cys-Pc) e H49 degenerado/calpaína que foram clonados no vetor 

de expressão pGEX-3X. As proteínas recombinantes destas regiões foram denominadas de 

“calpaína A” e “calpaína B”, respectivamente. 

 

As repetições de 204 pb do gene H49 clonados em pGEX está disponível em nosso 

laboratório (Paranhos-Bacalla et al., 1994). Os plasmídeos foram seqüenciados para confirmar a 

identidade da seqüência e a fase no caso do vetor de expressão. 
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3.8.2 Ligação de produtos de PCR no plasmídeo pGEM®-T 
 

Os produtos de PCR eram ligados no vetor de clonagem pGEM®-T easy vector 

(Promega). Em um tubo eram adicionados 5 µL de 2X tampão de ligação T4 DNA ligase, 1µL 

do vetor (50 ng/µL), 1 a 3 µL do produto do PCR, 1µL T4 DNA ligase 3U/ µL e água deionizada 

para o volume final de 10 µL. A seguir, o tubo era incubado por 12 h a 16°C. 

 

3.8.3 Ligação dos produtos de PCR H49 degenerado/calpaína e domínio II catalítico (Cys- 

Pc) no plasmídeo pGEX-3X 

 

O produto de PCR do domínio II (Cys-Pc) e H49 degenerado/calpaína de T. cruzi foram 

clonados no vetor de expressão pGEX-3X. Tanto o vetor de expressão quanto o produto de PCR 

foram digeridos por separado com Bam HI e Eco RI como descrito a seguir: cerca de 1,5 µg do 

vetor e 9 µL do produto de PCR eram digeridos com 1µL de cada uma das enzimas Eco RI (10 

U/ µL) e Bam HI (10 U/ µL), 3 µL tampão de reação REACT ®3 10X (500 mM Tris-HCl (pH 

8,0), 100 mM MgCl2, 1000 mM NaCl) e água destilada autoclavada para volume final de 30 µL. 

 

A digestão era processada a 37°C por 16 h. Após esse período, o DNA era precipitado pela 

adição de 2,5X volume de etanol e acetato de sódio (concentração final de 0,3M) e centrifugação 

a 10.300 x g a 4°C por 10 min. O DNA era ressuspendido em 30 µL de água destilada 

autoclavada e analisado em gel de agarose ao 0,8%.  

 

A reação de ligação foi processada na presença de 2 µL do tampão ligação 5X (250 mM 

Tris-HCl (pH 7,6), 50 mM MgCl2, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25% polietilenoglicol),1 µL vetor 

pGEX-3X 50 ng/µL (digerido), 6 µL do produto de PCR (digerido) e 1 µL T4 DNA ligase (100 

U) por 16 h a 16°C. O volume total da reação de ligação (10 µL) era utilizado na transformação 

de bactérias DH5-α competentes.  
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3.9 Transformação de E. coli DH5-α  
 

Bactérias competentes de E. coli DH5α (100 µL) foram transformadas com DNA 

plasmidial (50-100 ng do DNA) em um tubo de microcentrifuga estéril. As bactérias eram 

incubadas em gelo durante 1h, e em seguida, submetidas a choque térmico a 42 ºC por 2 min e 

novamente incubadas no gelo por mais 10 min. Após a adição de 250 µL de meio de cultura LB, 

as células eram incubadas com agitação por 1 hora a 37 ºC. Em seguida, eram adicionados 40 µL 

de 2% X-Gal e as bactérias plaqueadas em LB sólido contendo ampicilina (0,1 mg/mL) e 0,2 

mM IPTG (Isopropil-β-galactosídeo) e incubadas a 37OC durante 18 h. 

 

3.10 Seqüenciamento dos insertos dos clones recombinantes  
 

A reação de seqüência foi processada com o kit Big Dye terminator cycle sequencing ready 

reaction (Applied Biosystem). Em um tubo eram colocados 2 µL do reagente Big dye, 1,6 pmol 

de oligonucleotídeo (senso ou anti-senso) adequados para os vetores pGEM®-T easy ou pGEX-

3X, 2 µL de DNA (500 ng), 1 µL tampão 5X (400 mM Tris-HCl (pH 9,0), 10 mM MgCl2)  em 

um total de 10 µL de reação. A reação de PCR foi processada no termociclador Applied 

Biosystems Gene Amp ® PCR 
System 9700 (Perkin Elmer) como descrito a seguir: desnaturação 

do DNA a 96°C por 5 min, seguindo-se a amplificação em 25 ciclos de 96°C, 20 s, 50°C, 10 s e 

60°C por 4 min.  

 

Após a reação de PCR, o DNA era precipitado adicionando-se 100 µL de etanol 80 % e 

incubando-se no escuro a 20°C durante 12 h. A seguir, centrifugava-se a 17.400 x g durante 20 

min, descartava-se o sobrenadante, e o precipitado era lavado com etanol 70 % duas vezes, 

centrifugando-se a 17.400 x g durante 10 min. O precipitado era seco a 37OC, ressuspendido em 

2,5 µL de tampão de amostra para seqüência (Applied Biosystem) e submetido a uma corrida 

eletroforética no aparelho ABI-Prism 377 (Applied Biosystem). 

 

3.11 Digestão do DNA genômico de T. cruzi 
 

O DNA genômico de T. cruzi foi digerido com as enzimas de restrição EcoRI, KpnI, 

EcoRV, HaeIII, RsaI e HinfI. A mistura de reação continha 6 µL de DNA genômico (equivalente 
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a 10 µg DNA), 3 µL tampão de reação 3X de cada uma das enzimas fornecido pelo fabricante, 

1µL enzima restrição (10 U/µL) e 20 µL de água destilada autoclavada. A seguir, a mistura, era 

incubada durante 16 h a 37OC. O volume total da digestão (30 µL) era aplicado em gel de 

agarose 0,8 % com tampão TBE 1X a 80 V. Após a corrida eletroforética, o gel foi fotografado 

utilizando o sistema da KODAK digital science (Electrophoresis Documentation and Analysis 

System 120) e os fragmentos de DNA transferidos para filtro de náilon para hibridização com 

sonda radioativa (item 3.15).  

 

3.12 Transferência de ácidos nucléicos para filtros de náilon 
 

A transferência do DNA do gel de agarose para a membrana de náilon Hybond-N 

(Amersham) era feita em o aparelho Vacu gene XL (Pharmacia). O gel era colocado sobre uma 

membrana de náilon e tratado com as seguintes soluções: depurinação por 30 min, denaturação 

por 30 min, neutralização por 30 min e SSC 20X por 2 h. Finalmente, a fixação do DNA ao filtro 

de náilon era feita por exposição à luz ultravioleta (150 m Joules) no aparelho GS Gene Linker 
TM UV chamber (Bio Rad). A membrana de náilon transferido era estocada a -20°C até o 

momento do uso. 

 

3.13 Purificação dos insertos a serem utilizados como sonda radioativa 
 

Os insertos clonados no vetor de clonagem pGEM®-T easy vector (Promega) liberados por 

meio da digestão com enzima de restrição EcoRI ou EcoRV (Invitrogen). Os insertos eram 

separados gel de agarose 0,8% e o fragmento de interesse purificado do gel com auxílio do kit 

Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega) e marcado radioativamente como descrito a 

seguir: 

 

3.14 Marcação de DNA por incorporação de fósforo radioativo [α 32P]-dCTP 
 

Os insertos interesse marcados radioativamente com α-32P[CTP], utilizando-se o kit de 

random primers (RadPrime DNA Labeling System)(Invitrogen). Cerca de 100 ng de DNA em 20 

µL de água destilada era denaturado durante 5 min a 100°C incubado imediatamente em gelo. A 
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seguir, mantendo-se o tubo no banho de gelo, eram adicionados 2 µL de dNTPs (1 mM),15 µL 

da mistura de random primers, 1µL DNA polimerase fragmento de Klenow (3U/µL), 5 µL 

[α32P] dCTP 50 µCi e 3 µL de água destilada autoclavada. A reação era incubada durante uma 

hora a 25 OC. Após este período eram adicionados 5 µL de stop buffer (0,5 M EDTA pH 8,0), 10 

µL acetato de sódio 3M (pH 5,4), 250 µL de etanol absoluto e 10 µL DNA de esperma de salmão 

(10 mg/mL). A mistura era homogeneizada suavemente e incubada a – 70OC durante 15 min. A 

seguir, o DNA marcado radioativamente era precipitado por centrifugação a 17.400 x g por 30 

min, o precipitado era seco e ressuspendido em 100 µL de tampão TE. A radioatividade 

incorporada na sonda era quantificada por espectrometria de cintilação colocando-se 1 µL da 

sonda radiativa sobre papel filtro dentro de um frasco de vidro com 10 mL do liquido para 

cintilação Eco Lume TM (INC Biomedicals). A determinação era feita no aparelho Liquid 

Scintillation Analyzer 1600 TR (Packard-Canberra Company). 

 

3.15 Hibridação de membrana de náilon com a sonda radiativa [α 32P] dCTP  
 

A membrana contendo o DNA era colocada dentro de um tubo cilíndrico de vidro vedado 

da Techne (Cambridge U.K) e incubada 1 h a 42°C com 50 mL de solução de hibridação no 

forno de hibridação Techne Hybridiser HB-1D. A seguir 100 µL da sonda radiativa era incubada 

durante 7 min a 100°C e adicionada a 30 mL de solução de hibridação. A membrana era 

incubada por 16 h a 42°C no forno de hibridação sob agitação constante.  

 

Após a hibridação, a solução era descartada e o filtro lavado com a solução 1 por 30 min a 

42°C, a seguir solução 2 por 30 min a 56°C e. finalmente com a solução 3 por mais 30 min a 

56°C. Após as lavagens, a membrana era colocada sobre papel filtro, envolta num filme plástico 

e exposta a um filme de raios X (KODAK Biomax MS Film) em cassette com tela intensificadora 

a -70°C de 3 a 10 dias. Após a exposição, o filme era tratado com soluções de revelação e 

fixação (Exsil MX da Silpachem Ltda) e lavado com água. 

 

A membrana de náilon pode ser reutilizada quando tratada por 30 min a 90 °C em uma 

solução 0,1% de SDS e exposta novamente em filme de raios X para confirmar a eliminação da 

sonda radiativa. 

 



Material e Métodos 

 38

3.16 Expressão proteínas recombinantes GST-calpaína e GST-H49 
 

3.16.1 Expressão em pequena escala  
 

Uma colônia isolada de bactérias de E.coli (DH5α ou BL21) contendo o plasmídeo de 

expressão em fase com o inserto de interesse (calpaína ou H49) era cultivada em 3 mL de LB 

líquido contendo ampicilina (0,1 mg/mL) a 37°C durante 16 h sob agitação constante. As 

bactérias eram diluídas 1/10, crescidas durante 2 h ou até atingir densidade óptica (DO550nm=0,5). 

A seguir, as bactérias eram induzidas com 1 mM de IPTG durante 3 h, centrifugadas a 1.381 x g 

e o precipitado ressuspendido em 150 µL de tampão de amostra para eletroforese SDS-PAGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). A expressão da proteína em 

fusão com GST era analisada num gel de poliacrilamida 10% comparando o perfil eletroforético 

com extratos de células DH5α não transformadas. A expressão da proteína em fusão também foi 

confirmada por Western blotting, usando o anticorpo monoclonal de camundongo anti-GST 

(Sigma) na diluição de 1/8000.  

 

3.16.2 Expressão em larga escala 
 

Uma colônia de bactéria, testada previamente em pequena escala, era inoculada em 100 

mL de LB contendo ampicilina (0,1 mg/mL) e cultivada durante 16 h a 37ºC sob agitação 

constante. A seguir, 100 mL de suspensão celular eram inoculados em 900 mL de LB ampicilina 

(0,1 mg/mL), cultivado por 1-2 h a 37ºC até atingir a fase de crescimento exponencial 

(DO550nm=0,5). Após esse período acrescentava-se IPTG para concentração final de 1 mM e 

incubava-se por 3 h a 37°C sob agitação constante. As células eram precipitadas por 

centrifugação a 2.603 x g por 15 minutos a 4 ºC. 

 

As bactérias eram ressuspendidas em 20 mL de PBS/Triton X-100 (1%), lisozima (4 

mg/mL) e PMSF (1 mM) e incubadas no gelo por 10 min. Posteriormente, as bactérias eram 

submetidas a 3 ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido e banho a 

37°C. A seguir, centrifugadas a 17.210 x g durante 15 min. 
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Para avaliação da expressão, alíquotas do precipitado e sobrenadante eram analisadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (10%). Como referência de massa molecular utilizou-se o 

padrão da Sigma SDS-6H (miosina-205 kDa; galactosidase-116 kDa; fosforilase B-97 kDa; 

albumina sérica 66-kDa; ovoalbumina 45-kDa e anidrasa carbônica 29-kDa). 

3.17 Purificação de proteínas recombinantes  
 

3.17.1 Purificação da proteína recombinante GST-calpaína de gel de poliacrilamida 
 

A proteína recombinante GST-calpaína foi homogeneizada em tampão de amostra para 

proteínas 1X e separada por eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) a 120 V. Para extração 

da proteína, o gel era incubado por 10 min com 250 mM KCl gelado, a proteína recombinante 

visualizada como uma banda branca, que era recortada do gel, lavada duas vezes com água 

destilada e incubada 10 min a -70 C. A seguir, o fragmento do gel contendo a banda macerado, 

transferido para um tubo de 15 mL e incubada com 5 mL de solução 50 mM Tris HCl (pH 8,0), 5 

mM EDTA, 1mM PMSF, 50 mM NaCl em agitador (Rotamix RS-Heto) durante 16 h, a 

temperatura ambiente. 

 

A suspensão acrilamida/proteína era centrifugada a 900 x g por 3 min para eliminar a 

acrilamida. A proteína recombinante era dialisada contra solução 10 mM de NH4HCO3, durante 

16 h a 4°C sob agitação constante. Após esse período, a amostra era dialisada primeiro duas 

vezes contra água destilada e depois duas vezes contra tampão PBS a 4°C sob agitação 

constante. Após esse período, para concentrar a amostra de proteína, o saco de diálise era 

recoberto com açúcar. Finalmente a amostra era avaliada num gel de eletroforese SDS-PAGE 

(10%) e armazenada a -20C. 

 

3.17.2 Purificação da proteína recombinante GST- H49 degenerado calpaína de gel de 

poliacrilamida 

 

A proteína recombinante GST-H49 degenerado/calpaína foi separada por eletroforese 

SDS-PAGE (6%) a 120 V. Tal como descrito acima, a banda de interesse era cortada do gel após 

visualização com KCl, lavada e armazenada a -70 C por 10 min.  A seguir, a banda era 

macerada, transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada com 0,5 mL de solução contendo 50 
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mM Tris HCl (pH 8,0), 5 mM EDTA, 1mM PMSF, 50 mM NaCl em agitador (Rotamix RS-

Heto) durante 2 h, a temperatura ambiente (Hager e Burgess, 1980). 

 

A amostra era centrifugada a 900 x g por 5 minutos. A seguir, a uma alíquota de 100 µL da 

amostra eram adicionados, 400 µL de metanol, 100 µL clorofórmio e 300 µL de água destilada, e 

homogeneizados por 15 s em vortex (Vari-Whirl Mixer-VWR). A mistura era incubada por 2 

min a -70°C e a seguir centrifugada a 10.300 x g por 10 min. O sobrenadante era removido, 

deixando a interfase protéica. A solução da proteína, era lavada com 300 µL de metanol para 

eliminar o SDS e centrifugada a 10.300 x g por 5 min. Finalmente, o precipitado era lavado com 

500 µL de metanol:acetona (1:1) por centrifugação a 10.300 x g por 5 min. A proteína 

recombinante purificada era ressuspendida em tampão 50 mM Tris HCl (pH 8,0) e armazenada a 

-20°C (Hager e Burgess, 1980). 

 

3.17.3 Purificação da proteína recombinante GST-H49 por cromatografia de afinidade 
 

O sobrenadante obtido conforme descrito acima (item 3.16.2) era diluído 2X em PBS 

/Triton X-100 (1%). Para cada 20 mL desta mistura, adicionou-se 0,7 mL da resina de 

Glutationa-Sepharose (GE-Amersham), previamente lavada e equilibrada com PBS/Triton X-100 

(0,1% ). A suspensão foi mantida a temperatura ambiente por 1 h, sob agitação em baixa rotação. 

Após esse período, a suspensão era centrifugada a 500 x g por 5 min, o sobrenadante descartado 

e a resina com a proteína ligada era lavada 4 vezes com PBS a 500 x g por 5 min. A proteína 

GST-H49 foi eluída com 2 mL de solução 10 mM glutationa reduzida, 50 mM Tris (pH 8,0) e 

120 mM NaCl. Uma alíquota de 10 µL do eluato era analisada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10 %. 

 

3.18 Imunização de coelhos Nova Zelândia com proteína recombinante 
 

A imunização dos coelhos foi feita pelo Biotério Paulistec. Coelhos da linhagem Nova 

Zelândia fêmeas com peso entre 2.200 a 2.500 Kg foram utilizados neste estudo. Cada animal foi 

inoculado por via subcutânea com 4 doses de 100 µg de proteína recombinante em fusão com 

GST, diluída em 500 µL de tampão PBS 1X. A primeira inoculação foi feita com o adjuvante 
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completo de Freund e as restantes inoculações com intervalo de tempo de 15 dias, foram com o 

adjuvante incompleto de Freund. O título dos anticorpos foi dosado por ELISA duas a quatro 

semanas após a ultima imunização. 

 

3.19 Imunização de camundongos Balb/c com proteína recombinante 
 

Camundongos Balb/c fêmeas com um a dois meses de idade foram utilizados neste 

trabalho. Cada animal era inoculado, por via intraperitoneal, com 4 doses de proteína 

recombinante, em um intervalo de tempo de 7 dias. Cada dose continha 30 µg de proteína 

recombinante em fusão com GST e o adjuvante (3 mg de hidróxido de alumínio) no volume final 

de 250 µL de tampão PBS 1X. Após uma semana da última dose o animal era sacrificado e o 

título dos anticorpos era dosado por ELISA.  

 

3.20 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
 

Placas de poliestireno (Corning 3590) foram sensibilizadas com 200 ng/poço da proteína 

recombinante de interesse diluída em tampão 0,05 M carbonato/bicarbonato de sódio pH 9,6, em 

um volume final de 50 µL/poço durante 16 h a 4ºC. A seguir, os poços eram lavados duas vezes 

com 100 µL de PBS/Tween 0,05 % e bloqueados com PBS/leite 5 % em volume de 100 µL/poço 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Após esse período, eram adicionados 100 µL/poço de 

soro de camundongo ou de coelho, diluído 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200 em 

PBS/leite 5 % durante 1 h a temperatura ambiente, os poços eram lavados 5 vezes com 

PBS/Tween 0,05 %, seguindo-se incubação por 1 h com anticorpo anti-camundongo (Anti-mouse 

IgG da Sigma A-O168) ou anti-coelho (Anti-rabbit IgG da Sigma A-8275) conjugado a 

peroxidase diluído 1:1000.  

 

Depois da incubação, o conjugado era descartado, os poços lavados cinco vezes com 

PBS/Tween 5 % e a placa era batida sobre um papel toalha para remover resquícios da solução 

de lavagem. A seguir, eram colocados 100 µL/poço de uma solução contendo o substrato O-

fenilenodiamina (OPD) durante 10 min. Por ultimo, a reação era bloqueada pela adição de 50 

µL/poço de 4 N H2SO4 e a absorbância determinada em leitor de ELISA (Labsystems Multiskan 

MS type 352) a 492 nm. 
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3.21 Purificação de anticorpos 
 

3.21.1 Adsorção de soro de coelho 
 

E. coli DH5α foram cultivadas em 100 mL de meio LB e as células coletadas por 

centrifugação a 1.912 x g por 10 min. A suspensão bacteriana era então sonicada até completa 

lise das bactérias, conforme exame no microscópio óptico. O extracto bacteriano foi 

ressuspendido em 3 mL de solução contendo 10 mM Tris HCl (pH 7,5) e uma mistura de 

inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktail, P 8215, Sigma) na diluição de 1/500, 

adicionando-se antissoro de interesse. A absorção dos soros foi realizada em agitador (Rotamix 

RS-Heto) por 12 h. Finalmente, os soros adsorvidos eram centrifugados a 1.600 x g por 10 min e 

o sobrenadante armazenado a 4 ou a -20°C. 

 

3.21.2 Imunopurificação de anticorpos do soro de camundongo 
 

As proteínas recombinantes H49 e calpaína eram separadas por eletroforese SDS-PAGE 

(10%), transferidas para membrana de nitrocelulose e coradas com 0,1% Ponceau. A membrana 

era bloqueada com PBS/leite 5% por 1 h a temperatura ambiente. A membrana era incubada com 

o soro de interesse por 2 h a temperatura ambiente. A seguir, a membrana era lavada com 

solução contendo 0.1 M ácido bórico, 0.5 M NaCl, e 0.05% Tween 20 por 1 h trocando-se a 

solução cada 15 min. 

 

A parte da membrana na qual está localizada a proteína recombinante era recortada e os 

anticorpos ligados eram eluídos com solução de 0,15 M NaCl e 0.1 M glicina pH 2,6 por 2 min. 

Após a eluição, a solução era neutralizada com 0.5M Tris HCl (pH 8,0) a temperatura ambiente. 

Os anticorpos imunopurificados eram armazenados a 4°C a -20°C (Cotrim, 1992). 
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3.22 Eletroforese de proteínas - Eletroforese SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide gel 

electrophoresis) 

 

As proteínas eram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

(Laemmli, 1970). Após a corrida eletroforética, os géis eram transferidos para membrana de 

nitrocelulose (item 3.25.1) ou corados com Coomassie blue e secos a 65°C por uma hora em 

papel filtro no secador (Slab Gel Dryer Model SE 1160, Pharmacia Biotech).   

 

3.23 Dosagem da concentração de proteínas 
 

A quantificação das proteínas foi feita por método de Bradford baseado na reatividade de 

proteínas básicas com o reagente Coomassie em ácido fosfórico (Bradford, 1976). Utilizou-se o 

reagente comercial da Bio-Rad (Assay Dye Reagent Concentrate) e como padrão albumina sêrica 

bovina (BSA) (200 µg/mL). Foi construída uma curva de calibração com BSA entre 0 a 4 µg 

proteína. 

 

3.24 Extração de proteínas de citoesqueleto de T. cruzi 
 

Cerca de 2 x 106 epimastigotas eram lavados 3 vezes em PBS a 1.600 x g por 5 min a 4ºC e 

mantidos em gelo. Ao precipitado celular eram adicionados 50 µL de tampão de lise contendo 

150 mM NaCl, 80 mM PIPES (pH 7,2), 1 mM MgCl2, 3 mM EGTA, 1% Triton X-100 e 

inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail, P 8215, Sigma). A mistura de inibidores foi 

empregada na diluição de 1/1000. A composição e concentração final da mistura de inibidores da 

Sigma é de 0,1 mM AEBSF; 0,5 mM 1, 10-Phenanthroline; 2,2 µM Pepstain; 1,4 µ M E-64. 

 

A suspensão celular era mantida por 10 min no gelo. Após a lise, a suspensão era 

centrifugada (1.600 x g, 5 min, 4º C), e o sobrenadante descartado. O precipitado foi 

ressuspendido em 100 µL do mesmo tampão de lise. O precipitado era lavado novamente com 

500 µL do tampão de lise. Finalmente, o precipitado (fração de citoesqueleto) era 

homogeneizado em tampão de amostra para eletroforese de proteínas 1X. 
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3.25 Western blotting 
 

3.25.1 Transferência de proteínas a membrana de nitrocelulose 
 

Proteínas do citoesqueleto, extraídas de 2 x 10 6 parasitas da cepa G e do clone CL Brener, 

eram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose HybondTM –ECLTM (Amersham). A transferência das proteínas do 

gel de poliacrilamida para a membrana era feita no aparelho Trans-Blot® Cell (Bio-Rad) do 

seguinte modo: montou-se no suporte do aparelho um sanduíche, colocando na ordem espuma, 

papel de filtro, gel, membrana, papel de filtro e espuma ficando o gel no pólo negativo e a 

membrana no pólo positivo. A transferência das proteínas foi feita a amperagem constante de 

250 mA, por 2 h com o tampão de transferência (1,44 % Glicina 0,3 % Tris-Base e 20 % 

metanol). 

 

A membrana foi corada com 0,1% Ponceau S (preparado em ácido acético 10%) para 

verificar a transferência das proteínas. O corante era removido por lavagem com água destilada e 

a membrana bloqueada com PBS/leite (5%) por 1 h a temperatura ambiente ou alternativamente 

por 16 h a 4°C. 

 

3.25.2 Immunoblot utilizando os anticorpos policlonais de coelho para H49 e calpaína 
 

As membranas previamente bloqueadas como descrito acima eram incubadas com o 

anticorpo policlonal de coelho anti-calpaína ou anti-H49. Os anticorpos foram diluídos em PBS-

leite 5% e usados na diluição de 1/200 e 1/4000 anti-calpaína e anti-H49, respectivamente. A 

membrana era incubada na solução de anticorpo por 1 h à temperatura ambiente, no agitador 

Rotamix RS (Heto). Após esse período, a membrana era lavada com PBS-Tween 0,05% 3 vezes 

de 15 minutos. A seguir, o anticorpo Ig G anti-coelho (Sigma) conjugado à peroxidase, diluído 

1/4000 em PBS-leite 5%, foi incubado com a membrana por 1 hora a temperatura ambiente com 

agitação. Após a incubação a membrana era lavada em PBS-Tween 0,05% por 3 vezes de 15 min 

e revelada por quimioluminescência usando o kit ECL plus Western blotting detection system 

(GE) e hiperfilme (Amersham HyperfilmTM ECL-GE). 
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3.26 Preparação de lâminas para imunofluorescência indireta 
 

3.26.1 Fixação de parasitas  
 

Formas epimastigotas do clone CL Brener eram centrifugadas a 900 x g por 5 min, o 

sobrenadante era descartado e o precipitado de células era lavado com PBS 1X duas vezes a 900 

x g por 5 min. A seguir, os parasitas eram fixados com paraformaldehído 2% e incubados a 

temperatura ambiente durante 30 min. Após esse período, as células eram centrifugadas 900 x g 

por 5 min, o precipitado lavado duas vezes com tampão PBS a 900 x g por 5 min e 

ressuspendido em 500 µL de PBS. Alíquotas de 10 µL da suspensão era examinada ao 

microscópio para estimar a quantidade de parasitas. Uma vez ajustada à diluição desejada, 10 µL 

eram depositados nos poços das lâminas. Finalmente, as lâminas eram secas a temperatura 

ambiente e estocadas a -20°C.  

 

3.26.2 Preparação lâmina imunofluorescência: incubação com anticorpos e montagem  
 

A lâmina com parasitas fixados era lavada várias vezes usando uma piseta com tampão 

PBS, o excesso de PBS era eliminado cuidadosamente com lenço de papel. A seguir, em câmera 

úmida (algodão umedecido com água, colocado num recipiente de plástico fechado) incubava-se, 

por 1 h, o anticorpo de interesse (anti-H49 ou anti-calpaína) diluído 1/20, 1/80, 1/100 ou 1/200 

em PBS/soro 10%. Após a incubação, a lâmina era lavada com tampão PBS. 

 

Depois era adicionada, em cada poço, uma solução contendo: DAPI 1 mM diluído 1/80 e o 

anticorpo de coelho ou camundongo conjugado a FITC ou Texas Red (Calbiochem), numa 

diluição de 1/50 ou 1/80 em PBS/soro 10%, a lâmina era incubada por mais 1 h a temperatura 

ambiente, sempre em câmera úmida e na ausência da luz. Após esse período, eram realizadas 3 

lavagens com PBS durante 5 minutos e adicionava-se em cada poço 3 µL de meio de montagem 

(p-fenildiamina em glicerina tamponada), depois colocava-se cuidadosamente, a lamínula (24 x 

50 mm, espessura 0,13-0,16 mm) sobre a lâmina de fluorescência, evitando formas bolhas e 

selando pelas bordas com esmalte de unhas transparente (Colorama). 
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Os poços a serem permeabilizados eram incubados por 5 min com solução de PBS-0,1% 

Triton X-100, antes da aplicação do primeiro anticorpo. Para cada lâmina foi realizado o controle 

utilizando soro anti GST (coelho ou camundongo). 

 

3.26.3 Preparação lâmina de citoesqueleto de epimastigotas para imunofluorescência  
 

Formas epimastigotas do clone CL Brener eram depositados nos poços da lâmina de 

florescência e incubados em câmera úmida por 30 min. Em seguida, a lâmina era lavada 3 vezes 

com tampão PBS. A seguir, a lâmina era colocada sobre gelo e adicionava-se por poço 20 µL da 

solução de lise (150 mM NaCl, 80 mM PIPES (pH 7,2), 1 mM MgCl2, 3 mM EGTA, (0.5-1%) 

NP-40, 0,1 mM AEBSF; 0,5 mM 1, 10-Phenanthroline; 2,2 µM Pepstain; 1,4 µ M E-64). 

A lise celular foi confirmada por análise em microscópio óptico (Nikon Alphaphot-2 YS2). 

Os citoesqueletos eram fixados com 2% paraformaldeído, durante 1 h a temperatura ambiente. A 

lâmina era armazenada em câmera úmida a 4°C com solução de bloqueio (soro 10%) até ser 

usada em imunofluorescência. 

 

3.27 Aquisição de imagens de imunofluorescência 
 

As lâminas foram observadas no microscópio de fluorescência Nikon E600 acoplada à 

câmera digital Nikon DXM 1200F, usando o software ACT-1. As imagens geradas foram 

processadas nos programas Image J e Adobe Photoshop 7.0. 

 

3.28 Análise no banco de dados NCBI e Gene DB 
 

3.28.1 Caracterização do gene H49 e suas regiões flanqueadoras com ferramentas de bio-

informática 

 

Um banco de dados compilado contendo seqüências de T. cruzi foi construído analisando 

seqüências do GenBank (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank), GeneDB (http://www.genedb.org) e do 

“The Institute for Genomic Research” (TIGR). Os algoritmos BLAST (Basic Local Alignment 
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Search Tool): blastn, blastp, blastx e tblastn (Altschul et al., 1990) foram utilizados contra esse 

banco de dados nas buscas por seqüências de nucleotídeos e aminoácidos similares às repetições 

H49 (GenBank L09564). As buscas por similaridade contra o banco de dados compilado 

localmente foi realizada utilizando o algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990). 

 

A procura, identificação e extração das cópias completas da repetição H49 foram feitas 

utilizando um script PERL específico carregado com uma expressão regular descrevendo a 

repetição. A anotação e saída gráfica da repetição H49 e das regiões flanqueadoras foram 

executadas utilizando-se o programa Artemis (Rutherford et al., 2000) 

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis). Os scripts PERL desenvolvidos foram utilizados 

para analisar e formatar as buscas por similaridade. Os alinhamentos foram atualizados em 

janeiro de 2009 usando a versão de BLAST 2.2.19 foram selecionados aqueles alinhamentos 

com um E-value entre [0-1x10-3]. 

 

No banco de dados do NCBI, a consulta com as palavras chaves “(calpain OR calpain-like) 

AND T. cruzi CL Brener” foi utilizada na identificação de seqüências de calpaínas associadas ou 

não à repetição. 

 

3.28.2 Alinhamento múltiplo dos domínios II (Cys-Pc) e III das calpaínas identificadas em 

T. cruzi e inferência filogenética 

 

O alinhamento múltiplo global dos domínios II (Cys-Pc) e III das calpaínas identificadas 

em T. cruzi foi realizado utilizando o algoritmo ClustalX (Thompson et al., 1994) seguido de 

inspeção visual e ajuste manual com SeaView (Galtier et al., 1996) (http://pbil.univ-

lyon1.fr/software/seaview.html e GeneDoc http://www.psc.edu/biomed/genedoc/.  

 

A análise filogenética foi realizada utilizando o programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007). 

As árvores filogenéticas foram geradas pelo método de Neighbor-joining e construídas utilizando 

um modelo igual de entrada com um “bootstrap” de 5.000 replicas. 
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4.1 Identificação dos genes H49/calpaína por análise bioinformática 

4.1.1 Identificação de repetições H49 no genoma de T. cruzi (clone CL Brener) 
 

As sequências de nucleotídeos e de aminoácidos da repetição H49 (números de acesso 

L09564 e AAA99049 respectivamente) foram comparadas com as sequências geradas no projeto 

genoma do clone CL Brener, depositadas no GenBank. O alinhamento foi feito com o programa 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) considerando como consulta (query) a unidade de 

repetição (204 pb ou 68 aa) ou a sequência do clone H49 com 4,8 repetições (978 pb ou 326 aa). 

Os alinhamentos foram atualizados em janeiro de 2009 usando a versão de BLAST 2.2.19. 

 

Na tabela 2 estão mostrados o número de alinhamentos segundo identidade e o E-value 

para cada programa do BLAST (blastp, blastx, blastn, tblastn e tblastx1). As sequências H49 

foram caracterizadas com base no número de pares de base e identidade com a seqüência H49 

(L09564 ou AAA99049). Foram selecionados aqueles alinhamentos com E-value entre [0-1E-3], 

com o objetivo de não considerar alinhamentos ao acaso. 

 

Com os dados obtidos por tblastn com uma unidade de repetição H49 e valor de E-value 

entre [0-1E-3] foi construído o gráfico de dispersão das seqüências do H49 no genoma de CL 

Brener (Fig. 8A). O gráfico mostra a existência de grupos de sequências H49 claramente 

diferenciados que apresentam porcentagens de identidade inferior ou superior a 80. Os grupos 

com identidade superior a 80% foram classificados arbitrariamente como H49 “conservado” e os 

outros grupos, com identidade inferior a 80% como H49 “degenerado”. O histograma (Fig. 8B) 

mostra que o maior número de sequências H49 (61/84) identificadas por tblastn possuem 

identidade entre 40-60%. A denominação H49 conservado e H49 degenerado será utilizada no 

transcorrer desta tese. 

 

 

 

                                                
1 1 blastx: utiliza como objeto de busca uma seqüência de nucleotídeos traduzida nas 6 fases de leitura possíveis e compara contra o banco de 
dados de proteína. 
tblastn: utiliza como objeto de busca uma seqüência de aminoácidos e compara contra o banco de dados de seqüências de  nucleotídeos 
traduzidas nas 6 fases de leitura possíveis. 
tblastx: utiliza como objeto de busca uma seqüência de nucleotídeos traduzida nas 6 fases de leitura possíveis e compara contra um banco de 
nucleotídeos traduzidos nas 6 fases de leitura. 
 
 



Resultados 

 50

Tabela 2 – Número de alinhamentos segundo identidade e E-value para cada programa do 
BLAST. 
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Figura 8. Dispersão de sequências H49 no genoma do clone CL Brener segundo a porcentagem de identidade 

(% id). A) Gráfico de dispersão. B) Histograma da distribuição de freqüência (N) de sequências H49. 
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4.1.2 A sequência H49 faz parte de sequências de calpaínas no clone CL Brener 
 

A consulta com tblasn usando a repetição de 68 aa (AAA99049) do gene H49 mostrou que 

ela está presente H49 em oito calpaínas, sendo duas calpaínas cisteina peptidases e seis 

calpaínas-like cisteína peptidases (putativas) figura 9. 

 

 
Figura 9. Consulta no NCBI usando a repetição de 68 aa do H49. As proteínas H49/calpaínas estão indicadas 

com setas amarelas. 

 

Na figura 10A apresenta as informações referentes às calpaínas que albergam a sequência 

H49: número de acesso de sequência em nucleotídeos (XM_), de aminoácidos (XP_), o scaffold 

(NW_) e contig (AAHK_) a que pertencem. Também está indicada a localização em 

aminoácidos do domínio II catalítico (Cys-Pc) e do domínio III.  

 

Essas proteínas foram denominadas de H49/calpaínas e a repetição H49 pode ser 

conservada ou degenerada tal como apresentado esquematicamente nas figuras 10 e 11. As 

repetições conservadas foram encontradas nas extremidades das sequências XM_799016, 

XM_799896 e XM_797463 com 6,3, 5,3 e 0,5 repetições, respectivamente (Fig. 10B). 

Repetições H49 degeneradas foram identificadas em todas as calpaínas estudadas. Na sequência 

XM_804900, as repetições degeneradas são distribuídas na região central do gene com 24 blocos 

de repetição com identidade que varia entre 37-58% (Fig. 11). 
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4.1.3 Localização e contexto genômico dos genes H49/calpaína no clone CL Brener 
 

Cinco genes H49/calpaína são encontrados no scaffold NW_ 001849559.1 (404.736 pb) no 

qual estão também localizados os genes do transportador ABC, proteínas hipotéticas 

conservadas, proteína radial spoke 3 (putativa) e outras calpaínas que não possuem a repetição 

H49 na sua sequência (Fig. 12). Outros dois genes H49/calpaína foram identificados em uma das 

extremidades do scaffold denominado NW_001849411.1 (117.014 pb); genes de proteínas 

hipotéticas conservadas e proteína radial spoke 3 (putativa) foram encontrados neste scaffold 

(Fig. 13 ). No scaffold NW_ 978694.1 foi encontrado um gene H49/calpaína (Fig. 13). Este 

scaffold foi removido do banco de dados do NCBI do genoma, e até a presente data (janeiro de 

2009) não foi informado o seu destino. 

 

Os genes H49/calpaína estão localizados em regiões do genoma que possuem genes 

codificadores de proteínas. O fato deles estarem localizados em apenas 2 scaffolds sugerem que 

eles estão restritos à um único cromossomo ou a um par de homólogos. 
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4.1.4 Identificação dos genes calpaínas no clone CL Brener 
 

A consulta do banco de dados Gen Bank com as palavras chaves “(calpain or calpain-like) 

and T. cruzi CL Brener” identificou 50 genes que codificam putativas calpaínas. Oito genes 

correspondem às H49/calpaínas e os 42 restantes às calpaínas sem repetições H49. As calpaínas 

encontradas foram classificadas como calpaína cisteina peptidase e calpaína-like cisteina 

peptidase. 

 

Nas tabelas I.1 e I.2 (Anexo I) estão mostrados os genes de calpaína com os números de 

acesso às seqüências de nucleotídeos (XM_) ou aminoácidos (XP_), o scaffold (NW_) e contig 

(AAHK_) a que pertencem, como também está indicada a localização em aminoácidos dos 

domínios catalítico (Cys-Pc) e III. Outros domínios também foram identificados como: DUF-

1935 (domínio de função desconhecida), LRR_RI (leucine-rich-repeats) e barril TIM (sítio de 

ligação a fosfato). 

 

Por outro lado, repetições H49 não associadas às calpaínas foram identificadas com o 

programa tblastn usando a sequência de 68 aa (AAA99049). Alinhamentos com E-value maior 

que 1E-3 foram considerados dado que os alinhamentos com E-value menores não foram 

encontrados. Desta maneira, foram identificadas 12 sequências H49 de 160-190 pb, com 35-42% 

de identidade, distribuídos em 4 genes que codificam proteínas hipotéticas conservadas (Tabela 

I.3). 

 

4.1.5. Comparação dos domínios II (Cys-Pc) e III das calpaínas identificadas no genoma do 

clone CL Brener. 

 

Foram identificados no genoma do clone CL Brener oito genes H49/calpaína que 

apresentam repetições de 68 aminoácidos e 4 contigs contendo apenas a repetição H49. É 

interessante notar que foi encontrado apenas um gene H49/calpaína completo (XM_804900), os 

demais estão interrompidos nas repetições H49. É sabido que as repetições dificultam o 

sequenciamento e impedem a sobreposição e alinhamento dos contigs. 

 



Resultados 

 59

Diante destes resultados, nós resolvemos comparar separadamente as proteínas 

classificadas como “calpain-like cysteine peptidase” e “calpain cysteine peptidase” que contem 

os domínios II (Cys-Pc) e III. Estão incluídas nesta análise as proteínas H49/calpaína. Quatro 

proteínas H49/calpaína (XP_806304, XP_814332, XP_804989, XP_809993) apresentam os 

domínios II (Cys-Pc) e III. A comparação por blastp mostrou que as proteínas XP_806304 (1351 

aa) e XP_814332 (1.165 aa) apresentam 72% de identidade entre si e 52-54% com a XP_804989 

(1.275 aa). A comparação da proteína XP_809993 (4.571 aa) com as demais é dificultada pela 

sua grande extensão. Ela apresenta identidade variável com as demais dependendo da região 

analisada como pode ser visto nas figuras 14 e 15 com relação às repetições H49. As proteínas 

XP_804109 (1.753 aa) e XP_802556 (631 aa) apresentam identidade variável (92% a 37%) com 

às repetições H49. 

 

Nas figuras 14 e 15 temos alinhamento dos domínios II (Cys-Pc) e III das calpaínas de T. 

cruzi. Embora exista uma grande variabilidade entre elas, as H49/calpaínas formam um grupo a 

parte das demais (Figs. 16 e 17). Os domínios Cys-Pc e III presentes nas proteínas H49/calpaínas 

são bastante conservados entre si (Fig. 16). A identidade entre eles ao nível de nucleotídeos é de 

87-90%. A análise filogenética do domínio Cys-Pc das calpaína de T. cruzi (Fig. 17) confirma a 

proximidade entre as proteínas H49/calpaínas que formam um grupo a parte (“bootstrap” de 

100%). É interessante notar que um domínio Cys-Pc da H49/calpaína XP_809993 faz parte deste 

cluster enquanto os outros 2 dominios Cys-Pc presentes nesta proteína tem similariedade com 

outras calpaínas. A reconstrução filogenética sugere que o domínio Cys-Pc dos isolados acima 

são derivados de uma sequência comum (Fig. 17). 
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Figura 14. Alinhamento do domínio Cys-Pc das calpaínas de T. cruzi. As proteínas estão indicadas pelo número de 

acesso no GenBank, omitindo-se as letras XP. Os resíduos marcados em preto tem 100% identidade, os cinza escuro 

80% e os cinza claro 60%. A linha vermelha indica o motivo KAYAK. 
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Figura 15.  Alinhamento do domínio III das calpaínas de T cruzi. As proteínas estão indicadas pelo número de 

acesso no GenBank omitindo-se as letras XP. Os resíduos marcados em preto tem 100% identidade, os cinza escuro 

80% e os cinza claro 60%. 

 

 

Figura 16. Alinhamento da região contendo os domínios II (Cys-Pc) e III das proteínas H49/calpaínas de T. cruzi. O 

início e final dos domínios II e III estão indicados por setas vermelhas e azuis, respectivamente. Os resíduos 

marcados em preto tem 100% identidade, os cinza escuro 80% e os cinza claro 60%. 
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Figura 17. Reconstrução filogenética do domínio Cys-Pc para calpaínas classificadas como calpaína cisteina 

peptidase e calpaína-like cisteina peptidase. As quatro H49/calpaínas que apresentam o domínio Cys-Pc estão 

sombreadas em cinza. A nomenclatura Cys-Pc1, Cys-Pc2 e Cys-Pc3 indica a posição seqüencial do domínio 

catalítico presente na molécula de calpaína. A proteína XP_809993 apresenta três domínios Cys-Pc. 
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4.2 Identificação dos genes de H49/calpaína por PCR e clonagem gênica 
 

Outra abordagem usada no estudo da organização do gene H49/calpaína foi a amplificação 

de diversos fragmentos por PCR (Polymerase Chain Reaction). Pela análise bioinformática 

foram identificados oito genes H49/calpaína, caracterizados pela presença de repetições H49 

degeneradas e/ou conservadas e de diferentes domínios de calpaína. No presente trabalho 

procuramos amplificar diferentes regiões representativas dos genes H49/calpaína em DNA 

genômico, cDNA e em megafragmentos genômicos de T. cruzi eclonados em vetor YAC. 

 

Os produtos de PCR das diferentes regiões amplificadas em DNA genômico, cDNA e 

YAC foram clonados no vetor de seqüenciamento pGEMT-easy e seqüenciados por Big Dye 

(Material e Métodos 3.8 e 3.10). A consulta no ORF finder e o alinhamento das seqüências 

obtidas com as depositadas no banco de dados do NCBI são mostrados em material anexo (Fig. 

III(1-5) Anexo III), confirmando que tínhamos clonado as regiões desejadas. Os fragmentos 

amplificados foram utilizados como sonda radiativa em hibridizações em Southern blotting e 

Chromoblotting. 

 

4.2.1 Amplificação por PCR em DNA genômico do clone CL Brener 
 

Amplificação do domínio catalítico (Cys-Pc) do gene calpaína/H49 

 

A seqüência usada foi o domínio catalítico da calpaína (Cys-Pc) que é conservado nos genes 

estudados (XM_799896, XM_801211, XM_809239 e XM_804900) (Fig. 16). Em formas 

epimastigotas de T. cruzi foram amplificados dois fragmentos de 500 e de 1.000 pb da região 

catalítica de calpaína com iniciadores derivados baseando-se na sequência XM_799896 que 

possui repetições H49 conservadas antecedendo o domínio catalítico (Fig. 18 A e B).  

 

Amplificação por PCR da repetição H49 degenerada 

 

Outros pares de iniciadores foram sintetizados baseando-se na sequência XM_804900 que 

codifica uma calpaína proteína de elevada massa molecular (~520 kDa) contendo repetições 

degeneradas H49. Foram amplificadas duas regiões de 500 pb e de 1.000 pb, contendo as 

repetições H49 degeneradas (Fig. 18 C, D e E ). 
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4.2.2 Amplificação por RT-PCR de seqüências H49/calpaína em cDNA de formas 

epimastigotas de CL Brener 

 

Amplificação do domínio catalítico (Cys-Pc) 

 

O cDNA de formas epimastigotas do clone CL Brener de T. cruzi foi sintetizado a partir de RNA 

total utilizando o kit ThermoScriptTM RT-PCR System (Invitrogen) como descrito em Material 

e Métodos (item 3.7 ). O tubo controle continha todos os componentes exceto o cDNA que foi 

substituído por 2 µL RNA (1,2 µg/µL) tratado com 1 µL de DNAse (Amplification Grade). Neste 

material foi amplificado um fragmento de 500 pb do domínio catalítico Cys-Pc como descrito 

acima (Fig. 19 C). 

 

Amplificação da repetição H49 degenerada 

 

Assim como descrito para DNA genômico foram amplificados dois fragmentos de 500 pb da 

repetição H49 degenerada presente no gene H49/calpaína XM_804900 (Fig. 19 A-B). 

 

Amplificação da repetição H49 conservada 

 

Foram amplificados dois fragmentos contendo a repetição H49 conservada e calpaína com 

oligonucleotídeos desenhados em XM_799896 e XM_799016, como visto no gel de agarose 

(Fig. 19 D-E). 
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4.2.3 Amplificação por PCR em megafragmentos genômicos de T. cruzi em vetor YAC 

(Yeast Artificial Chromosome) 

 

Os clones YACs obtidos por Santos et al. (1999) foram utilizados no estudo da associação 

entre seqüências de calpaína e H49. Estes autores construíram um mapa físico dos cromossomos 

XVI e XVII de T. cruzi pela análise de restrição das bandas cromossômicas isoladas e 

identificação de clones de YAC contendo fragmentos pertencentes às bandas XVI e XVII (Fig. 

20A).  

 

A biblioteca de YAC foi construída com DNA genômico de epimastigotas do clone CL 

Brener e rastreada com sonda radiativa contendo a sequência de H49. Foram identificados seis 

clones contendo o gene H49. Amplificamos parte da região catalítica da calpaína (500 pb) em 

dois clones de YAC denominados de Y9H8 e Y7H8 que contém repetições de H49 (Fig. 20B-C) 

que contém DNA das bandas cromossômicas XVI e XVII, respectivamente.  

 

Os dados obtidos nesta seção confirmaram a presença de repetições H49 (degeneradas ou 

conservadas) associadas às sequências de calpaína. Esta associação também foi confirmada por 

RT-PCR indicando que os genes H49/calpaína são transcritos. 
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4.3 Análise da organização dos genes H49/calpaína e calpaína por hibridização em 

Southern blotting e Chromoblotting 

 

4.3.1 Southern blotting: hibridização com as sondas H49/calpaína e calpaína 
 

O DNA genômico do clone CL Brener foi digerido com diferentes enzimas de restrição 

(EcoRI, KpnI, EcoRV, TaqI, HaeIII, RsaI e HinfI) e separado por eletroforese de agarose 0,8% 

(Fig 21A). Os fragmentos de restrição (~20-0,kb) foram transferidos para membrana de 

nitrocelulose e hibridizados com sondas da repetição conservada H49 e da região catalítica Cys-

Pc da calpaína. 

 

Conforme esperado, a sonda da repetição H49 hibridizou com duas bandas de 

aproximadamente 23 kb e 10 kb obtidas pela digestão com as enzimas EcoRI, KpnI, EcoRV, 

HaeIII, RsaI e HinfI, as quais não apresentam sítios na repetição H49 (Fig. 21B). A sonda H49 

hibridizou com vários fragmentos obtidos pela digestão com a enzima TaqI que apresentam o 

tamanho de aproximadamente 200 pb e múltiplos de 200 pb (Fig. 21B). Esse perfil de 

hibridização é esperado uma vez que a enzima TaqI apresenta um sítio interno na repetição H49. 

 

A sonda Cys-Pc (1000 pb) foi amplificada por PCR do DNA genômico usando 

oligonucleotídeos derivados do gene XM_799896. A região amplificada apresenta 87-90% de 

identidade com os genes H49/calpainas XM_804900, XM_809239 e XM_801211. É interessante 

notar que ela não apresenta similaridade significativa com outros genes de proteínas classificadas 

como calpain-like cysteine peptidase e calpain cysteine peptidase no genoma do clone CL 

Brener. A sonda Cys-Pc hibridizou intensamente com uma banda de aproximadamente de 1 kb 

gerada pela digestão com EcoRI confirmando a análise in silico que mostra que o domínio Cys-

Pc está flanqueado por sítios EcoRI (Fig. 21C). Ela também hibridizou com menor intensidade 

com um fragmento de aproximadamente 23 kb gerado pela digestão com KpnI ou EcoRV, 

indicando que o domínio Cys-Pc e as repetições H49 estão localizadas em uma mesma região 

cromossômica. Três a quatro bandas de tamanho inferior a 1 kb geradas pela digestão com 

HaeIII, HinfI ou RsaI hibridizaram intensamente com a sonda Cys-Pc. Este resultado está de 

acordo com a análise in silico que mostra 2 a 4 sítios de restrição destas enzimas na região Cys-

Pc dos genes H49/calpaínas. 
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Verificamos que 1-2 bandas de ~ 20 kb foram identificadas por hibridização de Southern 

blotting, utilizando as sondas calpaína e H49. Esta banda foi observada quando o DNA 

genômico do parasita foi digerido com as enzimas KpnI ou EcoRV, que não cortam dentro da 

repetição, sugerindo que as sequências de H49 e calpaína estão ligadas (Fig. 21B-C). 

 

A sonda utilizada na hibridização da figura 21D foi amplificada por RT-PCR utilizando-se 

oligonucleotídeos derivados do gene XM_799016. O fragmento usado como sonda contem 

repetições H49 conservadas e a sequência de calpaína, porém, diferente do domínio Cys-Pc. O 

gene XM_799016 não apresenta o domínio Cys-Pc. Conforme esperado, a sonda hibridizou com 

dois fragmentos de ~23 e 10 kb obtidos pela digestão com EcoRI, KpnI, EcoRV, HaeIII, RsaI ou 

HinfI. Na digestão com EcoRI pode-se visualizar um fragmento adicional de cerca de 2,9 kb 

identificado também por análise in silico no gene XM_799016. Nas digestões com HaeIII, RsaI 

ou HinfI podemos identificar vários fragmentos de tamanho inferior a 1,0 kb que correspondem 

às seqüências codificadoras de calpaínas.  
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Figura 21.  Digestão de DNA genômico de epimastigotas do clone CL Brener de T. cruzi e hibridização com 

sondas H49/calpaína. A) Separação por eletroforese em gel de agarose (0,8%) dos fragmentos gerados após 

digestão de 10 µg de DNA genômico com as enzimas de restrição: Eco RI, Kpn I, Eco RV, Taq I, Hae III, Rsa I e 

Hinf I. Os fragmentos de DNA foram transferidos para filtro de náilon e hibridizados com as sondas indicadas. 

Marcador de tamanho molecular corresponde ao fago λ  digerido com  Hind III. O tamanho das bandas está indicado 

em pares de base. B-D) Hibridização do DNA genômico com as sondas radiativas H49 (clone H49 contendo 4,8 x 

repetições H49 conservada) (B); domínio catalítico Cys-Pc da calpaína (1.000 pb) (C) e um fragmento contendo a 

repetição conservada H49 e seqüência de calpaína (D). As sondas foram marcadas com α32P-dCTP conforme 

descrito em Material e Métodos (3.14). Os filtros foram lavados sequencialmente com as seguintes soluções: 2X 

SSC (42°C), 1XSSC (42°C) e 0,1bX (56°C) SSC por 30 min cada lavagem. Em seguida, expostos em filme Raios X 

a -70ºC. 
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4.3.2 Southern blotting: hibridização com sonda contendo a repetição H49 degenerada e 

calpaína 

 

Por outro lado, analisamos a distribuição das seqüências de calpaína que possuem a 

repetição H49 degenerada. Amplificamos um fragmento de 1.000 pb do gene XM_804900 que 

foi utilizado como sonda radiativa (Fig. 22). O perfil de hibridização obtido com a sonda 

contendo a repetição H49 degenerada (Fig. 22) é diverso daquele obtido com as outras sondas 

(Fig. 21). A sonda H49 degenerada hibridizou com uma banda de aproximadamente 23 kb obtida 

pela digestão com as enzimas EcoRV ou KpnI mas não reconheceu uma banda de mesmo 

tamanho detectada pela H49 conservada nas digestões com EcoRI, HaeIII, RsaI e HinfI. 

Lembramos que a sonda contendo a repetição H49 conservada tinha hibridizado com um banda 

de ~23 kb nas digestões com estas enzimas (vide Fig. 21B). A ausência de hibridização de sonda 

H49 degenerada com estas bandas pode ser explicada pelas diferenças de seqüências encontradas 

entre as repetições degeneradas e conservadas. A seqüência de nucleotídeos da repetição H49 

degenerada difere da repetição H49 conforme mostrada na figura 21B. No gene XM_804900, 

que contem as repetições degeneradas, existe um grande número de sítios das enzimas HaeIII 

(n=46), RsaI(n=32) e HinfI(n=48) que estão ausentes na repetição H49 conservada. Isto 

explicaria a hibridização da sonda H49 degenerada com bandas de menor tamanho geradas pela 

digestão com estas enzimas (Fig. 22). O fato da sonda H49 degenerada não ter hibridizado com 

as bandas 23 kb dos genes H49/calpaína contendo a repetição conservada indica que a 

divergência de seqüência existente entre as repetições H49 impede a hibridização cruzada entre 

elas. 
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Figura 22. Hibridização do DNA genômico epimastigotas do clone CL Brener de T. cruzi com sonda da 

repetição H49 degenerada-calpaína (não Cys-Pc). Cerca de 10 µg de DNA genômico foram digeridos com as 

enzimas de restrição Eco RI, Kpn I, Eco RV, Taq I, Hae III, Rsa I e Hinf I, transferidos para membrana de 

nitrocelulose e hibridados com a sonda radiativa α32P-dCTP do H49 degenerado-calpaína (1.000 pb). Os filtros 

foram lavados consecutivamente uma vez com as seguintes soluções: 2X SSC (42°C), 1X SSC (42°C) e 0,1 X 

(50°C) SSC por 30 min cada. O marcador de tamanho molecular corresponde a fago digerido com Hind III. O 

tamanho das bandas esta mostrado em pares de base. 
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4.3.3 Localização cromossômica do gene H49/calpaína 
 

O DNA cromossômico de formas epimastigotas do clone CL Brener foi submetido à 

eletroforese por campo pulsado para separação das bandas cromossômicas (Fig. 23A). As bandas 

cromossômicas, cujo tamanho varia 0,45 a 3,5 Mb, estão indicadas com algarismos romanos I a 

XX, como proposto por (Cano et al., 1995). O material foi transferido para membrana de 

nitrocelulose e hibridizado com sondas derivadas da região conservada H49, calpaína (Cys-Pc) e 

H49 degenerado/calpaína. 

 

O gene H49 tinha sido mapeado nas bandas cromossômicas XVI-XVII no clone CL Brener 

(Santos, 1998). Conforme esperado a sonda de calpaína também hibridizou nessas bandas 

cromossômicas. Mostramos que no clone CL Brener o padrão de hibridização das três sondas é 

idêntico, ou seja, as sondas calpaína e H49, hibridizam nas mesmas bandas cromossômicas (2,6-

2,3 Mb), que correspondem as bandas XVII e XVI, respectivamente (Fig. 23B). 
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Figura 23. Chromoblotting (epimastigotas clone CL Brener). Painel A. Bandas cromossômicas de epimastigotas 

do clone CL Brener (1x107 e 3x107 parasitas por bloco), foram separadas por PFGE e coradas com brometo de 

etídeo. Marcador de tamanho molecular Hansenula wingei (1,05-3,03 Mb). Painel B. Hibridização com sonda 

radiativa de calpaína, H49, H49 conservado/calpaína e H49 degenerado/calpaína. Os números atribuídos as bandas 

cromossômicas estão dados em números romanos. Os tamanhos das bandas cromossômicas estão em Mb 

(megabases). Condições de lavagens estão descritas em Material e Métodos (3.15). 
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4.4 Caracterização das proteínas H49/calpaínas de T. cruzi 
 

4.4.1 Expressão proteína recombinante H49 
 

O inserto do clone H49 (L09564, Cotrim et al., 1990) composto por 4,8 repetições de 204 

pb foi subclonado no vetor de expressão pGEX (Amersham). Antes de expressar a proteína 

recombinante H49, confirmamos a fase de leitura vetor por seqüenciamento usando o kit 

BygDye® (Applied Biosystems). 

 

A expressão da proteína recombinante H49 foi obtida pela transformação de bactérias 

DH5α com o vetor de expressão e indução por IPTG como descrito em Material e Métodos 

(3.16). A proteína recombinante em fusão com GST (glutationa tranferase) tem 

aproximadamente 66 kDa que corresponde à soma da massa da GST (29 kDa) e do antígeno H49 

(37 kDa) (Fig. 24). 

 

A proteína recombinante H49 é extremamente solúvel, e pode ser purificada por 

cromatografia de afinidade em coluna de Glutathione Sepharose 4B (Amersham Biosciences) 

eluída com glutationa reduzida como descrito em Material e Métodos (3.17). A partir de um litro 

de cultura obtivemos cerca de 7 mg de proteína recombinante H49 em fusão com GST. 

4.4.2 Expressão proteína recombinante calpaína A (domínio catalítico Cys-Pc) 

Com base na sequência de nucleotídeos do gene H49/calpaína (XM_799896) amplificamos 

um fragmento de cerca de 1.000 pb que codifica a região catalítica da calpaína (819 pb, 273 aa). 

A região foi amplificada com oligonucleotídeos iniciadores (Ca1 e Ca2) que contém sítios de 

restrição das enzimas BamHI e EcoRI, respectivamente, que permitiu a inserção do inserto no 

vetor de expressão pGEX-3X (Amersham) no sentido desejado (Fig. 25).  

 

A construção pGEX/calpaína A foi seqüenciada para confirmar que o inserto estava em 

fase com a GST. As bactérias foram transformadas com o plasmídeo e a expressão da proteína 

induzida com IPTG. Na figura 26 (painel A), pode-se observar a expressão da proteína 

recombinante calpaína A de aproximadamente 64 kDa. Também foi possível observar no gel que 

bactérias transformadas com o vetor pGEX-3X sem inserto expressaram apenas a proteína GST 

de massa molecular de 29 kDa. 
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Confirmamos pela técnica de Western blotting, utilizando o anticorpo monoclonal anti-

GST, que as bandas de 65 e 29 kDa eram as proteínas GST/calpaína A e GST, respectivamente 

(Fig. 26 B).  

 

A proteína de fusão GST/calpaína A é insolúvel, detectada no precipitado após 

centrifugação do lisado bacteriano. Na tentativa de obter a proteína solúvel, modificamos a 

temperatura e o tempo de indução. No entanto, nenhuma modificação favoreceu a solubilização, 

de modo que a proteína de fusão foi purificada do gel de poliacrilamida como descrito em 

Material e Métodos (4.17.1). 

 

4.4.3 Expressão proteína recombinante calpaína B (H49 degenerado/calpaína) 
 

Um fragmento do gene XM_804900 de 1.039 pb (346 aa), que codifica as repetições H49 

degeneradas (identidade em aminoácidos menor que 50% quando comparada com a seqüência 

do L09564) e calpaína foi amplificado por PCR. Como no caso anterior, usamos iniciadores 

(H49 calpex1 e H49 calpex2) com sítios de restrição para BamHI e EcoRI, respectivamente. O 

fragmento foi subclonado no vetor pGEX-3X que expressou uma proteína em fusão com GST 

em E. coli (BL21), denominada calpaína B. A proteína apresenta 305 aa correspondente a 

repetição degenerada H49 (identidade em aminoácidos 42-47%) e o restante à uma porção da 

calpaína que não corresponde aos domínios conservados (Fig. 27). 

 

Com a finalidade de verificar a expressão da proteína recombinante, as bactérias foram 

induzidas com IPTG 0,6 mM a 37°C. O lisado bacteriano foi centrifugado, o precipitado 

ressuspendido em tampão de amostra para proteínas e analisado por eletroforese SDS-PAGE 

(10%) (Fig. 28A). O perfil eletroforético mostrado no poço 1 corresponde às bactérias BL21 não 

transformadas. Uma banda de aproximadamente 64 kDa correspondente à calpaína B foi 

observada quando as bactérias transformadas foram induzidas com IPTG (poço 2). Quando 

bactérias BL21 foram transformadas com o plasmídeo sem inserto, apenas a proteína GST (29 

kDa) foi observada após indução com IPTG (poço 3).  

 

A confirmação da expressão da proteína recombinante foi obtida por Western blotting 

usando o anticorpo monoclonal anti-GST (Fig. 28B). O anticorpo reagiu com duas bandas de 64 

kDa e de 29 kDa correspondetes à proteína recombinante e GST, respectivamente (poços 2 e 3). 
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A proteína de fusão não é solúvel o que dificultou a sua purificação. Não tivemos sucesso 

em obter a proteína solúvel modificando as condições de indução. O precipitado bacteriano foi 

tratado com concentrações crescentes de uréia (2-7 M) na tentativa de solubilizar a proteína de 

fusão. Ao dialisar o lisado bacteriano com soluções renaturantes que incluíam uréia em 

concentrações decrescentes, a maior parte das proteínas precipitaram dentro do saco de diálise. 

Mesmo na presença de 2M de uréia não conseguimos recuperar quantidades significativas de 

proteína após eluição com glutationa reduzida. Portanto, como no caso anterior, a proteína foi 

extraída do gel de poliacrilamida como descrito em Material e Métodos (4.17.2). 
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Figura 24. Expressão da proteína recombinante GST/H49. Análise da proteína recombinante por eletroforese em 

SDS-PAGE (10%) e da coloração com azul de Coomassie. 1) Marcador de peso molecular. 2) e 3) Proteína 

recombinante GST/H49 induzida com IPTG 1 mM (banda de 66 kDa). 4) Proteínas de E. coli (DH5α) não 

transformadas com o vetor pGEX-3X. Na parte superior da figura é mostrado um esquema do clone H49, indicando 

a região de 4,8 repetições H49 que foi expressa em fusão com GST.  
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1960 atggcggaggagtggccacgtatctgtgagctttacccagagggtatccgtgatccggtggtgccggagaaaacgctcccatcacaagtt 

      M  A  E  Ea W  P  R  I  C  E  L  Y  P  E  G  I  R  D  P  V  V  P  E  K  T  L  P  S  Q  Vo 

2050 tcttctgcaccacttgaactgggatatttggctccattcattgccgccatgagtaggcatcctccacttattgaccgtcttttcgattca 

     aS  S  A  P  L  E  L  G  Y  L  A  P  F  I  A  A  M  S  R  H  P  P  L  I  D  R  L  F  D  Sa 

2140 aaagagcatcctgtgaacggcccatattcgtttattttttatgatcctaacagcaacccggtgcgcgtcgaaattgacgaccgtgttcca 

     aK  E  H  P  V  N  G  P  Y  S  F  I  F  Y  D  P  N  S  N  P  V  R  V  E  I  D  D  R  V  Pa 

2230 gtggacgcaaacatggaaccgaagtttacacgagtcccgaaacggtcatggtatccgctattgctggagaaggcctacgcgaagtttgtt 

     aV  D  A  N  M  E  P  K  F  T  R  V  P  K  R  S  W  Y  P  L  L  L  E  K  A  Y  A  K  F  Va 

2320 ggtgggtactcccggcttgatcagtgcacaccgcatgagacgttgcgggacttgacgggtcgcccggtgacacacattccgtttgaggac 

     aG  G  Y  S  R  L  D  Q  C  T  P  H  E  T  L  R  D  L  T  G  R  P  V  T  H  I  P  F  E  Da 

2410 aaacgtgcagaaggcataaagatgggtgattttaggtcggcacagttctggcgtgagattcattctgatcttgccaagggtgatatcatc 

     aK  R  A  E  G  I  K  M  G  D  F  R  S  A  Q  F  W  R  E  I  H  S  D  L  A  K  G  D  I  Ia 

2500 acagctatgtccaataaacacgtcccggacggcatccatccgctgtgcagttacgccctctttgcggttattgaaaccgtgaaggagtca 

     aT  A  M  S  N  K  H  V  P  D  G  I  H  P  L  C  S  Y  A  L  F  A  V  I  E  T  V  K  E  Sb 

2590 aatgatcccgcagacattgtgataaagctgcacaactgctactttgatgagccgttttatagcggacctctcaaccggaacgacggaggc 

     aN  D  P  A  D  I  V  I  K  L  H  N  C  Y  F  D  E  P  F  Y  S  G  P  L  N  R  N  D  G  Gd 

2680 tggacaactgagttaatgaatgcctgccgttataacccctcagaagaggagtttttgtacctgccacagtctgtgtttctaaataatttc 

     aW  T  T  E  L  M  N  A  C  R  Y  N  P  S  E  E  E  F  L  Y  L  P  Q  S  V  F  L  N  N  Fd 

2770 tcaagcatgcagcgatgccacattaactgcggtgatcgtctcactgctatcggtgagtgggataaaacttcttgtggaggcaatccgaag 

     aS  S  M  Q  R  C  H  I  N  C  G  D  R  L  T  A  I  G  E  W  D  K  T  S  C  G  G  N  P  Kf 

2860 tttacgacgttccgaaacaatccgatttatttggtggagaacaaatcctctcgtccagtgagaattctggctgaattacgtcaccaagca 

     aF  T  T  F  R  N  N  P  I  Y  L  V  E  N  K  S  S  R  P  V  R  I  L  A  E  L  R  H  Q  Aa 

2950 ccagttttttatgatgctgacagtgttggccattatcatcagacaggcttggcg 

     aP  V  F  Y  D  A  D  S  V  G  H  Y  H  Q  T  G  L  Aa 

 

Figura 25. Construção calpaína A: região da calpaína (Cys-Pc) expressa em fusão com GST. Esquema 

mostrando a região do gene XM_ 799896 que foi amplificada por PCR, clonada e expressa no vetor de expressão 

pGEX-3X. Ca1 e Ca2 são os iniciadores com sítios de restrição BamHI e EcoRI, respectivamente. Também é 

mostrada a seqüência em nucleotídeos e aminoácidos da região clonada, em verde o códon de iniciação. As regiões 

em negro correspondem à seqüência sem domínios conservados de calpaína, em cinza escuro e claro estão indicados 

os domínios catalítico (Cys-Pc) e III da calpaína, respectivamente. 
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Figura 26. Expressão da proteína recombinante de GST/calpaína A. Painel A Gel de poliacrilamida (10%) 

corado com azul de Coomassie. 1) Marcador de peso molecular. 2) Proteína recombinante GST/calpaína (64 kDa) 

induzida com IPTG 1 mM. 3) Proteínas de E. coli (DH5α) não transformadas com o vetor pGEX-3X. 4) Bactéria E. 

coli transformada com plasmídeo pGEX-3X sem inserto. Painel B. Western blotting. Reação com o anticorpo anti-

GST diluído 1/8000. Na parte superior da figura é mostrado um esquema do gene XM_799896 indicando a região 

clonada e expressa em fusão com GST. 
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3382 atggccgaggatttcattggcatctatctttacgacggcgaggacaagcgcattcaaggcgttacatcagcgacaaactaccgggagata 

      M aA  E  D  F  I  G  I  Y  L  Y  D  G  E  D  K  R  I  Q  G  V  T  S  A  T  N  Y  R  E  Ia 

3472 ggcattgtgcatcatctccctgcctctggccggtacgctctctgcgccacgtgtccgcgtggcaatggcgttgtgccgtgcaaggtggag 

     aG  I  V  H  H  L  P  A  S  GaaR  Y  A  L  C  A  T  C  P  R  G  N  G  V  V  P  C  K  V  Ea  

3562 gctgtcggcgtggagtcggcacacgtacgcatcacggaccctcccgacgacgctagagagcttggggaagtggacctggactttcttgac 

     aA  V  G  V  E  S  A  H  V  R  I  T  D  P  P  D  D  A  R  E  L  G  E  V  D  L  D  F  L  D  

3652 gtggaaccggagtccgttccgcttgatgatcttgcactgcatgatgacgaggcttttaagggcctgcttgccgagttgaagaagttacac 

      V  E  P  E  S  V  P  L  D  D  L  A  L  H  D  D  E  A  F  K  G  L  L  A  E  L  K  K  L  H  

3742 aaggaccctgaaggaaatgcggacgagatcagtgccgttgagaatcagataaacgatcatgcacacattctggcaaagaagattctcgga 

      K  D  P  E  G  N  A  D  E  I  S  A  V  E  N  Q  I  N  D  H  A  H  I  L  A  K  K  I  L  Ga 

3823 aaggatcgagcaaggtacctccctgggcgcgaccttgatttgttgaatcccattcttgactccaatgttgactacatggatagcgaacgc 

     aK  D  R  A  R  Y  L  P  G  R  D  L  D  L  L  N  P  I  L  D  S  N  V  D  Y  M  D  S  E  Ra  

3922 aatcggtatggactgaagaaggacccacgaaatgcgaccaaggtgcaatttgtcgaagaggtcctccagaagaaggcggatgccattgct 

     aN  R  Y  G  L  K  K  D  P  R  N  A  T  K  V  Q  F  V  E  E  V  L  Q  K  K  A  D  A  I  Aa 

4012 gagaaagccaaagagcccgacattctatttcttgacccggcaccggagggcattcctattcaggacatgcttcttatgggggattctgca 

     aE  K  A  K  E  P  D  I  L  F  L  D  P  A  P  E  G  I  P  I  Q  D  M  L  L  M  G  D  S  Aa 

4102 tttgccgcatctgcgcgtgagcgcatgaaactgaagagtaatcctgttgcgaatgcgagcaagatcagtgcccttgaggaggagatggat 

      F  A  A  S  A  R  E  R  M  K  L  K  S  N  P  V  A  N  A  S  K  I  S  A  L  E  E  E  M  D  

4192 caacgtgctcatgtattggctaagcagttgcgtgccaaagagcgcactttccttgatccagagcctgagggtgttccacttgagttgctt 

      Q  R  A  H  V  L  A  K  Q  L  R  A  K  E  R  T  F  L  D  P  E  P  E  G  V  P  L  E  L  L  

4282 tcattaaatgaaaatgaggcctttcaggaattggagcgagagcttcgtgccctaaatcgcaaaccccggaaggatgccaaagcaatagtt 

      S  L  N  E  N  E  A  F  Q  E  L  E  R  E  L  R  A  L  N  R  K  P  R  K  D  A  K  A  I  V  

4372 gctctagaaaatgatttgcttgaccgaacaaacgtgcttgccaaggag 

      A  L  E  N  D  L  L  D  R  T  N  V  L  A  K  Ea   

 

Figura 27. Construção calpaína B: região H49 degenerado/calpaína expressa em fusão com GST. Esquema 

mostrando a região do gene XM_ 804900 clonada e expressa no vetor pGEX-3X. H49Calpex1 e H49Calpex2 são os 

iniciadores com sítios de restrição BamHI e EcoRI, respectivamente. Também é mostrada a seqüência de 

nucleotídeos e aminoácidos da região clonada, em verde o códon de iniciação. As regiões em negro correspondem à 

seqüência sem domínios conservados da calpaína, em branco são representados os blocos de repetições H49 

degeneradas.  
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Figura 28. Expressão da proteína recombinante de GST/calpaína B. Painel A. Gel poliacrilamida (10%) corado 

com azul de Coomassie. 1) E. coli BL21. 2) Proteína recombinante GST-H49 degenerado/calpaína induzida com 

IPTG 0,6 mM. 3) Proteínas de E. coli não transformadas com o vetor pGEX-3X. 4) Bactéria E. coli transformada 

com plasmídeo pGEX-3X sem inserto. Painel B. Western blotting. Reação com o anticorpo anti-GST diluído 

1/8000. Na parte superior da figura é mostrado um esquema do gene XM_804900 indicando a região clonada e 

expressa em fusão com GST. 
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4.4.4 Purificação das proteínas H49, calpaína e H49 deg-calpaína em fusão com GST 
 

A proteína recombinante H49 foi purificada por cromatografia em coluna de Glutatione 

Sepharose. Na figura 29 são mostradas as amostras coletadas após a eluição por competição com 

glutationa reduzida (ver Material e Métodos 4.17.3). 

 

 
Figura 29. Purificação da proteína recombinante GST-H49. Gel de poliacrilamida (10%) corado com azul de 

Coomassie. A proteína GST-H49 purificada é observada em cada um dos eluatos como uma banda de 66 KDa após 

da eluição com glutationa reduzida. PM: Marcador de peso molecular. 

 

A purificação das proteínas recombinantes (Cys-Pc) e H49 degenerado/calpaína em fusão 

com GST foi realizada por eluição das proteínas do gel de poliacrilamida, porque eles são 

insolúveis. Na figura 30 são mostradas as proteínas obtidas após a purificação. 
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Figura 30. Purificação das proteínas recombinantes Calpaína A (Cys-Pc) e Calpaína B (H49 

degenerado/calpaína em fusão com GST). A) Proteína GST-calpaína A purificada (banda de 65 kDa). B) Proteína 

GST- Calpaína B (H49 degenerado/calpaína) purificada (banda de 66 kDa).  

 

As proteínas recombinantes H49, calpaína A (Cys-Pc) e calpaína B em fusão com GST 

foram utilizadas para gerar anticorpos policlonais em camundongo e coelho. Os anticorpos foram 

utilizados em estudos de Western blotting e imunofluorescência indireta. 

 

4.4.5 Reatividade de soros policlonais anti-calpaína A, anti-calpaína B e anti-H49  
 

Camundongos Balb/c e coelhos da linhagem Nova Zelândia foram imunizados com as 

proteínas recombinantes em fusão com GST. Os soros foram testados contra as proteínas 

recombinantes, GST e extrato de parasitas por Western blotting e ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay). Os soros anti-calpaína A e anti-calpaína B foram analisados unicamente 

por immunobloting devido à insolubilidade das proteínas recombinantes. 

 

Na figura 31 são mostradas as reações com as respectivas proteínas recombinantes para 

cada um dos soros. Os anticorpos presentes nos soros de camundongo e coelho reconheceram 

fortemente as proteínas recombinantes. 
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A reatividade dos soros anti-calpaína B com a proteína recombinante H49 foi analisada por 

Western e dot blotting. O soro de coelho contra a repetição degenerada reagiu fortemente com o 

imunógeno (linha 1) e com menor intensidade com o H49 (linha 2) (Fig. 32A). No dot blotting, 

os soros de camundongo e coelho reconheceram fracamente a proteína H49. Ao contrário, um 

forte sinal foi visto com o soro anti-H49 em todas as diluições utilizadas (Fig. 32 B e C). 

 

 
 
Figura 31. Reatividade dos soros anti-calpaína e H49 com as proteínas recombinantes. Os soros anti-H49, anti-

calpaína A e anti-calpaína B foram testados com 2 e 5 µg das respectivas proteínas recombinantes por 

immunoblotting. Linhas 1, 3 e 5, soros de camundongo anti-H49 (1/500), anti-calpaína A (1/150) e anti-calpaína B 

(1/150), respectivamente. Linhas 2, 4 e 6, soros de coelho anti-H49 (1/4000), anti-calpaína A (1/150) e anti-calpaína 

B (1/150), respectivamente. A revelação foi feita por quimiluminescência utilizando anti-IgG conjugado à 

peroxidase de camundongo (1/500) e coelho (1/4000). As diluições dos soros estão indicadas entre parênteses. 
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Figura 32. Reatividade do soro anti-calpaína B com a proteína recombinante H49. (A) Western blotting. 

Reatividade das proteínas recombinantes calpaína B (1) e H49 (2) com o soro de coelho anti- H49 

degenerado/calpaína (1/250) e anti-IgG conjugado peroxidase (1/7000). (B e C) Dot blotting das proteína 

recombinante H49 (1,2 µg/dot) com soros de coelho e camundongo anti-H49 e anti-calpaína em diferentes diluições. 

O immunoblotting foi revelado por quimiluminescência utilizando anti-IgG conjugado à peroxidase de coelho 

(1/4000) e camundongo (1/6000). As diluições dos soros estão indicadas entre parênteses. 

 

4.4.6 Reatividade do soro anti-GST em extrato de proteínas de T. cruzi 

 
Os soros policlonais foram obtidos por imunização com proteínas recombinantes em fusão 

com GST, portanto, anticorpos anti-GST podem estar presentes no soro. Assim, foi avaliada a 

reatividade do soro anti-GST obtido pela imunização com a proteína GST em extratos de 

epimastigotas da cepa G e do clone CL Brener. Os soros anti-GST de camundongo e coelho não 

reagiram com extrato de epimastigotes da cepa G (Fig. 33). Enquanto o soro anti-GST de coelho 

reagiu fracamente com o extrato do clone CL Brener (Fig. 33). Assim, os soros anti-proteína 

recombinante foram imunopurificados ou adsorbidos com extrato de bactérias de E. coli que 

expressam GST, para evitar possível reatividade cruzada. 
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Figura 33. Reatividade do soro anti-GST com extratos de T. cruzi. Dot blotting que mostra a reatividade dos 

soros anti-GST e anti-H49 de camundongo (A) e coelho (B) com os extratos de epimastigotas da cepa G e clone 

CLB de T. cruzi. A revelação foi feita por quimiluminescência utilizando anti-IgG conjugado à peroxidase de 

camundongo (1/6000) e coelho (1/4000). As diluições dos soros estão indicada acima da figura e entre parenteses. 

 

4.4.7 Reatividade dos anticorpos policlonais anti-H49, anti-calpaína A e anti-calpaína B 

com epimastigotas da cepa G e do clone CL Brener  

 

Epimastigotas foram lisados em uma solução contendo Triton X-100, inibidores de 

proteases que permitem preservar as proteínas de proteases intracelulares, tampão PIPES e sais 

que ajudam a estabilizar microtúbulos que são componentes do citoesqueleto do parasita. Após a 

centrifugação, as proteínas insolúveis pertencentes ao citoesqueleto e as proteínas associadas ao 

citoesqueleto do parasita estão presentes no precipitado. 

 

Os anticorpos anti-H49 reconheceram duas bandas de elevada massa molecular (>240 

kDa) na cepa G e no clone CL Brener (Fig. 34). Os anticorpos contra a região catalítica (Cys-Pc) 

da calpaína reconheceram no clone CL Brener quatro bandas de 56, 60, 170 e ~240 kDa. Na 

cepa G foram identificadas três bandas de 56, 60 e ~240 kDa. A banda de ~240 kDa coincide em 

tamanho com a banda reconhecida pelos anticorpos anti-H49, indicando que essa banda 

corresponde à calpaína com a repetição H49 na sua seqüência. As bandas menores identificadas 

pelo soro anti-calpaína A são calpaínas sem a repetição H49. 

 

Na figura 34 foram incluídos somente os precipitados obtidos após a lise com o detergente. 

Nos sobrenadantes também foram identificadas as proteínas detectadas nos precipitados, 
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indicando que uma porção das proteínas associadas ao citoesqueleto pode ser solubilizada 

quando tratada com detergente. 

 

 
Figura 34. Western blotting mostrando a reatividade dos anticorpos anti-H49 e anti-calpaína A com extratos 

protéicos do clone CL Brener e cepa G. A fração insolúvel contendo o citosqueleto foi ressuspensa em tampão de 

amostra denaturante e as proteínas separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (5%) contendo SDS. As 

membranas de nitrocelulose formam incubadas com os anticorpos H49 e calpaína A nas diluições indicadas na 

figura.  
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Figura 35. Western blotting mostrando a reatividade dos anticorpos anti-calpaína B com as frações solúvel e 

insolúvel de epimastigotas da cepa G. As proteínas presentes nas frações solúvel (S) e insolúvel (P) foram obtidas 

por centrifugação do lisado celular obtido com Triton X-100. As proteínas foram separadas por eletroforese em gel 

de poliacrilamida (5%) contendo SDS. As membranas denitrocelulose foram incubadas com anticorpos anti-calpaína 

B nas diluições indicadas.  

 

Como mostrado na figura 35, o anticorpo anti-calpaína B reconheceu duas bandas de 170 e 

>220 kDa na fração de citosqueleto P (precipitado). Entretanto, no sobrenadante (S) o soro 

reagiu com o número maior de proteínas de diferentes tamanhos, e também com as proteínas de 

170 e >220 kDa. Esses resultados mostram que o soro contra a repetição degenerada reconhece 

fracamente uma banda de alto tamanho molecular que também é reconhecida pelos anticorpos 

contra a repetição conservada de H49. 
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4.4.8 Localização celular das proteínas H49, Calpaína A e Calpaína B por 

imunofluorescência indireta em epimastigotas de T. cruzi 

 

4.4.8.1 Localização celular de calpaína A (domínio catalítico Cys-Pc) 
 

A reação de imunofluorescência de epimastigotas do clone CL Brener, fixados com 

paraformaldeido (2%) e permeabilizados com Triton X-100 (0,1%), com os anticorpos anti-

calpaína A apresentou um padrão de marcação intracelular. Os anticorpos de camundongo e 

coelho reconheceram componentes no citoplasma, principalmente, em volta do núcleo e no 

flagelo, mas a marcação neste ultimo foi fraca (Fig. 36). Os parasitas não permeabilizados não 

apresentaram marcação. 

 

 

 

Figura 36. Localização celular da calpaína A (domínio catalítico Cys-Pc) por imunofluorescência em 

epimastigotas do clone CL Brener. Reatividade com anticorpos de camundongo anti-Calpaína A (1/20). Revelação 

com anticorpos-anti-imunoglobulinas de camundongo conjugado com fluoresceína (FITC) (1/50). a) anti-calpaína; 

b) DAPI (1/30); c) contraste de fase; d) sobreposição de anti-calpaína e DAPI. As diluções dos anticorpos e DAPI 

estão indicadas entre parêntese. Barra=5µm. 
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4.4.8.2 Localização celular do antígeno H49 
 

A reação com o anticorpo anti-H49 foi intensa com padrão de marcação claramente 

definido, localizado exclusivamente na região onde o flagelo adere ao corpo do parasita 

denominada de FAZ (Flagellar Attachment Zone) (Figs. 37 e 38). A imunolocalização revelou 

também que o H49 não está presente, na região anterior do parasita, onde o flagelo torna-se livre 

(Fig. 38). Por microscopia de epifluorescência verificamos que o H49 está restrito a FAZ em 

epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos permeabilizados da cepa G e do clone CL Brener 

(Fig. 37 e 38) vide também Anexo IV. 

 

 

 

Figura 37. Localização celular das repetições H49 por imunofluorescência em epimastigotas do clone CL 

Brener. Reatividade com anticorpos de camundongo anti-H49 (1/20). Revelação com anticorpos-anti-

imunoglobulinas de camundongo conjugado com fluoresceína (FITC) (1/50). a) anti-calpaína; b) DAPI (1/30); c) 

contraste de fase; d) sobreposição de anti-H49 e DAPI. As diluções dos anticorpos e DAPI estão indicadas entre 

parêntese. Barra=5µm. 
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A 

 

B 

 

 

Figura 38. Localização celular das repetições H49 por imunofluorescência em epimastigotas e tripomastigotas 

metacíclicos da cepa G. Os epimastigotas (A) e tripomastigotas (B) foram tratados com Triton X-100 (0,1%) e 

fixados com paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de camundongo anti-H49 (1/100). Revelação com 

anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo Alexa 488 (1/80). a) anti-H49; b) DAPI (1/30); c) contraste de 

fase; d) sobreposição de anti-H49, contraste de fase e DAPI. As diluições dos anticorpos e DAPI estão indicadas 

entre parênteses. A seta indica o término da região FAZ. Barra=5µm. 
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4.4.8.3 Ensaios de colocalização entre as repetições H49 e o domínio catalítico Cys-Pc 

(calpaína A)  

 

A figura 39 mostra os ensaios de colocalização entre a repetição H49 e o domínio Cys-Pc 

da calpaína. Como mostrado anteriormente, o anticorpo anti-calpaína A (Cys-Pc) reagiu com 

componentes do citoplasma e o anticorpo anti-H49 com a região FAZ do parasita. Os epítopos 

reconhecidos pelos anticorpos anti-calpaína e anti-H49 parecem estar muito próximos, mas é 

difícil afirmar que eles colocalizam. 

 

A 

 

                                          B                                                     C 

    
Figura 39. Imunofluorescência calpaína A e H49. Formas epimastigota (A) e tripomastigota metacíclico (B) da 

cepa G permeabilizados com saponina (0,1%) e fixados com paraformaldeido 2%. Foram utilizados os anticorpos: 

anti-H49 camundongo (1/20) e anti-calpaína coelho (1/80); anticorpos secundário anti-camundongo Cy3 (1/50) e 

anti-coelho FITC (1/50). C) Epimastigotas do clone CL Brener permeabilizados com Triton X-100 (0,1%). 

Anticorpos: anti-H49 camundongo (1/20) e anti-calpaína coelho (1/80); anticorpos secundário anti-camundongo 

FITC (1/50), anti-coelho Texas Red (1/80) e DAPI (1/30). As diluições dos anticorpos e DAPI estão indicadas entre 

parênteses. Barra=5µm. 
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4.4.8.4 Localização celular da Calpaína B (H49 degenerado/calpaína) 
 

Epimastigotas permeabilizados do clone CL Brener foram incubados com anticorpos anti-

calpaína B. O antissoro reagiu com componentes ao longo do flagelo, isto é, na região FAZ e na 

porção do flagelo que encontra-se livre na região anterior do parasita. Também foi observada 

fluorescência fraca, mas sem padrão definido, no citoplasma do parasita. Assim, a proteína 

identificada pelo anticorpo contra o H49 degenerado/calpaína, localiza-se no corpo e ao longo do 

flagelo (Fig. 40). 

 

 

 

 

 

Figura 40. Localização celular da calpaína B por imunofluorescência em epimastigotas do clone CL Brener. 

Os parasitas foram tratados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com paraformaldeído (2%). Reatividade com 

anticorpos de camundongo anti-calpaína B (1/20). Revelação com anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo 

FITC (1/80). a) anti-calpaína B; b) DAPI (1/30); c) contraste de fase; d) sobreposição de anti-calpaína B, contraste 

de fase e DAPI. As diluições dos anticorpos e DAPI estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 

 

 

 

 



Resultados 

 96

4.4.9 Localização das proteínas H49 e calpaína em citoesqueleto de epimastigotas de T. 

cruzi por imunofluorescência indireta 

 

Com a finalidade de verificar se existe associação de H49 e calpaína ao citoesqueleto do T. 

cruzi, epimastigotas do clone CL Brener foram lisados com detergente não iônico (NP-40 ou 

Triton X-100) obtendo-se citoesqueletos destas formas (Material e Método 3.26.3). Após o 

tratamento com detergente, as proteínas solúveis foram eliminadas por lavagens sucessivas, de 

modo que somente as proteínas insolúveis (citoesqueleto) foram analisadas por 

imunofluorescência. Como mostrado nas figuras 41 (extração com Triton X-100) e 42 (extração 

com NP-40), os anticorpos anti-H49 identificaram a este antígeno como associado ao 

citoesqueleto com o padrão puntiforme, exclusivamente na região do FAZ. Ao contrário, o 

anticorpo anti-calpaína (Cys-Pc) reagiu com componentes do citoesqueleto do corpo e ao longo 

do flagelo. Padrão de marcação semelhante foi observado com o anticorpo anti-calpaína B (H49 

degenerado/calpaína). Esta proteína esta associada ao microtúbulos subpeliculares do corpo e do 

flagelo (Fig. 43). A figura 44 mostra a colocalização das calpaínas A e B em preparações de 

citoesqueleto de epimastigotas lisados com NP-40 (0,5%). 

 
 

 
 
Figura 41. Localização das proteínas H49 e calpaína A em citoesqueleto de epimastigotas do clone CL Brener 

obtido por lise com Triton X-100. Os parasitas foram lisados com Triton X-100 (1%) e fixados com 

paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de camundongo anti-H49 (1/20) e anti-calpaína A (Calp A) de 

coelho (1/80); sobreposição de anti-H49 e Calp A (Merge). Revelação com anticorpos anti-imunoglobulinas de 

camundongo FITC (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho Texas Red (1/80) e DAPI (1/30). As diluições dos 

anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 
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Figura 43. Localização das proteínas H49 e calpaína B em citoesqueleto de epimastigotas do clone CL Brener 

obtido por lise com NP-40. Os parasitas foram lisados com NP-40 (0,5%) e fixados com paraformaldeído (2%). 

Reatividade com anticorpos de camundongo anti-H49 (1/20) e anti-calpaína B (Calp B) de coelho (1/80); 

sobreposição de anti-H49 e Calp A (Merge); contraste de fase da preparação. Revelação com anticorpos anti-

imunoglobulinas de camundongo Alexa 488 (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho Cy3 (1/50) e DAPI (1/30). As 

diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 
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Figura 44. Localização das calpaínas A e B em citoesqueleto de epimastigotas do clone CL Brener obtido por 

lise com NP-40. Os parasitas foram lisados com Nonidet P-40 (0,5%) e fixados com paraformaldeído (2%). 

Reatividade com anticorpos de camundongo anti-calpaína B (Calp B) (1/20) e anti-calpaína A (Calp A) de coelho 

(1/80); sobreposição de Calp A e Calp B (Merge); contraste de fase da preparação. Revelação com anticorpos anti-

imunoglobulinas de camundongo Alexa 488 (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho Cy3 (1/50) e DAPI (1/30). As 

diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 

 

4.4.10 Imunofluorescência indireta com marcadores da região FAZ, estrutura paraflagelar 

e membrana flagelar em epimastigotas do clone CL Brener  

 

Os anticorpos monoclonais de camundongo denominados 4D9 e 1B10 (gentilmente 

cedidos pelo Prof. Dr. Renato Mortara) reconhecem a região FAZ e a estrutura paraflagelar, 

respectivamente. Esses dois anticorpos foram utilizados em ensaios de imunofluorescência em 

epimastigotas do clone CL Brener com o objetivo de confirmar a localização de calpaína e H49. 

O padrão de marcação com o monoclonal 4D9 foi o mesmo que com anti-H49, ambos os 
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antígenos estão localizados na região FAZ (Fig. 45). A calpaína A está distribuída pelo 

citoplasma e ao longo do flagelo (Fig. 45). 

 

O anticorpo monoclonal denominado CBP (Calcium Binding Protein), obtido por Engman 

et al. (1989) e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Sérgio Schenkman, reconhece uma proteína 

ligante a cálcio no flagelo de T. cruzi. Ao comparar os padrões de fluorescência das proteínas 

H49 e CBP (Calcium Binding Protein) observamos diferenças notórias. A CBP está localizada 

na membrana do flagelo, a marcação se estende desde da bolsa flagelar até a porção final do 

flagelo (Fig. 46). Por outro lado, o antígeno H49 é encontrado exclusivamente na região do FAZ 

e não apresenta padrão de marcação de membrana como CBP. A imunofluorescência com 

calpaína corrobora a localização no citoplasma e ao longo do flagelo. Ela também não apresenta 

um padrão de marcação de membrana (Fig. 46).  

 

O anticorpo 1B10 marca a estrutura paraflagelar que acompanha o axonema no interior do 

flagelo. Este padrão de fluorescência é diferente do observado com os anticorporpos anti-H49 e 

calpaína, indicando que o H49 e calpaína não se encontram associados à estrutura paraflagelar 

(Fig. 47). 
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Figura 45. Imunofluorescência com um marcador específico (anticorpo monoclonal 4D9) da estrutura FAZ 

de T. cruzi. Epimastigotas do clone CL Brener foram tratados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com 

paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de camundongo anti-calpaína A (Calp A) (1/100); anticorpo 

monoclonal 4D9 (1/30); anticorpos de coelho anti-H49 (1/200); sobreposição entre os diferentes antígenos (Merge); 

contraste de fase. Revelação com anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo FITC (1/80) e anti-

imunoglobulinas de coelho Texas Red (1/80) e DAPI (1/80). As diluições dos anticorpos estão indicadas entre 

parênteses. Barra=5µm. 
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Figura 46. Imunofluorescência com marcador de flagelo (CBP, Calcium Binding Protein) de T. cruzi. 

Epimastigotas do clone CL Brener foram tratados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com paraformaldeído (2%). 

Reatividade com anticorpos de coelho anti-calpaína A (Calp A) (1/100); anticorpo monoclonal CBP (1/30); 

anticorpos de coelho anti-H49 (1/200); sobreposição entre os diferentes antígenos (Merge); contraste de fase. 

Revelação com anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo FITC (1/80) e anti-imunoglobulinas de coelho 

Texas Red (1/80) e DAPI (1/80). As diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 
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Figura 47. Imunofluorescência com marcador da região paraflagelar (anticorpo monoclonal 1B10) do flagelo 

de T. cruzi. Epimastigotas do clone CL Brener foram tratados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com 

paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de coelho anti-H49 (1/200); anticorpo monoclonal 1B10 (1/30); 

sobreposição entre os diferentes antígenos (Merge); contraste de fase. Revelação com anticorpos anti-

imunoglobulinas de camundongo FITC (1/80), anti-imunoglobulinas de coelho Texas Red (1/80) e DAPI (1/30). As 

diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 

4.4.11 Imunofluorescência indireta de marcadores para FAZ, estrutura paraflagelar e 

membrana flagelar em mutantes da GP72 

 

Mutantes nulos (cepa Y) da glicoproteína de 72 kDa (GP72), obtidos por Cooper et al. 

(1993) e gentilmente cedidos pela profa. Dra. Tecia Carvalho, foram analisados por 

imunofluorescência com anticorpos contra componentes do FAZ, estrutura paraflagelar, 

membrana do flagelo, H49 e calpaína. Os parasitas mutantes apresentam uma morfologia 

surpreendente, o flagelo emerge desde a bolsa flagelar, mas não se adere ao corpo, portanto, não 

existe a região de aderência. 

 

Com os anticorpos 4D9, 1B10 e CBP analisamos se houve mudanças na estrutura da região 

do FAZ, a estrutura paraflagelar e membrana do flagelo com relação à localização de H49 e 

calpaína. 

 

A imunomarcação com o anticorpo anti-H49 mostrou que o antígeno H49 está localizado 

ao longo do flagelo e no corpo dos parasitas mutantes (Fig. 48). É importante salientar que em 

parasitas não mutantes, o H49 marca somente na região do FAZ e não foi observada 
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fluorescência no corpo. Com anticorpos contra o domínio catalítico da calpaína (CalpA) foi 

observada fluorescência no corpo e não foi detectada marcação, nem mesmo fraca, no flagelo do 

parasita mutante (Fig. 48). Com o anticorpo anti-calpaína B (H49 degenerado/calpaína) foram 

observadas diferenças notórias entre parasitas mutantes e não mutantes. Observamos um curioso 

padrão segmentado na porção final do flagelo e fluorescência fraca no corpo (Fig. 49). 

 

O anticorpo 4D9, que reage com um componente localizado ao lado do corpo em parasita 

normais, apresentou um padrão de marcação restrito ao bolso flagelar no mutante (Fig. 50). Por 

outro lado, os anticorpos 1B10 e CBP que reconhecem a estrutura paraflagelar e membrana do 

flagelo, respectivamente, não apresentaram mudanças no padrão de fluorescência quando 

comparado aos parasitas não mutantes (Figs 51 e 52). 
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Figura 48. Localização das proteínas H49 e calpaína A em mutantes do gene GP72 por microscopia de 

epifluorescência. Epimastigotas da cepa Y foram permeabilizados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com 

paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de coelho anti-H49 (1/200) e anti-calpaína A (Calp A) de 

camundongo (1/30); sobreposição de anti-H49 e Calp A (Merge); contraste de fase. Revelação com anticorpos anti-

imunoglobulinas de camundongo FITC (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho Texas Red (1/50) e DAPI (1/30). 

As diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 

 

 

 

Figura 49. Localização das proteínas H49 e calpaína B em mutantes do gene GP72 por microscopia de 

epifluorescência. Epimastigotas da cepa Y foram permeabilizados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com 

paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de coelho anti-H49 (1/200) e anti-calpaína B (Calp B) de 

camundongo (1/30); sobreposição de anti-H49 e Calp B (Merge); contraste de fase. Revelação com anticorpos anti-

imunoglobulinas de camundongo FITC (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho Texas Red (1/50) e DAPI (1/30). 

As diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 
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Figura 50. Localização da proteína H49 e de componentes da região FAZ em mutantes do gene GP72 por 

microscopia de epifluorescência. Epimastigotas da cepa Y foram permeabilizados com Triton X-100 (0,1%) e 

fixados com paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de coelho anti-H49 (1/200) e anticorpo monoclonal 

4D9 (1/50), especifico para a região FAZ; sobreposição de anti-H49 e 4D9 (Merge); contraste de fase. Revelação 

com anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo FITC (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho Texas Red 

(1/50) e DAPI (1/30). As diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 

 

 

 

 

Figura 51. Localização das proteínas H49 e CBP (Calcium Binding Protein) em mutantes do gene GP72 por 

microscopia de epifluorescência. Epimastigotas da cepa Y foram permeabilizados com Triton X-100 (0,1%) e 

fixados com paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de coelho anti-H49 (1/200) e anticorpo monoclonal 

anti-CBP (1/50), especifico para a região FAZ; sobreposição de anti-H49 e CBP (Merge); contraste de fase. 

Revelação com anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo FITC (1/50) e anti-imunoglobulinas de coelho 

Texas Red (1/50) e DAPI (1/30). As diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses. Barra=5µm. 
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Figura 52. Localização da proteína H49 e de componentes da estrutura paraflagelar em mutantes do gene 

GP72 por microscopia de epifluorescência. Epimastigotas da cepa Y foram permeabilizados com Triton X-100 

(0,1%) e fixados com paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de coelho anti-H49 (1/200) e anticorpo 

monoclonal 1B10 (1/50), especifico para a região paraflagelar; sobreposição de anti-H49 e 1B10 (Merge); contraste 

de fase. Revelação com anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo FITC (1/50) e anti-imunoglobulinas de 

coelho Texas Red (1/50) e DAPI (1/30). As diluições dos anticorpos estão indicadas entre parênteses.  

Barra=5µm.
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No presente trabalho, prosseguimos o estudo do gene H49 iniciado nos anos 90. Na época, 

a caracterização molecular do gene que codifica o antígeno imunodominante H49, mostrou que 

ele é composto de repetições em tandem de 204 pb (68 aa), está presente em pequeno número de 

cópias, localizadas nos cromossomos XVI e XVII. O tamanho do transcrito H49 é de cerca de 8 

Kb, suficiente para codificar uma proteína de massa molecular >240 kDa. Adicionalmente, 

estudos de microscopia eletrônica mostraram que o antígeno H49 está associado ao citoesqueleto 

na região de aderência entre o flagelo e o corpo do parasita.  

 

Por outro lado, foi visto que o antígeno H49 reage com anticorpos presentes no soro de 

pacientes chagásicos crônicos, por esse motivo pode ser utilizado em testes sorodiagnósticos 

para a doença de Chagas. A intensa reatividade do antígeno com os anticorpos de pacientes 

chagásicos é devido à presença de repetições de aminoácidos altamente conservadas. O antígeno 

H49 é encontrado em todas as formas de vida do parasita, presumindo-se que ele tenha 

importante função biológica ainda não claramente estabelecida.  

 

Essas informações e os dados do sequenciamento do genoma de T. cruzi foram 

aproveitados na tentativa de compreender a função biológica do H49. A repetição de 68 aa do 

antígeno H49 foi comparada com as seqüências depositadas no banco de dados do NCBI 

utilizando o programa Blastp. Verificamos que a repetição H49 está inserida nos genes de 

calpaína-like e calpaína-cisteína peptidases de T. cruzi (Fig. 9). 

 

A relação entre as repetições H49 e calpaína foi estudada sob dois aspectos: 1) organização 

genômica por análise informática, Southern blotting, chromoblotting e amplificação por PCR de 

seqüências calpaína e H49 em DNA genômico, cDNA e clones de YACs; 2) localização celular 

da proteína H49/calpaína por imunofluorescência indireta no parasita e análise da tradução por 

western blotting. A discussão apresentada a seguir foi estruturada de acôrdo com estes dois 

tópicos. Finalmente, propomos um modelo sobre a função dos genes H49/calpaína considerando 

as informações coletadas. 

 

5.1 Estrutura e organização dos genes H49/calpaína 
 

Dos alinhamentos utilizando diferentes programas de BLAST com a seqüência de 

nucleotídeos ou de aminoácidos da repetição H49 (Tabela 2) foram escolhidos os alinhamentos 
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gerados pelo programa tblastn que inclui as 8 calpaínas que possuem a repetição H49 (Fig. 11). 

Os genes calpaínas contendo a repetição H49 foram denominados H49/calpaínas. 

 

A análise de 84 alinhamentos gerados por tblastn permitiu agrupar as seqüências H49 

presentes nas calpaínas em dois grupos denominados arbitrariamente de H49 conservado 

(identidade superior a 80%) ou de degenerado (identidade inferior a 80%) com relação à 

seqüência H49 caracterizada por Cotrim et al. (1990). A maior parte das repetições corresponde 

à repetição H49 degenerada (61/84) com identidade de 40-60% (Fig. 8). As informações 

disponíveis não permitem inferir se as repetições conservadas derivam das degeneradas ou vice-

versa. Porém, sabemos que a conversão gênica ocorre em tripanossomas, este mecanismo 

genético poderia explicar a diminuição de identidade com a seqüência original. 

 

Anteriormente, não tinha sido descrito na literatura a presença e distribuição da repetição 

H49, seja ela conservada ou degenerada, em genes anotados como calpaína em T. cruzi CL 

Brener. Utilizando o programa blastn foi visto que em três (XM_799896; XM_797463; 

XM_799016) das oito calpaínas estudadas, a repetição H49 conservada (identidade de 90-100%), 

está situada em uma das extremidades do contig (Fig. 10). É possível que as calpaínas 

(XM_797463 e XM_799896) sejam parte do mesmo gene, mas devido à presença de repetições 

conservadas nas extremidades os contigs não foram sobrepostos.  

 

O restante das seqüências H49/calpaínas (85%) depositadas no banco de dados apresenta a 

repetição H49 degenerada amplamente distribuída nas H49/calpainas (Fig. 8). No gene 

H49/calpaína (XM_804900), que codifica uma proteína de 520 kDa, as repetições degeneradas 

estão localizadas na região central da molécula, sendo flanqueadas por domínios Cys-Pc (Fig. 

11). Em T. brucei, a distribuição das repetições degeneradas é similar a de T. cruzi. 

Identificamos por tbalstn (query, repetição H49 conservada) dois genes calpaínas–like 

(XM_823109 e XM_823111) que codificam proteínas de massa molecular 658 e 661 kDa, 

respectivamente, e outro gene calpaína (XM_823110) que codifica uma proteína de 158 kDa. A 

organização dos domínios II e das repetições degeneradas no gene XM_823109 de T. brucei é 

similar ao gene H49/calpaína (XM_804900), provavelmente, trata-se de genes ortólogos. 

 

As calpaínas clássicas possuem seis domínios característicos, quatro na subunidade de 80 

kDa e dois na subunidade de 28 kDa. A atividade catalítica é determinada pela presença da triade 

catalítica (CHN) presente no domínio II (Cys-Pc) e pelos motivos EF-hand que se ligam a 
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cálcio, presentes no domínio IV (Goll et al., 2003). As calpaínas que diferem desta configuração 

são anotadas como “calpain-like” (CALP) (Ono et al., 1998a). 

 

As oito H49/calpaínas de T.cruzi podem ser classificadas como calpain-like (CALP), 

porém, duas delas (XP_804109 e XP_804989) estão anotadas como “calpain cysteine peptidase, 

putative”. É interessante notar que a proteína XP_804989 (Tc00.1047053511441.10) foi 

classificada como CALP no trabalho de Ersfeld et al.( 2005). 

 

Considerando a classificação de Ersfeld et al. (2005), seis das H49/calpaínas, apresentam o 

domínio I e o domínio heterogêneo (Dom IH) maior do que 18 a 20 aa, mas não apresentam 

motivos de acilação. Calpaínas com essas características não tinham sido identificadas no 

trabalho de Ersfeld et al. (2005). Portanto, nós propomos incluir nesta classificação, esse novo 

grupo de calpaínas que apresenta somente o domínio IH. O domínio IH é composto 

principalmente por repetições H49 degeneradas. A proteína (XP_804109) apresenta repetições 

H49 conservadas na região carboxi-terminal. As outras H49/calpaínas (XP_809993 e 

XP_804989) não apresentam o domínio I. 

 

Duas H49/calpaínas (XP_806304 e XP_814332) poderiam ser classificadas como do grupo 

2 (IH,II,III,C), mas apresentam repetições H49 degeneradas no domínio IH. A proteína 

XP_804989 foi identificada e classificada no grupo 5 (R,II,C) por Ersfeld et al. (2005). Porém, 

esta sequência foi atualizada no GenBank do NCBI, incorporando-se um domínio III depois do 

domínio II (região em aa 941-1075). Em Junho de 2009, essa alteração foi anulada restando 

apenas o domínio II (Cys-Pc). A proteína XP_809993 foi classificada por Ersfeld et al. (2005) no 

grupo 4 (II,III,II,III,R,II,III,C), porém, a sequência depositada no GenBank não apresenta as duas 

cópias do domínio III localizadas antes das repetições (figura 11).  

 

O alinhamento do domínio II das calpaínas em T. cruzi (Fig. 14), incluindo as 

H49/calpaínas, mostrou que este domínio é conservado, porém a tríade catalítica (CHN) não se 

encontra intacta. Não é sabido se calpaínas com a tríade modificada possuem atividade 

proteásica ou se elas tem outras funções ainda não conhecidas (Goll et al., 2003; Ersfeld et al., 

2005; Croall e Ersfeld, 2007). A existência de outras calpaínas em T. cruzi que não possuem a 

repetição H49 sugere que elas exerçam funções diferentes. A árvore filogenética construída com 

os domínios cataliticos Cys-Pc das calpaínas com ou sem a repetição H49 mostrou que as 
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sequências H49/calpaínas formam um grupo distinto (boostrap 100%), sugerindo que isto tenha a 

ver com uma função diferente exercida por estas proteínas. 

 

Como descrita por Ersfeld et al. (2005), identificamos a presença do motivo KAYAK no 

domínio II em todas as proteínas. O motivo KAYAK, não tem função conhecida, está 

conservado nas quatro H49/calpaínas que possuem domínio II, que constituem um grupo distinto 

na reconstrução filogenética (Fig. 17). É interessante notar que os três domínios II (Cys-Pc) 

encontrados na proteína H49/calpaína (XP_809993) apresentam divergências entre si que fazem 

que na reconstrução filogenética elas fiquem em diferentes ramos. Isto reforça a idéia da 

ocorrência de múltiplos eventos de duplicação genética, sugerindo a idéia de um ancestral 

comum contendo o domínio II das H49/calpaínas de T. cruzi (Ersfeld et al., 2005). 

  

O domínio III é similar entres as calpaínas, sugerindo uma função reguladora da atividade 

catalítica da proteína por meio de algum mecanismo independente de motivos EF-hands. Tem 

sido sugerido que o domínio III interage com a membrana plasmática, uma etapa imprescindível 

na ativação das calpaínas (Molinari e Carafoli, 1997; Strobl et al., 2000; Moldoveanu et al., 

2004; Suzuki et al., 2004). 

 

A arquitetura e função das calpaínas são variadas e complexas. A existência de calpainas 

com diferentes domínios (calmodulina, SOHL, etc) e isoformas (CANP3, micro e mili-calpaína, 

etc) é um indicativo da complexa evolução destas proteínas. A organização dos domínios nas 

H49/calpaínas (IH,R; IH,R,II,III,C; II,II,R,II,III,C; R,II,C) mostra a complexidade das calpaínas 

de T. cruzi (Goll et al., 2003);Ono et al., 1998a; Ersfeld et al., 2005). As repetições H49 

poderiam ser consideradas como um domínio adicional nas calpaínas. A importância e presença 

destas repetições serão discutidas no modelo proposto, para explicar a função biológica de 

H49/calpaínas.  

 

Os genes H49/calpaínas estão agrupados em três scaffolds: NW_001849559.1 contendo 5 

genes H49/calpaínas, NW_001849411.1 com 2 cópias e NW_978564.1 com um gene 

H49/calpaína. Os genes H49/calpaína estão agrupados e restritos a dois cromosomos homólogos 

ou em um único cromossomo como acontece em T. brucei e L. major (Ersfeld et al., 2005).  

 

Os resultados obtidos por chromoblotting confirmam a análise do banco de dados. As 

quatro sondas utilizadas: H49, calpaína, H49 conservado/calpaína e H49 degenerado/calpaína 
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hibridizaram nas mesmas bandas cromossômicas XVII e XVI do clone CL Brener indicando que 

os genes H49/calpaína devem estar agrupados e restritos a um ou a dois cromossomos 

homólogos de tamanhos diferentes (Fig. 23). 

 

A presença dos genes H49/calpaína, de outras calpaínas e de proteína radial spoke no 

mesmo lócus em T. cruzi, talvez, tenha algum significado biológico. Como visto nos estudos de 

imufluorescência, as H49/ calpaínas estão localizadas na região do FAZ e a proteína radial spoke 

está localizada no axonema ao interior do flagelo. Sabe-se que a transcrição dos genes em T.cruzi 

é policistrônica (Donelson et al., 1999), embora os transcritos não estejam obrigatoriamente 

envolvidos em uma mesma função celular, é possível que os genes H49/calpaínas e os genes 

localizados na região, cumpram alguma função relacionada com o flagelo.  

 

A amplificação de diferentes fragmentos dos genes H49/calpaína por PCR em DNA 

genômico, cDNA e clones de YACs, mostrou que existem genes de H49/calpaína com repetições 

de H49 conservadas e degeneradas no genoma de T. cruzi, confirmando a informação obtida por 

análise bioinformática. 

 

No DNA genômico de epimastigotas do clone CL Brener foram amplificadas sequências 

de 500 e 1000 pb contendo o domínio catalítico (Cys-Pc) ou da região contendo a repetição H49 

degenerada (Fig. 18). Em cDNA de epimastigotas de CL Brener foram amplificadas as regiões 

citadas acima como também a região contendo a repetição H49 conservada presentes nos genes 

XM_799016 e XM_799896 (Fig. 19). A importância deste resultado é confirmar que as proteínas 

H49/calpaína com repetições conservadas ou degeneradas são efetivamente transcritas. O fato de 

não amplificarmos a região contendo a repetição conservada mais a calpaína em DNA genômico 

pode ser devido ao fato do iniciador H49 ligar-se a várias repetições dificultando a amplificação. 

 

Nos YACs Y9H8 e Y7H8 derivados das bandas cromossômicas XVI e XVII do clone CL 

Brener, respectivamente, conseguimos amplificar a região catalítica (Cys-Pc) das calpaínas (Fig. 

20). Dado que ambos os clones possuem a repetição H49, estes resultados sugerem que eles 

estão relacionados às calpaínas e confirmam que os genes H49/calpaínas estão localizados nas 

bandas XVI e XVII como mostrado por hibridização com as bandas cromossômicas. 

 

O padrão de hibridização da sonda de H49 com o DNA genômico de T. cruzi (Fig. 21 B) 

foi semelhante ao encontrado por Cotrim et al. (1995) e Santos et al. (1999). A sonda hibridizou 
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com 2 bandas de ~23 kb e 9 kb, resultantes de digestão com as enzimas EcoRI, KpnI, EcoRV, 

HaeIII, RsaI e HinfI, e várias bandas menores que 2 kb quando foi utilizada a enzima TaqI. 

Verificamos que as bandas geradas por TaqI apresentam padrão em escada (204 pb do H49) 

mostrado por Cotrim et al. (1995). Este padrão confirma a distribuição em tandem das repetições 

H49 uma vez que elas apresentam um sítio interno para enzima TaqI. Ao comparar o 

autoradiograma obtido com a sonda H49 com os dados in silico (ver Fig. II.2, Anexo II), 

verificamos que o tamanho das bandas obtidas in silico são menores que 9 kb com todas as 

enzimas utilizadas, inclusive com EcoRI. Estas bandas estão presentes nos scaffolds 

NW_001841559.1 e NW_918654.1. No primeiro scaffold estão presentes bandas para todas as 

enzimas de restrição utilizadas e no segundo scaffold as enzimas KpnI e EcoRV não apresentam 

sítios de restrição. 

 

A sonda calpaína (Cys-Pc) hibridizou intensamente com um fragmento EcoRI de ~1 kb e 

com menor intensidade com uma banda de ~20 kb (Fig. 21C).  Com as enzimas KpnI e EcoRV 

foram detectadas bandas de ~20 kb e uma banda de ~2 kb. Com as enzimas HaeIII, RsaI e HinfI 

foram identificadas várias bandas menores de 2 kb, e uma banda adicional de 20 kb na digestão 

com Rsa I. Ao comparar o autoradiograma com os dados in silico (Fig.II.1, Anexo II), 

verificarmos uma razoável concordância entre eles. In silico foram detectadas algumas bandas de 

menor tamanho que pertencem ao scaffold NW_001849559.1. O scaffold NW_001849411.1, que 

contém a repetição H49 degenerada, contém as bandas detectadas pela sonda Cys-Pc. Além 

disso, devemos considerar que a sonda Cys-Pc também hibridiza com seqüências de outros genes 

calpaína que não contém a repetição H49. 

 

Os dados da hibridização e da análise in silico revelam que as repetições H49 conservadas 

não apresentam sítios internos para as enzimas EcoRI, KpnI, EcoRV, HaeIII, RsaI e HinfI. Estes 

resultados sugerem que as repetições H49 conservadas estão organizadas em tandem de tamanho 

razoável. Este arranjo dificulta enormemente o sequenciamento completo do gene H49/calpaína. 

Podemos notar que o único gene H49/calpaína completo (XM_804900, 13.716 nucleotídeos) 

apresenta as repetições H49 degeneradas. Por outro lado, fica evidente que a sonda H49, nas 

condições de hibridização utilizadas, não hibridiza com as repetições H49 degeneradas. 

 

Diante do exposto, verificamos que não é simples comparar os contigs de seqüências com 

os resultados de hibridização, uma vez que ainda não dispomos de um gene H49/calpaína 

completo, contendo repetições H49 conservadas. Gostaríamos de sugerir que o contig 
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AAHK01004515.1, que contém a região amino-terminal de um gene H49/calpaína 

(XM_797463), poderia ser sobreposto ao contig AAHK01002163.1, que contém a região 

carboxi-terminal de outro gene H49/calpaína (XM_799896). 

 

A sobreposição destes 2 contigs pela região contendo a repetição H49 conservada, 

reproduziria um gene H49/calpaína completo mostrado na figura 53. 

 

 
 

Figura 53. Sobreposição dos contigs AAKH01004515.1 (XM_797463) e AAKH01002163.1 (XM_799896) na 

região contendo a repetição H49 conservada. 

 

O perfil de hibridização da sonda contendo a repetição H49 conservada e parte da 

sequência de calpaína (Fig. 21 D) é a combinação dos radiogramas anteriores (Fig. 21 B e C). É 

interessante notar a hibridização da sonda com vários fragmentos de tamanho inferior a 2 kb, 

derivados da digestão com HaeIII, RsaI e Hinf I. Estes fragmentos contêm sequências da região 

não repetitiva do gene H49/calpaína. 

 

O perfil de hibridização da sonda contendo seqüências H49 degenerado e calpaína (Fig.22) 

com o DNA genômico de CL Brener difere dos mostrados anteriormente (Fig. 21). Pode-se notar 

o desaparecimento de uma banda de 23 kb obtida pela digestão com EcoRI, HaeIII, RsaI ou 

HinfI, que reagiu fortemente com as sondas contendo a repetição H49 conservada e o domínio 

catalítico II (Cys-Pc). Algumas das bandas obtidas pela digestão com EcoRI que hibridizaram 

com a sonda H49 degenerado/calpaína também foram detectadas in silico (II.5). 
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Conforme citado anteriormente, a comparação entre os dados de restrição in silico com os 

de hibridização não é uma tarefa simples, uma vez, que nem todas as seqüências H49/calpaínas 

estão representadas no banco de dados. Além disso, a presença de repetições no interior destas 

seqüências dificulta a reconstituição dos genes completos por sobreposição dos contigs.  

 

5.2 Expressão e localização celular das proteínas H49/calpaínas 
 

O primeiro passo no estudo da localização celular de proteínas H49/calpaína foi a 

clonagem e expressão de três proteínas recombinantes que representam diferentes regiões das 

proteínas H49/calpaína: o domínio catalítico (Cys-Pc), as repetições H49 conservadas e 

degeneradas (Fig. 24 a 28). A proteína GST/H49 é solúvel, dado que as repetições H49 são 

formadas por aminoácidos com cadeias laterais hidrofílicas (Cotrim et al., 1990); a proteína 

GST/calpaína B, apesar de ser formada por repetições degeneradas é insolúvel do mesmo modo 

que GST/calpaína A.  

 

A região catalítica (Cys-Pc) da H49/calpaína (XP_804989) foi escolhida para ser expressa 

em fusão com GST, porque o alinhamento dos domínios catalíticos Cys-Pc das H49/calpaína, 

mostrou que ele é altamente conservado entre elas (Fig. 16) e apresenta baixa identidade com 

domínios catalíticos (Cys-Pc) de outras calpaínas que não tem a repetição H49, presentes no 

genoma de T. cruzi (Fig. 14). Por outro lado, decidimos trabalhar com a região H49 

degenerado/calpaína porque nos interessava saber se a proteína H49/calpaína (XP_809993) de 

massa molecular 520 kDa, era expressa e qual era sua localização no parasita. A expressão de 

GST/H49 foi necessária nos estudos de co-localização das proteínas H49/calpaínas e será 

discutido mais adiante.  

 

As proteínas recombinantes purificadas (Fig. 29 e 30) foram utilizadas como imunógenos 

em camundongos e coelhos para obter anticorpos policlonais contra as regiões de interesse, que 

foram utilizados na caracterização de H49/calpaínas. A reatividade de cada um dos soros foi 

testada contra as respectivas proteínas recombinantes (Fig. 31) confirmando a reatividade e 

especificidade. Os anticorpos policlonais de coelho contra calpaína B (repetição H49 

degenerada/calpaína) reagiram fracamente com a proteína recombinante H49, tal como mostrado 

por western blotting (Fig. 32 A) e dot blotting (Fig. 32 B e C), provavelmente devido à baixa a 

identidade com a repetição conservada (42 a 47%). Este resultado sugere que as proteínas 
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H49/calpaína contendo repetição conservada ou degenerada são da mesma família, mas proteínas 

distintas.  

 

Como mostrado no western blotting da fração de citoesqueleto, os anticorpos anti-H49 

reconheceram duas bandas de alto tamanho molecular de aproximadamente 240 kDa. Cotrim et 

al. (1990) mostraram que essas bandas com soro de pacientes chagásicos crônicos. Em T. brucei, 

Vaughan et al. (2008), mostraram que a proteína FAZ1, que contem 36 repetições de 14 aa, 

encontra-se associada ao filamento citoplasmático do FAZ. A proteína apresenta padrão similar 

ao antígeno H49, ou seja, duas bandas >200 kDa. É possível que o antígeno H49 também esteja 

associado ao filamento citoplasmático do FAZ, e que existam outras proteínas associadas além 

do FAZ1. 

 

Em concordância com os resultados acima, anticorpos anti-calpaína A (Cys-Pc), também 

reconheceram uma banda de 240 kDa em preparações de citoesqueleto. É interessante notar que 

essa banda é observada quando inibidores de protease e quelantes de cálcio (EGTA ou EDTA) 

são adicionados ao tampão de lise, sugerindo que essas proteínas são sensíveis à ação de 

proteases intracelulares reguladas por cálcio. A banda reconhecida por este anticorpo é 

observada como uma banda fraca, ás vezes imperceptível. As proteínas da região do FAZ 

apresentam tamanho molecular elevado, compostas por repetições de aminoácidos e são 

expressas em pequenas quantidades, dificultando a sua detecção (Gull, 1999).  

 

As bandas de 56, 60 e 170 kDa reconhecidas pelos anticorpos anti-calpaína A 

correspondem às calpaínas sem a repetição conservada, dado que não foram detectadas proteínas 

deste tamanho com os anticorpos anti-H49. O tamanho predito das proteínas H49/calpaína com 

domínio Cys-Pc é de 145, 155 e 133 kDa. A banda de 170 kDa detectada pelo antissoro anti-

calpaína A pode representar uma destas proteínas, que sofrem modificações postraduccionais. As 

outras proteínas podem corresponder às calpaínas com domínio catalítico, mas que não 

pertencem à família H49/calpaínas. 

 

O soro anti-calpaína B reconheceu na fração de citoesqueleto duas proteínas de cerca de 

170 e 200 kDa. A proteína de 170 kDa pode ser a mesma proteína reconhecida pelo soro anti-

calpaína A (Cys-Pc) que contém repetições degeneradas H49 e o domínio catalítico (Cys-Pc) ( 

XP_806304 ). A banda >220 kDa seria a mesma proteína reconhecida pelo soro anti-H49, uma 

vez que o soro anti-calpaína B reagiu fracamente com o antígeno recombinante H49 (Fig. 32). 
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As outras proteínas de menor tamanho, identificadas na fração solúvel, podem representar 

proteínas H49/calpaína com repetições H49 degeneradas. 

 

A análise por imunoblotting com anticorpos anti-H49, calpaína A (Cys-Pc) e calpaína B 

mostrou que as proteínas H49/calpaína estão presentes no citoesqueleto de formas epimastigotas 

do clone CL Brener e da cepa G. Dados recentes da literatura sugerem que as calpaínas partipam 

ativamente no remodelamento do citoesquelto, mediado por cálcio (Goll et al., 2003; Tonami et 

al., 2007).  

 

Por outro lado, os três antissoros testados reagiram com componentes da fração solúvel. 

Este resultado poderia ser explicado pelo fato das calpaínas serem citoplasmáticas, mas frente a 

um estímulo de cálcio elas se associaram à membrana plasmática. Recentemente, Giese et al. 

(2008) mostraram a presença de uma calpaína-like nas frações celulares solúvel e insolúvel de T. 

cruzi. 

 

A técnica de imunofluorescência foi utilizada para estudar a distribuição celular das 

proteínas H49/calpaína. O soro anti-calpaína A (domínio catalítico Cys-Pc) reagiu em 

epimastigotas permeabilizados, com calpaínas contendo o domínio Cys-Pc localizadas 

principalmente no citoplasma, observando-se também marcação fraca no flagelo. Giese et al. 

(2008) e Sangenito et al. (2009) encontraram o mesmo padrão de distribuição citoplasmático das 

calpaínas. Estes autores não mencionam a presença de calpaína no flagelo.  

 

A imunofluorescência com anticorpos de coelho e camundongo anti-H49 mostraram que as 

repetições de H49 conservadas estão restritas à região do FAZ, tal como mostrado por 

microscopia eletrônica (Cotrim et al., 1990). A sobreposição de fluorescência com o antígeno 

H49 e contraste de fase mostra claramente que o antígeno H49 não está presente na região 

anterior do flagelo (Fig. 38). Provavelmente, o antígeno H49 seja um componente análogo à 

proteína FAZ1 de T. brucei em T. cruzi. 

 

Em epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos da cepa G, a sobreposição da 

imunofluorescência obtida com anticorpos anti-calpaína A e anti-H49 sugere que os epítopos 

reconhecidos por estes anticorpos estão localizados muito próximos, mas não é possível afirmar 

que pertencem à uma mesma identidade. 
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Por outro lado, o soro anti-calpaína B reagiu com componentes presentes no citoplasma, 

FAZ e flagelo. O soro anti-calpaína B reconheceu epítopos presentes na proteína H49/calpaína 

(XP_809993) que contêm as repetições degeneradas H49. Portanto, era esperado que houvesse 

alguma marcação na região do FAZ, onde se localizam as repetições H49 conservadas. Os 

estudos de imunolocalização sugerem que a proteína H49/calpaína (XP_809993) está localizada 

na região anterior do flagelo onde FAZ não existe, e a proteína H49/calpaína (XP_804109) que 

contém as repetições conservadas H49, encontra-se no FAZ. Estas diferenças sugerem que 

mesmo sendo duas H49/calpaínas, filogeneticamente próximas, elas apresentam funções 

diferentes no parasita. 

 

Estudos de imunofluorescência com anticorpos anti-calpaína A, anti-calpaína B e anti-H49, 

em preparações de citoesqueleto de epimastigotas, confirmaram a associação de proteínas 

H49/calpaína com o citoesqueleto de T. cruzi. O soro anti-H49 apresentou padrão de marcação 

puntiforme, característico de componentes presentes exclusivamente no FAZ (Bastin et al., 

1996).  

 

O soro anti-calpaína A reagiu com componentes associados aos microtúbulos 

subpeliculares do citoesqueleto do corpo celular e do flagelo. Os anticorpos anti-calpaína B 

apresentaram o mesmo padrão de fluorescência, confirmando a co-localização das duas 

H49/calpaínas. A intensidade do sinal observado foi mais nítida que quando empregamos 

epimastigotas intactos, provavelmente, pela maior exposição dos epítopos e perda de proteínas 

solúveis nas preparações de citoesqueleto. A associação de calpaínas com o citoesqueleto de 

tripanossomatídeos foi demonstrada em T. brucei, a calpaína estágio-específica CAP 5.5 (Hertz-

Fowler et al., 2001) encontra-se associada aos microtúbulos subpeliculares e não foi encontrada 

em microtúbulos do axonema. Ao contrário da CAP 5.5, as H49/calpaínas de T. cruzi podem 

estar associadas aos microtúbulos do corpo celular e do flagelo no parasita.  

 

Na tentativa de obter maior informação sobre a localização das proteínas H49/calpaínas, 

utilizamos marcadores específicos das estruturas FAZ, paraflagelar e da membrana flagelar. O 

anticorpo monoclonal 4D9, específico para FAZ, apresentou mesmo padrão de marcação que o 

anti-H49 confirmando a localização do antígeno H49 na região de aderência entre o flagelo e o 

corpo celular. 
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O anticorpo 1B10, específico para estrutura paraflagelar, apresentou padrão de marcação 

diferente do H49, marcando internamente todo o flagelo. Deduzimos que o antígeno H49 não 

está presente em todo o flagelo, mas não podemos descartar a possibilidade de existir uma 

associação na região do FAZ entre o H49 e a estrutura paraflagelar. Em T. brucei foram descritas 

estruturas que conectam o domínio proximal da estrutura paraflagelar à região de membrana 

associada ao FAZ (Sherwin e Gull, 1989; Bastin et al., 2000). A proteína CBP apresentou padrão 

de fluorescência diferente do antígeno H49 e da calpaína. É possível deduzir que as proteínas 

H49/calpaína não estão localizadas na membrana do flagelo, devido às diferenças de marcação e 

a necessidade de permeabilizar o parasita para detecção do sinal.  

 

Os resultados apresentados mostram que o antígeno H49 está localizado no FAZ. A 

imunofluorescência de parasitas mutantes, que não apresentam FAZ, corrobora essa hipótese. O 

antígeno H49 está distribuído no citoplasma e ao longo do flagelo do mutante, o antígeno 4D9 

marcador de FAZ, acumula-se na bolsa flagelar. Os nossos resultados estão de acordo com os de 

Rocha et al. (2006) e Bisaggio et al. (2006), que utilizaram anticorpos anti-FRA e 4D9. Os 

nossos resultados mostram que a expressão do gene H49/calpaína independe da presença de 

FAZ, porém, na ausência desta estrutura, a proteína H49 fica dispersa no citoplasma e flagelo. 

Talvez, a glicoproteína GP72 seja a responsável pela formação de FAZ, endereçando as 

proteínas H49 e 4D9 para esta região. 

 

Por outro lado, o padrão de marcação dos mutantes com os anticorpos que reconhecem 

estrutura paraflagelar e a proteína CBP é semelhante ao encontrado em parasitas não mutantes, 

isto sugere que o flagelo não sofreu alterações. Portanto, as modificações estruturais no FAZ, 

detectadas em mutantes, deveriam acontecer em estruturas que conectam a membrana do flagelo 

com a do corpo do parasita, sugerindo que o antígeno H49 participa da formação desta estrutura. 

Em parasitas mutantes, a proteína reconhecida pelo soro anti-calpaína B está distribuída ao longo 

do flagelo, acumulando-se em alguns pontos do flagelo. Essa distribuição anômala, talvez seja 

devido à ausência de aderência do flagelo no corpo celular.   

 

5.3 Modelo e função das proteínas H49/calpaína em T.cruzi 
 

Como foi discutido anteriormente, não está disponível no banco de dados (GenBank) a 

seqüência completa do gene H49/calpaína contendo as repetições H49 conservadas. 
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Invariavelmente, os contigs são interrompidos nas regiões contendo as repetições H49 

conservadas. Desta maneira sugerimos que os genes XM_797463 (XP_802556) e XM_799896 

(XP_804989), ou XM_799016 (XP_804109) e XM_799896 (XP_804989), façam parte de um 

mesmo gene H49/calpaína. Desta maneira, os genes XM_797463 ou XM_799016 

corresponderiam à região 5’ e o gene XM_799896 à região 3’. As repetições H49 conservadas 

podem se enovelar de maneira estável, constituindo um domínio que apresenta estrutura 

secundária bem definida, formada por regiões de α-hélice de 14 e 32 aminoácidos, separadas 

entre si por regiões desorganizadas. Os modelos apresentados a seguir (Fig. 54 e 55) foram 

baseados assumindo que as proteínas XP_802556 e XP_804989 ou XP_804109 e XP_804989 

são partes de uma mesma proteína H49/calpaína. 

 

 O programa COILS (prediction of coiled coil proteins) prediz que as repetições H49 

poderiam formar uma estrutura do tipo coiled coil que se caracteriza pela interação de duas 

cadeias polipeptídicas em alfa-hélice formando uma super-hélice, na qual os resíduos de 

aminoácidos hidrofílicos expostos ao meio aquoso (Lupas et al., 1991). 

 

A análise por imunofluorescência mostra que a proteína contendo as repetições 

conservadas de H49 está localizada na região de aderência do flagelo ao corpo celular, ou seja, 

na região do FAZ. A suposta localização da proteína H49/calpaína na célula é mostrada no 

modelo da figura 54. Na região N-terminal da proteína H49 não foram identificados sítios para 

acilação, tal como acontece com a calpaína CAP 5.5 de T. brucei ou na proteína CBP que estão 

ligadas à membrana plasmática via resíduos de ácido palmítico e mirístico (Hertz-Fowler et al., 

2001; Buchanan et al., 2005). Supomos que a ligação das proteínas H49/calpaína à membrana 

plasmática da célula deva acontecer por outro mecanismo. O domínio III poderia ser responsável 

por essa interação, uma vez que ele interage com fosfolipídios de membrana após estímulo de 

cálcio (Suzuki et al., 2004). Os fosfolipídios diminuem a dependência de cálcio para a autólise e 

ativação das micro-calpaínas (Saido et al., 1992; Tompa et al., 2001; Suzuki et al., 2004). A 

interação entre resíduos hidrofóbicos das cadeias laterais, interações eletrostáticas e ligação 

covalente (pontes disulfeto) na região de aderência também poderiam contribuir para a ligação 

da proteína H49/calpaína à membrana celular. 

 

Na região do FAZ, a estrutura em espiral (coiled coil) das proteínas H49/calpaína induziria 

a formação de dímeros que atuariam como um “grampo” mantendo unidas as membranas do 

corpo celular e do flagelo (Fig. 54). Os aminoácidos hidrofílicos ficariam expostos, na região de 
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aderência o que explicaria a antigenicidade da repetição H49 (Paranhos-Bacalla et al., 1994). 

Segundo o nosso modelo (Fig. 54), dímeros de H49/calpaína estariam dispostos um ao lado do 

outro formando uma fileira, exemplificado pelo padrão puntiforme observado na 

imunofluorescência do citoesqueleto (Fig. 41). A proteína H49/calpaína estaria associada ao 

filamento citoplasmático do FAZ, que interage com filamentos intermediários e microtúbulos 

subpeliculares.  

 

A estrutura do tipo coiled coil é encontrada em proteínas que exercem função estrutural, 

por exemplo, a queratina que reforça a camada externa da pele, a miosina II que está envolvida 

na atividade contráctil de células musculares e não musculares e na citocinese e translocação ou 

transporte do corpo celular durante migração de células (Hasson e Mooseker, 1996; Powell, 

2005). Podemos também citar a tripanina, uma proteína associada ao citoesqueleto de T. brucei 

cuja depleção causa problemas no movimento do flagelo (Hutchings et al., 2002). Os resultados 

obtidos neste trabalho sugerem que as proteínas H49/calpaína tenham funções estruturais na 

região FAZ. A manutenção estrutural da região FAZ é de vital importância para que processos 

celulares como a citocinese e motilidade do flagelo ocorram normalmente (Kohl e Gull, 1998; 

Gull, 1999; Moreira-Leite et al., 2001; Vaughan e Gull, 2003; Broadhead et al., 2006).  

 

Além do papel estrutural sugerido para as proteínas H49/calpaína é possível que elas 

tenham funções adicionais, por exemplo, que atuem como proteases no remodelamento de 

citoesqueleto como documentado na literatura para as calpaínas clássicas (Goll et al., 2003). Não 

está descartada a possibilidade de atividade protease, em calpaínas sem a tríade catalítica intacta 

e domínio IV contendo motivos EF-hands de ligação a cálcio (Ersfeld et al., 2005). As proteínas 

H49/calpaína XP_804989 e XP_ 809993 (Fig. 11) possuem somente os domínios II (Cys-Pc) e 

III. Foi demonstrado que um fragmento de calpaína contendo os domínios I, II e III apresenta 

atividade enzimática, sugerindo que eles são suficiente para a atividade de protease da calpaína 

(Vilei et al., 1997). 

 

Em calpaínas existem outros sítios, além do motivo EF-hands do domínio IV, que podem 

ligar–se a cálcio. Foi descrito que nos domínios I e II (Cys-Pc) existem dois sítios conservados 

de ligação, um em cada domínio (Moldoveanu et al., 2004). A conservação dos sítios de ligação 

a cálcio em calpaínas constitue um mecanismo ancestral de ativação destas enzimas, incluindo 

aquelas que não possuem EF-hands (Moldoveanu et al., 2002), assim é possível que calpaínas 

atípicas, como H49/calpaínas, possuam atividade cisteína peptidase e sejam reguladas por cálcio. 
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Com o programa Net Phos (Blom et al., 1999) foram identificados nas H49/calpaínas 

potenciais sítios de fosforilação, distribuídos por toda a proteína. No caso de H49/calpaína XP_ 

804989 existem 53 potenciais sítios de fosforilação (serina: 32, treonina:13 e tirosina:8), 

enquanto que a proteína XP_809993 apresenta 170 potenciais sítios de fosforilação (serina: 95, 

treonina: 38, tirosina:37). As calpaínas podem ser substrato para proteínas quinases (Kuo et al., 

1994), e tem sido sugerido que a fosforilação de calpaínas poderia ser um importante mecanismo 

para regulação de sua atividade (Suzuki et al., 2004). Resultados preliminares de nosso 

laboratório (Galetović A., 2008) sugerem a presença de modificações pós-traducionais em 

proteínas H49/calpaína. Análise por gel de eletroforese bidimensional e western blotting com 

anticorpos anti-H49 e calpaína (Cys-Pc), mostrou que anticorpos anti-calpaína A (Cys-Pc) 

reconhecem várias proteínas de tamanhos moleculares de aproximadamente 50 kDa, na faixa de 

pH 4.5-5, e também proteínas de 60 kDa, pH~5,5, em tripomastigotas metaciclicos e 

epimastigotas, respectivamente. 

 

Em contraste, os anticorpos anti-H49 reagiram com proteínas de alto tamanho molecular 

(>200 kDa), na faixa de pH 4.5-5. As proteínas reconhecidas pelo anticorpo anti-H49 sofreram 

proteólise a pH 5 em formas metacíclicas e epimastigotas das cepas CL e G. É possível que as 

modificações pós-traducionais observadas sejam devidas a fosforilação de H49/calpaínas, 

processo que induz mudanças conformacionais que regulam a atividade enzimática destas 

proteínas. Recentemente, foi relatado que a fosforilação do resíduo de serina 369 no domínio II 

da calpaína por uma proteína quinase, causaria sua inativação por mudança na conformação 

(Shiraha et al., 2002). 

 

Em relação às H49/calpaínas contendo repetições degeneradas do H49 é possível que elas 

apresentem atividade proteásica. Segundo os resultados de imunofluorescência as proteínas 

H49/calpaínas contendo repetições degeneradas encontram-se no flagelo e também no corpo 

celular do parasita. Não é possível afirmar que estas proteínas estejam localizadas na região FAZ 

(Fig. 32).  

 

A proteína H49/calpaína (XP_809993), contendo repetições H49 degeneradas, não possui 

sítios preditos para acilação, portanto, como sugerido anteriormente, poderia associar-se à 

membrana do corpo celular ou do flagelo por meio do domínio III (ver modelo figura 54). A sua 

atividade poderia ser regulada por cálcio e pela ligação aos fosfolipídios de membrana, tal como 
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sugerido para a proteína H49/calpaína (XP_804989) contendo as repetições conservadas. A 

região central da molécula, onde são encontradas as repetições degeneradas H49, contém 

estruturas coiled-coil como predito pelo programa COILS-Prediction of coiled coil proteins. A 

função de H49/calpaínas com repetições degeneradas, na região do flagelo, poderia estar 

relacionada com o processo de migração celular. Neste sentido é conhecido que proteases 

(cisteína-proteinase, serina e aspártico proteases e metaloproteases) de tripanossomas participam 

na invasão da célula hospedeira (Rosenthal, 1999). Sabe-se que calpaínas rompem a ligação 

entre integrina (na adesão focal) e actina do citoesqueleto, por proteólise de talina o que permite 

a migração celular (Dourdin et al., 2001; Franco e Huttenlocher, 2005). 

 

 
Figura 54. Estrutura e função H49/calpaína com repetições conservadas. As proteínas XP_804989 e 

XP_802556 estão localizadas na região FAZ. Os dímeros de H49/calpaínas estariam dispostos em uma fileira e 

atuariam como um “grampo” ligando as membranas do corpo celular e do fagelo. A estrutura coiled-coil ficaria 

exposta ao meio extracelular na região de aderência. 
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Figura 55. Estrutura e função H49/calpaína com repetições degeneradas. Estão mostradas duas possíveis 

formas de H49/calpaína (A e B) no corpo celular e no flagelo do parasita. À esquerda da figura está esquematizado o 

dímero formado pelas proteínas H49/calpaína contendo as repetições degeneradas (XP_809993, 520 kDa) e os 

domínios II e III. (A) H49/calpaína interagindo com a membrana por meio de domínio III. (B) H49/calpaína 

interagindo com o domínio III, mas com a região N-terminal orientada dirigida ao espaço intracelular. 
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Abstract 

We have previously isolated a T. cruzi recombinant clone, termed H49, that encodes 

tandemly arranged repeats of 68-amino acids (aa). The repeats are found in an immunodominant 

antigen (~240 kDa) which is involved in the attachment of the flagellum to the cell body in the 

FAZ region of the parasite. Here we present further characterization of the structure of H49 gene 

and protein. Blast search of T. cruzi databases showed that the 68-aa repeats can be found in the 

central domain of 8 calpain-like cysteine peptidases. In two of them, the H49 repeats are highly 

conserved and arranged in tandem arrays, whereas in other calpains the repeats are degenerated 

and can be separated by short nonrepeat sequences. These proteins show the domains Cys-Pc and 

calpain_III, characteristics of calcium-dependent cysteine proteinases. The association between 

H49 and calpain sequences was further confirmed by PCR amplification and analysis of YAC 

clones using primers designed to amplify specific regions of calpain and H49 repeat. We mapped 

the H49 locus in clone CL Brener using YAC overlapping clones. The association of H49 and 

calpain in these YACs was demonstrated by PCR and restriction analysis. Consistent with this, 

chromoblot analysis revealed that H49 and calpain probes hybridized with the same 

chromosomal bands. Our data indicate that the H49 repeats are part of a subset of calpain genes, 

and they were termed H49/calpains. Recently, a novel family of cytoskeleton-associated proteins 

was described in Trypanosoma brucei and Leishmania. These proteins are characterized by their 

similarity to the catalytic region of calpain, and also by the presence of tandemly arranged amino 

acid repeats that share 30-40% similarity with H49. These results suggest that the acquisition by 

trypanosomatids of calpain containing repeats (maybe by gene fusion) was a relatively late event 

in the evolution of this family of proteins. 

To study the occurrence and subcellular distribution of H49/calpain protein in 

epimastigotes, we have expressed different domains of the calpain and the 68-aa repeats in 

bacteria, purified the proteins, and employed them to immunize rabbits and mice. The affinity 

purified polyclonal antibodies were used as probes to study the organization and subcellular 

distribution of 68-aa repeats and calpain in T. cruzi. Antibodies raised against the calpain 

domains and 68-aa repeats reacted, by immunoblot analysis, with a ~240 kDa protein in the 

whole epimastigote extracts. Anti-calpain antibodies reacted with additional bands of ~170, 60 

and ~56 kDa which correspond to the calpain proteins without 68-aa repeats. 

Immunofluorescence analysis showed that H49/calpain-like protein is only localized in the 

region of adhesion between the cell body and flagellum. Calpain was present not only in the 



 

 

flagella, but it was also localized in the cytoplasm. Further, the cytoskeleton-associated 

H49/calpain was colocalized with markers of the flagellar attachment zone (FAZ). 

Repetitive domain of H49/calpains contain alpha-helices (helix-turn-helix) that could be 

arranged in a coiled-coil rope-like structure. We suggest that H49/calpain proteins form a 

homodimer that could link the flagellar membrane to the cell body membrane at the flagellar 

attachment zone. 
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Figura II-1. Digestão in silico de scaffolds do clone CL Brener de T. cruzi e hibridização com sonda domínio 

catalítico Cys-Pc da calpaína (1.000 pb). 
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Figura II-2. Digestão in silico de scaffolds do clone CL Brener de T. cruzi e hibridização com sonda H49 (clone 

H49 contendo 4,8 x repetições H49 conservada). 
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Figura II-3. Digestão in silico de scaffolds do clone CL Brener de T. cruzi e hibridização com sonda H49 

conservada/calpaína. 
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Figura II-4. Digestão in silico de scaffolds do clone CL Brener de T. cruzi e hibridização com sonda H49 

degenerado-calpaína (1.000 pb). 
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Fig III.1. Seqüência de calpaína (Cys-Pc) amplificada por PCR em DNA genômico. Painel A) Seqüência 

submetida a ORF finder. Painel B) Alinhamento da seqüência amplificada e da seqüência alvo (XM_ 799896). As 

cores preto, cinza e branco indicam identidades de 100, 80 e 60% respectivamente. Os alinhamentos das seqüências 

foram realizados por Clustal Method  
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Fig III.2. Seqüência de H49 degenerado/calpaína amplificada por PCR em DNA genômico. Painel A) 

Seqüência submetida a ORF finder. Painel B) Alinhamento da seqüência amplificada e da seqüência alvo (XM_ 

809993). As cores preto, cinza e branco indicam identidades de 100, 80 e 60% respectivamente. Os alinhamentos 

das seqüências foram realizados por Clustal Method  
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Fig III.3. Seqüência de calpaína (Cys-Pc) amplificada por PCR em cDNA. Painel A) Seqüência submetida a 

ORF finder. Painel B) Alinhamento da seqüência amplificada e da seqüência alvo (XM_ 799896). As cores preto, 

cinza e branco indicam identidades de 100, 80 e 60% respectivamente. Os alinhamentos das seqüências foram 

realizados por Clustal Method  
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Fig III.4. Seqüência de H49 degenerado/calpaína amplificada por PCR em cDNA. Painel A) Seqüência 

submetida a ORF finder. Painel B) Alinhamento da seqüência amplificada e da seqüência alvo (XM_ 809993). As 

cores preto, cinza e branco indicam identidades de 100, 80 e 60% respectivamente. Os alinhamentos das seqüências 

foram realizados por Clustal Method. 
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Fig III. 5. Seqüência de H49 conservado/calpaína amplificada por PCR em cDNA. Painel A) Seqüência 

submetida a ORF finder. Painel B) Alinhamento da seqüência amplificada e da seqüência alvo (XM_ 799896). As 

cores preto, cinza e branco indicam identidades de 100, 80 e 60% respectivamente. Os alinhamentos das seqüências 

foram realizados por Clustal Method  
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Figura IV. I. Localização celular das repetições H49 por imunofluorescência em epimastigotas e 

tripomastigotas metacíclicos da cepa G. Os parasitas foram tratados com Triton X-100 (0,1%) e fixados com 

paraformaldeído (2%). Reatividade com anticorpos de camundongo anti-H49 (1/100). Revelação com anticorpos 

anti-imunoglobulinas de camundongo Alexa 488 (1/80). a) anti-H49; b) DAPI (1/30); c) contraste de fase; d) 

sobreposição de anti-H49 e DAPI. As diluições dos antissoros e DAPI estão indicadas entre parênteses. A seta 

indica o término da região FAZ. 
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