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Marchiano, Fernanda Sycko Uliana. Identificação de genes homólogos e ortólogos a 

família multigênica SAP em linhagens de Trypanosoma cruzi e outras espécies do 

clado Trypanosoma cruzi. 2016. 51f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 

Biomedicina) – Centro Universitário São Camilo, São Paulo, 2016. 

 
A família multigênica SAP foi identificada e caracterizada em Trypanosoma cruzi 
(clone CL Brener) em nosso laboratório. Tendo em vista seu importante papel na 
interação parasita-hospedeiro decidimos identificar sequências SAP em espécies dos 
clados T. cruzi, T. rangeli-T. conorhini e T. brucei. Inicialmente foi realizada análise de 
bioinformática com a ferramenta BLASTn em busca de sequências genomicas 
homólogas a SAP no banco TrytripDB (www.tritrypdb.org). Não foram encontrados 
genes ortólogos SAP no genoma de Leishmania, em tripanossomas dos clados T. 
brucei e T. rangeli-T. conorhini, e em T. dionisii, uma espécie encontrada em 
morcegos, sugerindo que a família SAP é espécie-específica, ou seja específica de T. 
cruzi. Os dados de bioinformática foram confirmados por PCR utilizando 
oligonucleotídeos que amplificam uma região de 135 pb do domínio central (SAP-CD) 
conservado em todas as sequências SAP de T. cruzi. Ocorreu amplificação apenas 
em tripanossomas do clado T. cruzi, e nos isolados T. cruzi marinkellei e T. cruzi bat 
de morcegos. É interessante notar a ausência de SAP em T. dionisii, uma outra 
espécie isolada de morcegos. Estes dados sugerem que SAP pode identificar as 
espécies T. cruzi-like de morcegos. Em trabalhos anteriores de nosso grupo (BAIDA 
et al., 2006; ZANFORLIN et al., 2014) estimou-se o número de sequências SAP no 
clone CL Brener, que posteriormente foram classificadas em 4 grupos SAP1 SAP4. 
Decidimos identificar o número de sequências presentes nos isolados disponíveis no 
banco de dados TritrypDB e classificar estas sequências nos grupos SAP. Para isso, 
foi necessário realizar análise bioinformática utilizando o algorítmo BLASTn para 
identificar sequências SAP de cada isolado analisado (CL Brener, Dm28c, Sylvio 
X10/1 e T. cruzi marinkellei B7). As sequências identificadas foram utilizadas para as 
análises de predição de peptídeo sinal no programa SignalP e posterior alinhamento 
para classificação nos grupos SAP. Grande parte das sequências apresentaram 
peptídeo sinal e âncora GPI, sendo classificadas no grupo SAP1, que de acordo com 
dados do nosso grupo (BAIDA et al., 2006; ZANFORLIN et al., 2014) é o mais 
prevalente das proteínas SAP.  

 
Palavras-chave: Família multigênica. Biologia molecular. Trypanosoma cruzi. 
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Marchiano, Fernanda Sycko Uliana. Identification of homologous and orthologs genes 

of the multigenic SAP family in Trypanosoma cruzi and other species of Trypanosoma 

cruzi clade. 2016. 51f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Biomedicina) 

– Centro Universitário São Camilo, São Paulo, 2016. 

 

The multigene family SAP has been identified and characterized in Trypanosoma cruzi 
(CL Brener clone) in our laboratory. Given his important role in host-parasite interaction 
we decided to identify SAP sequences in species of clades of T. cruzi, T. rangeli-T. 
conorhini and T. brucei. Was initially performed bioinformatics analysis with BLASTn 
tool in search of genomic sequences homologous SAP does not bank TrytripDB 
(www.tritrypdb.org). There were no orthologous genes SAP no genome of Leishmania 
in trypanosomes of clades T. brucei and T. rangeli-T. conorhini, and T. dionisii, a 
species found in bats, suggesting the specificity of the SAP family. Bioinformatics data 
were confirmed by PCR using primers that amplify a region of 135 bp (SAP-CD) found 
in all T. cruzi SAP sequences. Amplification occurred only in T. cruzi clade 
trypanosomes, including the isolates from bats T. cruzi marinkellei and T. cruzi bat. On 
the other side and interesting note is the absence of SAP in T. dionisii, an isolated 
species of bats. These data suggest that SAP can identify species T. cruzi-like bats. 
Previous works in our group (BAIDA et al, 2006; ZANFORLIN et al, 2014) estimated 
the number of sequences SAP in CL Brener clone, later these sequences were 
classified into 4 groups SAP1 to SAP4. We decided to identify the number of 
sequences found in trypanosomes available in TritrypDB database and classify these 
sequences into SAP groups. For this, we must perform a bioinformatic analysis using 
the algorithm BLASTn to identify each SAP sequences analyzed isolated (CL Brener, 
Dm28c, Sylvio X10 / 1 and T. cruzi marinkellei B7). The identified sequences were 
used for signal peptide prediction analysis in SignalP program and subsequent 
alignment for classification in SAP groups. According to our group data (BAIDA et al, 
2006; ZANFORLIN et al, 2014) most of the sequences showed signal peptide and GPI 
anchor, classified as SAP1, the most prevalent group of SAP. 

 

Keywords: Multigene family. Molecular biology. Trypanosoma cruzi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O gênero Trypanosoma 

 

Os tripanossomas são protozoários parasitas unicelulares pertencentes à ordem 

Kinetoplastida e a família Trypanosomatidae. Todas as espécies do gênero 

Trypanosoma possuem ciclo heteroxênico, ou seja, requerem mais de um hospedeiro 

para completarem o ciclo (VICKERMAN, 1994). Algumas espécies de tripanossomas 

são capazes de infectar uma grande variedade de hospedeiros vertebrados e 

invertebrados hematófagos, que atuam como reservatórios e vetores, 

respectivamente (STEVENS et al., 2001). 

Diversas espécies de tripanossomas já foram identificadas e descritas em 

mamíferos em ampla distribuição geográfica, porém, apenas Trypanosoma rangeli, 

Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi infectam o homem.  T. rangeli, apesar de 

infectar o homem, não é capaz de causar doença, sendo patogênico apenas para o 

vetor triatomíneo (HOARE, 1972; STEVENS et al., 2001). T. brucei e T. cruzi são 

patogênicos ao homem e têm sido amplamente estudados por serem os agentes 

etiológicos da doença do sono e doença de Chagas, respectivamente (WHO, 2016).  

A grande diversidade de hospedeiros reflete nos ciclos de vida e comportamentos 

biológicos destes parasitas. De acordo com o desenvolvimento no vetor, Hoare (1972) 

classificou os tripanossomas em duas seções: Stercoraria e Salivaria. A seção 

Salivaria compreende os tripanossomas africanos, transmitidos por meio da 

inoculação do conteúdo das glândulas salivares do vetor (inoculativa) por ocasião da 

picada. Essa seção abrange as espécies Trypanosoma vivax, Trypanosoma 

congolense, Trypanosoma simiae, T. brucei, Trypanosoma evansi, Trypanosoma 

gambiense, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma equiperdum, T. rangeli e 

Trypanosoma suis. A seção Stercoraria compreende os tripanossomas de mamíferos 

que são transmitidos por meio de formas metacíclicas eliminadas com as fezes do 

vetor (contaminativa), incluindo as espécies T. cruzi, Trypanosoma lewisi e 

Trypanosoma theileri (LOSOS, 1986; HOARE et al., 1972).  
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Os primeiros estudos filogenéticos do gênero Trypanosoma sugeriram a parafilia 

do gênero. Posteriormente, um número maior de espécies analisadas por Lukes 

(1997) demonstraram, pela primeira vez, a origem monofilética do gênero 

Trypanosoma (STEVENS; RAMBAUT, 2001; LUKES et al., 1997). 

Estudos filogenéticos, baseados em um amplo repertório de genes, demonstraram 

que o gênero Trypanosoma é composto por 3 grandes clados, representados na 

Figura 1 (STEVENS; GIBSON, 1999). Clado Salivaria, formado exclusivamente pelos 

tripanossomas de mamíferos de origem africana; o segundo clado, formado pelos 

demais tripanossomas de mamíferos não pertencentes à seção Salivaria, 

compreendendo T. cruzi e T. rangeli; o terceiro clado compreende espécies de 

tripanossomas cujos hospedeiros são aquáticos. A posição desse clado aquático na 

filogenia sugere que ele não seria ancestral aos clados Salivaria e Stercoraria.  

(HOARE et al., 1972; STEVENS; GIBSON, 1999) 

 

Figura 1: Filograma construído a partir da análise de 22 sequências do gene SSU (smal 
subunity) rRNA de espécies da ordem Kinetoplastida. 

 

Fonte: Adaptado de (STEVENS; GIBSON, 1999) 
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Estudos posteriores baseados em dois genes taxonomicamente informativos, 

SSU rRNA e gGAPDH, demonstraram a irradiação do gênero Trypanosoma em dois 

grandes clados: terrestre e aquático, que juntos apresentam 8 subclados (Figura 2). 

O clado aquático é constituído por dois subclados, um deles compreende espécies de 

tripanossomas de peixes e o outro tripanossomas parasitas da ordem Anura. Por fim, 

o clado terrestre que é constituído por 7 outros clados: T. grayi, Squamata, T. avium, 

T. brucei, T. theileri, T. cruzi e T. lewisi. (HAMILTON et al., 2007) 

 

Figura 2: Árvore filogenética do gênero Trypanosoma construída baseada no gene 
gGAPDH por Maximum likelihood. 

 

Fonte: (VIOLA et al., 2009) 
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1.1.1 O clado T. brucei 

 

O clado T. brucei compreende os tripanossomas africanos, pertencentes a 

seção Salivaria. Divergem dos demais tripanossomas, como mostrado em estudos 

filogenéticos, já que formam um clado monofilético independente contendo apenas 

tripanossomas cujo hospedeiro invertebrado é a mosca tsé-tsé, exceto no caso de T. 

evansi e T. equiperdum, transmitidos mecanicamente por insetos vetores ou durante 

o coito, respectivamente.  Estes, apesar de não apresentarem hospedeiros e 

distribuição geográfica comuns, apresentam similaridade morfológica e genética ao T. 

brucei (STEVENS; RAMBAUT, 2001). 

As espécies T. brucei gambiense, T. brucei rhodesiense e T. evansi em 

algumas ocasiões podem infectar e causar doenças em humanos. T. brucei 

gambiense causa a doença do sono do oeste e T. brucei rhodesiense causa a doença 

do sono do leste (WHO, 2016). Animais domésticos e selvagens podem atuar como 

reservatórios da infecção transmitida pelo vetor, a mosca tsé-tsé (BRUN et al, 2011). 

As espécies T. brucei brucei e T. congolense não infectam humanos, sendo 

patogênicos apenas em animais (MALVY; CHAPPUIS, 2011). 

 

1.1.2 O clado T. cruzi 

 

O clado T. cruzi é formado pelas espécies que compõem o subgênero 

Schizotripanum (T. cruzi marinkellei, T. dionisii, T. erneyi), incluindo T. cruzi e outras 

espécies de tripanossomas, como T. rangeli, T. conorhini, T. livingstonei e T. 

vespertilionis, entre outras. Tripanossomas de cangurus descobertos na Austrália 

também foram incluídos no clado T. cruzi.  (LIMA et al., 2013; PAPARINI et al., 2011). 
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1.1.2.1 O subgênero Schizotrypanum 

 

O subgênero Schizotrypanum compreende espécies de tripanossomas 

indistinguíveis morfologicamente e cujos ciclos se assemelham ao de T. cruzi.  Além 

de T. cruzi, são pertencentes ao subgênero T. cruzi marinkellei, T. cruzi bat, T. dionisii, 

T. erneyi, entre outras espécies. A única diferença entre os tripanossomas do gênero 

Schizotrypanum é a capacidade de infectar outros mamíferos além de morcegos, o 

que só ocorre em T. cruzi, que apresenta uma variedade de hospedeiros vertebrados 

e invertebrados compondo seu ciclo biológico (HOARE, 1972). 

T.  dionisii é capaz de infectar e se multiplicar em células de mamíferos como 

amastigotas, e depois liberados para o meio extracelular como tripomastigotas, assim 

como T. cruzi e T. cruzi marinkellei (MAEDA et al., 2012). Apresenta como vetor o 

ectoparasita de morcegos o cimicídeo Cimex pipistrelli (GARDNER; MOLYNEUX, 

1988). 

T. cruzi marinkellei é a espécie filogeneticamente mais próxima de T. cruzi, 

seguida de T. erneyi e T.dionisii. É restrita a morcegos, incapaz de infectar modelos 

animais de laboratórios. Possui como hospedeiro invertebrado exclusivo o triatomíneo 

do gênero Cavernicola, mas, devido a sua ampla distribuição geográfica e alta 

prevalência, acredita-se que haja participação de outros vetores ainda não 

conhecidos. (PINTO et al., 2015; MARINKELLE, 1976, 1982; CAVAZZANA et al., 

2010; FRANZEN et al., 2012). 

 

1.1.3 O clado T. rangeli 

 

T. rangeli é uma espécie considerada não patogênica ao homem e outros 

hospedeiros mamíferos. Apesar de não causar doença no homem, T. rangeli pode ser 

patogênico para o inseto vetor, o que dificulta o repasto sanguíneo, que seria a forma 

de transmissão do parasita. (AZAMBUJA; GARCIA, 2005; HOARE, 1972). T. rangeli, 

assim como T. cruzi, é capaz de infectar humanos e uma variedade de mamíferos na 

América do Sul sendo transmitido por insetos triatomíneos. Entretanto, as formas 

infectantes, tripomastigotas metacíclicos, que se desenvolvem nas glândulas 
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salivares e no trato posterior do vetor, são transmitidas pela saliva, motivo pelo qual 

este parasita tem sido incluído na seção Salivaria (AZAMBUJA; GARCIA, 2005). 

A posição taxonômica de T. rangeli é bastante controversa (STEVENS; 

GIBSON, 1999), com características tanto da seção Salivaria como da Stercoraria. T. 

rangeli apresenta o desenvolvimento das formas infectantes nas glândulas salivares 

e a transmissão é pela forma inoculativa, ou seja, pela saliva do vetor (Salivaria). 

Apresenta também multiplicação de epimastigotas no tubo digestivo, diferenciação em 

tripomastigotas na ampola retal e eventualmente transmissão contaminativa ao 

hospedeiro vertebrado (Stercoraria) (GRISARD, 2002; AZAMBUJA; GARCIA, 2005).  

T. rangeli é pertencente ao subgênero Herpetosoma cujos membros não são 

patogênicos ao homem. Este subgênero é dividido em dois grupos: T. lewisi, um 

tripanossoma de roedores domésticos e T. rangeli. Añez (1982) propôs a remoção de 

T. rangeli do subgênero e a criação de um novo, chamado Tejeraia, dentro da seção 

Stercoraria. Análises baseadas no gene da β-tubulina aumentaram ainda mais a 

controvérsia, uma vez que demonstraram que T. rangeli era mais relacionado com T. 

brucei do que com T. cruzi (DASILVA et al., 2004; STEVENS; GIBSON, 1999). 

Análise filogenética baseada em SSU rRNA sugere que a posição de T. rangeli 

na seção Stercoraria é mais próxima de T. cruzi e do subgênero Schizotrypanum do 

que dos tripanossomas africanos pertencentes à seção Salivaria (STEVENS; 

GIBSON, 1999). Relações filogenéticas baseadas em sequências de SSU e ITS rDNA 

demonstraram que todos os isolados de T. rangeli analisados formavam um clado 

independente (clado T. rangeli) (DASILVA et al., 2004). 

T. rangeli foi encontrado em diversas espécies de mamíferos e hospedeiros na 

América Central e do Sul. A sua distribuição geográfica frequentemente se sobrepõe 

a de T. cruzi, muitas vezes causando infecções mistas tanto em insetos vetores como 

nos hospedeiros mamíferos dificultando o diagnóstico da doença de Chagas (GUHL 

et al., 2002). 

De acordo com estudos filogenéticos anteriores, T. rangeli forma junto com T. 

conorhini e T. vespertilionis um clado independente. T. conorhini é membro do 

subgênero Megatrypanum e tem como hospedeiro vertebrado o rato doméstico. 

Análises filogenéticas baseadas em SSU rRNA demonstraram que T. rangeli é mais 
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próximo de T. conorhini que de T. cruzi (HAMILTON et al., 2007; STEVENS; GIBSON, 

1999; LIMA et al., 2012; SANTA-IZABEL et al., 2004) 

 

1.2 A doença de Chagas 

 

T. cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas ou tripanossomíase 

americana, uma doença tropical negligenciada que afeta principalmente as 

populações das América do Sul e Central (CDC, 2016; INFOCHAGAS, 2016). 

Inicialmente, a doença de Chagas se restringia apenas às zonas rurais, porém, devido 

ao crescimento e expansão populacional e das rotas migratórias, a doença atingiu a 

zona urbana das grandes cidades e assim foi se alastrando para outros continentes 

(COURA; VIÑAS, 2010). 

 

Figura 3: Rotas migratórias a partir da América Latina e o número estimado de 
indivíduos infectados com T. cruzi. 

 

Fonte: (COURA; VIÑAS, 2010)  

 

Estima-se que cerca de 8 milhões de pessoas estejam infectadas com o T. cruzi 

em todo mundo e que ocorram 20.000 mortes anualmente pela doença de Chagas 

(INFOCHAGAS, 2016). A doença de Chagas apresenta duas fases: aguda e crônica. 

A fase aguda é geralmente assintomática e dura em média 1 a 3 meses após a 

infecção e, nela, é possível observar parasitas circulantes. Na fase crônica, 
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responsável pelas manifestações clínicas da doença, há poucos parasitas presentes 

no sangue e pode-se observar altos títulos de anticorpos. Trinta por cento dos 

indivíduos infectados desenvolvem as formas graves da doença, podendo apresentar 

cardiomegalia, megacólon e megaesôfago. (RASSI et al., 2010) 

Em áreas endêmicas, a transmissão da doença de Chagas ocorre por meio dos 

vetores triatomíneos, que eliminam as formas infectantes do parasita em suas fezes. 

Outros modos de transmissão da doença são também conhecidos, como congênita, 

transfusão sanguínea, transplante de órgãos e por fim, a oral (RASSI et al., 2010; 

YOSHIDA, 2006; CDC, 2016). 

O ciclo de vida de T. cruzi é complexo e apresenta diferentes formas de vida 

no hospedeiro invertebrado e no vertebrado (Figura 4). Durante o repasto sanguíneo 

o vetor triatomíneo libera formas infectantes (tripomastigotas metacíclicos) em suas 

fezes, que podem ter acesso à corrente sanguínea do hospedeiro. Os tripomastigotas 

invadem as células do hospedeiro mamífero onde se diferenciam em amastigotas que 

se multiplicam. Os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguíneos que, 

com o rompimento da célula hospedeira, são liberados na corrente sanguínea onde 

podem invadir novas células. Os tripomastigotas sanguíneos podem ser transmitidos 

ao vetor durante um novo repasto sanguíneo, completando o ciclo (CDC, 2016). 
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Figura 4: Ciclo de vida de T. cruzi 

Fonte: Adaptado de (CDC, 2016) 

 

Análises genotípicas e fenotípicas demonstraram que o táxon T. cruzi 

compreende populações bastante heterogêneas e polimórficas. A variabilidade 

genética em T. cruzi pode ser detectada tanto ao nível de proteínas quanto ao de 

DNA. O cariótipo de T. cruzi é polimórfico, variando entre as diferentes linhagens e 

até mesmo entre clones de uma mesma linhagem (MACEDO; PENA, 1998; SOUZA 

et al., 2011). A fim de classificar as populações de T. cruzi foram propostas 6 DTUs 

(“Discrete Typing Units”, de I a VI — Tc I – Tc VI). O objetivo desta classificação é 

agrupar isolados geneticamente semelhantes que podem ser identificados por 

marcadores moleculares e imunológicos comuns (MESSENGER et al., 2015; 

ZINGALES et al., 2012).  

O grupo Tc I tem grande diversidade intra-DTU (LLEWELLYN et al., 2009; 

ZINGALES et al., 2012) e é aquele com distribuição geográfica mais ampla, que se 

estende do sul dos Estados Unidos na América do Norte até Argentina e Chile na 

América do Sul (ZINGALES et al., 2012). É frequentemente encontrado em casos de 

infecção humana e é evidente a patogenicidade de Tc I na fase aguda da doença 
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(COSTALES et al., 2015). Recentemente, surtos de infecção oral foram reportados 

em diversos países da América do Sul, em que Tc I foi identificado como o grupo 

responsável mais prevalente. (MAEDA et al., 2016)  

Tc II é a segunda DTU mais frequentemente encontrada em casos de doença 

de Chagas (GUHL et al., 2013), e já foi correlacionada com sintomas graves da fase 

crônica da doença no Brasil como cardiomegalia e megacólon (ANDRADE el al., 

2009). A distribuição geográfica de Tc II é predominante nas regiões sul e central da 

América do Sul e na Colômbia e Venezuela (ZINGALES et al., 2012). 

Tc III é raramente encontrado em infecções humanas, porém, é bastante 

relacionado com a transmissão terrestre. Sua distribuição geográfica é ampla no 

Brasil, sendo encontrado em animais de diversas ordens (ZINGALES et al., 2012; 

LLEWELLYN et al., 2009). Tc IV mostra um padrão de distribuição similar ao do grupo 

Tc III, entretanto, é encontrado em infecções humanas e é a segunda maior causa da 

doença de Chagas na Venezuela (ZINGALES et al., 2012). 

Tc V e Tc VI são DTUs hibridas de Tc II e Tc III associadas à doença de Chagas 

nas regiões sul e central da América do Sul. Junto com Tc II, Tc V e Tc VI são pouco 

prevalentes no ciclo silvestre, ao contrário de Tc I, Tc III e Tc IV (Figura 5) (ZINGALES 

et al., 2012). 
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Figura 5: Distribuição geográfica de ciclos silvestres e domésticos das 6 DTUs de T. 
cruzi. 

Fonte: Adaptado de (ZINGALES et al., 2012). 

 

1.3 Interação T. cruzi com o hospedeiro mamífero 

 

A interação entre o T. cruzi e o hospedeiro mamífero compreende três etapas: 

reconhecimento e adesão, sinalização intracelular e invasão (revisado em DESOUZA 

et al., 2010). Logo após a inoculação, o parasita deve escapar dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro e ter acesso à superfície da célula para que ocorra a adesão e, 

posteriormente, a invasão. A etapa de adesão envolve moléculas presentes tanto na 

superfície do parasita quanto na célula do hospedeiro. Moléculas secretadas pelo 

parasita também podem desempenhar importante papel no processo de adesão e 

reconhecimento. A estrutura e função dessas proteínas são bastante diversas, podem 

atuar como âncoras de adesão, exercer atividades proteolíticas sobre a matriz 

extracelular ou promover clivagem de ligantes, evasão do sistema imunológico e a 

sinalização bidirecional (DESOUZA et al., 2010; YOSHIDA, 2006). 
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O processo de reconhecimento e adesão culmina com uma cascata de 

sinalização que induz a mobilização bidirecional de cálcio promovendo a invasão. Um 

mecanismo conhecido na cascata de sinalização é a fosforilação da tirosina que 

ocorre após a interação com as moléculas de superfície, promovendo a ativação de 

fosfolipase C (PLC), proteínas quinases PTK (“protein tyrosine kinase”); PKC (“protein 

kinase C”); PI3-kinase (“phosphatydylinositol-3-kinase”) culminando com a liberação 

de IP3 (inositol-3-fosfato) que irá mobilizar cálcio para o citoplasma (YOSHIDA, 2006; 

MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012). A invasão celular pode ocorrer por três distintos 

mecanismos: dependente ou não de lisossomos e dependente de actina (BURLEIGH, 

2005; FERNANDES et al., 2011; WIKOWISKY et al., 2002). 

 O mecanismo dependente de lisossomos é iniciado com a mobilização de 

cálcio de estoques para o citoplasma que regulará a exocitose de lisossomos para a 

membrana plasmática (BURLEIGH, 2005; FERNANDES et al., 2011). O mecanismo 

independente de lisossomos ocorre com a entrada do parasita por invaginações da 

membrana que acumulam PIP3 (“phospatydyl-inositol-3-fosfato”), produto da ativação 

da PIP3-PK (“phosphatydylinositol-3-fosfato protein kinase”). Como resultado, os 

parasitas permanecem contidos em vacúolos de membrana e em endossomos 

primários (“early endosomes”). No mecanismo dependente de actina, os parasitas 

penetram na célula hospedeira por expansões da membrana plasmática que culmina 

na formação do vacúolo parasitóforo (BURLEIGH, 2005). 

 

1.4 A família multigênica SAP (“Serine- Alanine- Proline- rich protein”) 

 

Trabalhos anteriores de nosso grupo identificaram uma família multigênica que 

codifica polipeptídeos ricos em resíduos de serina, alanina e prolina, a qual pode ser 

incluída entre as famílias multigênicas medianamente repetidas (30-50 cópias) no 

genoma de T. cruzi, tais como as glicosiltransferases, RNA helicases, proteínas 

quinases e “MASP related proteins” (CARMO et al., 2001; BAIDA et al., 2006; 

ZANFORLIN et al., 2013). 

Foram identificadas 51 sequências SAP no genoma de CL Brener, sendo 39 

genes completos e 12 sequências truncadas (BAIDA et al., 2006; ZANFORLIN et al., 

2013). Os genes SAP completos apresentam tamanho que varia entre 813 e 1740 pb. 
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Cerca de 50% das sequências SAP (26/51) estão alocadas no cromossomo in silico 

TcChr41 (22 genes completos e 4 sequências truncadas) e 14 sequências SAP (12 

genes completos e 2 sequências truncadas) estão distribuídas em outros cinco 

cromossomos in silico (TcChr18, TcChr40, TcChr38, TcChr20 e TcChr16) indicando 

que o gene SAP se encontra disperso pelos cromossomos do parasita (ZANFORLIN 

et al., 2013). 

As proteínas SAP foram classificadas em quatro grupos (SAP1 a SAP4) de 

acordo com a organização das regiões amino-terminal e carboxi-terminal 

(ZANFORLIN et al., 2013). A maioria dos genes SAP (n= 34) identificados no genoma 

do clone CL Brener codifica proteínas pertencentes ao grupo SAP1, as quais 

apresentam peptídeo sinal na região amino-terminal e sítio para adição de âncora GPI 

na região carboxi-terminal. Somente um gene pertencente ao grupo SAP2 foi 

identificado e codifica uma proteína com a sequência sinal na região amino-terminal, 

sugerindo que ela pode ser secretada no meio extracelular. Apenas 4 genes são 

classificados como SAP3 e codificam proteínas que apresentam na região amino-

terminal uma região transmembrana conhecida como sinal âncora (“signal anchor”) 

que pode funcionar como peptídeo sinal em proteínas de membrana do tipo II, III e IV 

e sítio para adição de âncora GPI na região carboxi-terminal. SAP4 agrupa proteínas 

SAP que apresentam o domínio conservado SAP-CD mas não tem peptídeo sinal ou 

sítio para adição de âncora GPI. 

Todos os genes SAP compartilham um domínio central denominado SAP-CD 

que possui 513 pb (171 aa) (BAIDA et al., 2006; ZANFORLIN et al., 2013) (Figura 6). 

O domínio SAP-CD tem importante papel na invasão celular devido a sua capacidade 

de ligação à célula hospedeira, induzindo a ativação de vias de transdução de sinal 

que irão atuar na mobilização de cálcio dos estoques para o citoplasma (BAIDA et al., 

2006), culminando no aumento de cálcio intracelular, uma importante via de 

sinalização presente no processo de interação parasita-hospedeiro. 
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Figura 6: Representação esquemática do domínio SAP-CD nas proteínas dos grupos 
SAP (SAP1 a SAP4). 

Fonte: Adaptado de (BAIDA et al, 2006). 
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2 OBJETIVOS 

 

O processo de interação parasita-hospedeiro tem sido intensamente estudado 

nas espécies consideradas de importância na saúde pública, como os agentes 

etiológicos das tripanossomíases americana e africana. Em outras espécies de 

tripanossomas, a interação parasita-hospedeiro é pouco estudada, bem como o 

repertório de moléculas envolvidas nesta interação.  

Identificada e caracterizada em trabalhos anteriores de nosso grupo, a proteína 

SAP desempenha importante papel na interação parasita-hospedeiro induzindo 

ativação de vias de transdução de sinal que atuarão na mobilização de cálcio que 

culminará na invasão da célula de mamífero. É oportuno investigar a presença desta 

família multigênica em espécies de tripanossomas não patogênicas ou incapazes de 

infectar células de mamíferos, e também em espécies filogeneticamente próximas de 

T. cruzi que compartilham hospedeiros comuns em uma mesma região geográfica. 

 

1) Investigar com ferramentas de bioinformática a presença de sequências 

homólogas e ortólogas ao gene SAP em diferentes linhagens de T. cruzi e de espécies 

do clado T. cruzi depositadas em bancos de dados TritrypDB, GenBank e do 

Departamento de Parasitologia-ICB-USP (Professora Marta Teixeira). 

2) Confirmação experimental por PCR de genes SAP identificados da análise 

de bioinformática. Identificação por PCR do gene SAP em espécies do clado T. cruzi 

cujos genomas ainda não foram sequenciados. 

3) Classificação das sequências SAP nos grupos SAP1-4 de acordo com Baida 

e colaboradores (2006). 
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3 MÉTODOS 

 

3. 1 Espécies de tripanossomas  

 

Com o objetivo de investigar a presença e distribuição do gene SAP em 

diferentes espécies de tripanossomas foram selecionados isolados das linhagens de 

T. cruzi, da subespécie T. cruzi marinkellei e de outras espécies de tripanossomas do 

clado T. cruzi (T. rangeli, T. conorhini, T. dionisii) (Tabela 1). 

A maioria dos isolados listados na Tabela 1 já são cultivados em nosso 

laboratório e o cariótipo molecular determinado. Isolados das linhagens de T. cruzi em 

cultivo no laboratório: cepa G (Nobuko Yoshida, EPM-UNIFESP), clone DM28c 

(Samuel Goldenberg, ICC – Fiocruz, PR), clone CLB (Bianca Zingales, IQ-USP), Can 

III e Sylvio X/10 (Marta Teixeira, ICB-USP), clone SO3 (Marta Dilane, UFOP, MG), 

clone Cl3 Esmeraldo (Santuza Teixeira, IB-UFMG). Os isolados T. cruzi marinkellei, 

T. dionisii e T. conorhini foram cedidos pela Dra. Marta Teixeira, ICB-USP e também 

já estão sendo cultivados por nós, assim como o isolado T. rangeli SC58 (Edmundo 

Grisard, UFSC). 

 

3. 2 Identificação de sequências SAP nos bancos de dados genomicos  

 

A pesquisa de sequências similares (homólogas e ortólogas) à sequência SAP 

foi realizada com os algoritmos BLASTn e BLASTp (ATSCHUL et al., 1990) nos 

bancos de dados TritrypDB (http://www.tritrypdb.org), GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) e do Departamento de Parasitologia, ICB-US, cuja data do 

último acesso foi no mês de julho de 2016. Os alinhamentos foram conduzidos com 

sequências SAP do clone CL Brener excluindo-se sequências truncadas. As 

sequências de nucleotídeos e aminoácidos foram alinhadas usando o programa 

ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e ajustadas manualmente. A 

sequência do domínio central SAP-CD de 513 pb (acesso AF199419), foi utilizada 

como objeto de busca nos algoritmos BLASTn e BLASTp para identificar genes 

homólogos e ortólogos ao gene SAP. Na análise foram consideradas sequências que 

apresentam alinhamento superior a 250 pb e similaridade superior a 70%. 

http://www.tritrypdb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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As sequências dos genes encontrados foram coletados para posterior análise 

filogenética. As sequências dos clones amplificados por PCR no trabalho foram 

utilizadas para análises nos bancos de dados para confirmação de identidade. Para 

isso, editamos manualmente as sequências por meio do programa EditSeq (DNA star) 

para remoção dos fragmentos do vetor no VecScreen 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen) e busca por sequências similares nos bancos 

TritrypDB e GenBank. 

A predição de domínios funcionais e modificações pós-traducionais foi 

realizada com as ferramentas disponíveis no ExPASy proteomic server 

(http://www.expasy.org). Peptídeo sinal e sinal âncora foram identificados pelos 

programas SignalP3.0 e SignalP4.0. SignalP3.0 também calcula a probabilidade da 

presença de sinal âncora, também conhecido como peptídeo sinal não clivado 

(BENDTSEN et al., 2004). 

 

3. 3 Alinhamento das sequências SAP e análise filogenética 

 

As sequências de aminoácidos SAP identificadas nos bancos de dados 

TritrypDB, Genbank e ICB-USP, juntamente com as sequências obtidas dos clones, 

foram alinhadas por meio do algoritmo ClustalW com auxílio do MegAlign, disponível 

para Linux. Foi possível após o alinhamento verificar a similaridade tanto do domínio 

SAP-CD quanto do gene SAP completo dos isolados utilizados no nosso estudo. 

 

3. 4 Cultivo T. cruzi em meio LIT (“Liver Infusion Tryptose”) e extração de DNA 

genômico 

 

Para manutenção dos parasitas em laboratório, epimastigotas dos isolados das 

linhagens de T. cruzi (G, Dm28c, Sylvio, Esmeraldo, Can III, SO3, CLB), T. c. 

marinkellei, T. dionisii, T. rangeli e T. conorhini foram cultivados em meio LIT 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino, em câmaras térmicas com temperatura 

constante de 28 oC. Os parasitas foram mantidos em culturas líquida, axênica, sem 

agitação, com densidade variando de 106-108 parasitas/mL. 

http://www.expasy.org/
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Para a extração de DNA genômico, cerca de 1 x 108 epimastigotas foram 

ressuspendidos em 150 µl de solução de lise TELT (NaCl 150 mM; EDTA 250 mM; 

proteinase K 100 µg/ml; sarcosil 0,5%; Tris/HCl 1 M, pH 8,0) e incubados com 15 µl 

de RNAse A a 37ºC por 60 minutos. A seguir foram adicionados 150 µl de 

fenol/clorofórmio (1:1) e fenol/álcool isoamílico (24:1) e a suspensão centrifugada a 

1740 x g por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para novo tubo, onde foram 

adicionados 300 µl de etanol 100%. Após centrifugação a 1740 x g por 10 minutos, o 

precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70%, centrifugado a 1740 x g por 10 minutos, 

seco em estufa a 56ºC e ressuspendido em 50 µl de H2O. 

O DNA genômico do T. brucei rhodesiense foi gentilmente cedido pela Dra. 

Renata Torres Souza e o de T. dionisii é pertencente a coleção de DNA genômico de 

nosso laboratório, cedido pela prof. Dra. Marta Teixeira (ICB, USP). 

 

3. 5 Identificação e isolamento dos genes SAP por amplificação por PCR 

 

Foram selecionados primers que amplificam o domínio conservado SAP-CD e 

primers para amplificar o gene completo SAP. As amplificações por PCR foram 

processadas com 10 ng de DNA genômico dos clones Dm28c, Sylvio X/10, Cl3 

Esmeraldo, TCC 2177, Can III e SO3 de T.cruzi, e isolado da subespécie T. cruzi 

marinkellei e de outras espécies de tripanossomas (T. rangeli, T. conorhini, T. dionisii 

e T. brucei). Ao DNA molde foi adicionado 1 μL de solução de dNTPs 10 mM, 100 

pmol de cada “primer”, 5 μL de tampão 10X sem magnésio (fornecido pelo fabricante 

da Taq DNA polimerase), 1,5 μL de MgCl2 50 mM, 0,5 μL Taq DNA polimerase (2,5 

U) e H2O até completar o volume de 50 μL. Os ciclos de amplificação foram: 94°C por 

4 minutos, 30 ciclos (94°C por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; 72°C por 1 

minuto), 72°C por 1 minuto, 72° por 7 minutos. 

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel 

de agarose 0.8 % e visualizados sob luz ultravioleta. 
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3. 6 Clonagem do gene SAP 

 

Os fragmentos amplificados por PCR foram clonados e sequenciados para 

confirmar sua identidade. Os fragmentos amplificados foram separados por 

eletroforese e extraídos do gel de agarose com o auxílio do kit “Wizard SV Gel and 

PCR clean-up system” (Promega). Em seguida, os fragmentos foram ligados ao vetor 

de clonagem pGEM-T easy (Promega). Alíquotas de 100 ng do inserto (fragmento 

amplificado purificado) foram incubados com 50 ng do vetor pGEM-T easy, 1 U da 

enzima T4 DNA ligase, tampão apropriado diluído para 1 X e H2O até completar 10 

μL. 

Bactérias competentes DH5-α foram transformadas com os plasmídeos 

recombinantes (ligados ao inserto). Incubando-se 100 μL de uma suspensão contendo 

bactérias competentes juntamente com todo o volume resultante da reação de ligação. 

A suspensão bacteriana foi incubada no gelo durante 1 hora, seguindo-se choque 

térmico a 42 ºC durante 2 minutos, recolocando-se em seguida o tubo no gelo por 10 

minutos. Após este período foram adicionados 400 μL de meio líquido LB e o tubo 

mantido sob agitação constante a 37 ºC durante 1 hora. Cerca de 250 μL da amostra 

foram semeados em placas de Petri, preparadas com meio de cultura LB sólido 

contendo ampicilina (100 μg/mL), X-Gal (0,004%) e IPTG (0,2 mM). Por fim, as placas 

foram incubadas a 37 ºC durante 16 horas.  

Para a extração do DNA plasmidial, colônias brancas recombinantes foram 

inoculadas em 3 mL de LB líquido com ampicilina (100 μg/mL) e incubadas sob 

agitação constante a 37 ºC durante 16 horas. Após esse período, a suspensão 

bacteriana foi centrifugada a 3.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante descartado. 

As células foram ressuspendidas em 100 μL de solução A (glicose 50 mM, EDTA 10 

mM, Tris HCl 25 mM, pH 8,0) em presença de RNAse (0,2 μg/μL) e transferidas para 

microtubos, seguindo-se adição de 200 μL de solução B (SDS 1%, NaOH 0,2 M). Após 

homogenização por inversão, a amostra foi incubada durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, seguindo-se adição de 200 μL de solução C (acetato de potássio 3 M, ácido 

acético 5 M) e incubação no gelo durante 30 minutos. Após centrifugação a 15.700 x 

g por 10 minutos a 13 ºC, 400 L do sobrenadante foram transferidos para outro tubo 

contendo 400 L de isopropanol. O DNA foi precipitado por centrifugação a 15.700 x 
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g por 10 minutos a 13 ºC, sobrenadante desprezado e o precipitado lavado com 400 

L de etanol 70%. O precipitado contendo DNA foi seco em estufa a 42 ºC por 30 

minutos e ressuspenso em 30 L de TE (Tris 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM). 

Após esse processo, obtemos o DNA plasmidial ligado ao inserto, realizamos 

a digestão para a liberação dos fragmentos clonados utilizando 5 μL do DNA 

plasmidial extraído, 1 U da(s) enzima(s) de restrição apropriada(s), 2 μL de tampão 

específico diluído para 1 X e H2O até completar 20 μL. As amostras foram incubadas 

a 37 ºC durante 16 horas e os fragmentos liberados visualizados após separação por 

eletroforese em gel de agarose 0,8 %. 

 

3. 7 Sequenciamento dos clones recombinantes 

 

Os clones recombinantes foram sequenciados utilizando o kit “Big Dye terminator 

cycle sequencing ready reaction” (Applied Biosystems). Em cada tubo de reação 

foram adicionados 2 μL de Big Dye, 1 μL de tampão específico de enzima, 2 pmol de 

primer (senso ou anti-senso) e 500 ng de DNA, em volume final de 10 μL. A mistura 

de reação foi incubada nas seguintes temperaturas: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos 

(94°C por 20 minutos, 50°C por 10 minutos) 60° por 4 minutos. 

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

incubação a temperatura ambiente durante 30 min. Após este período, a placa 

contendo as amostras foi centrifugada a 3.000 x g por 40 minutos, o sobrenadante 

descartado e o precipitado lavado duas vezes com 200 μL de etanol 70 % por 

centrifugação a 3.000 x g por 20 minutos. O precipitado seco em estufa a 56 ºC, 

ressuspendido em 10 μL de formamida HiDi (Applied Biosystems) e, após 

denaturação a 94 ºC por 5 minutos, as amostras foram processadas em aparelho “ABI-

Prism 3100” (Applied Biosystems).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Identificação de homólogos e ortólogos da família SAP em banco de dados 

genômicos de tripanossomatídeos (GenBank, TrytripDB, DP-ICB-USB) 

 

Inicialmente, a análise foi realizada nos bancos de dados TritrypDB e GenBank 

utilizando o algoritmo BLASTn e como objeto de busca a sequência SAP-CD de 513 

pb e o gene SAP (número de acesso GenBank, respectivamente, AF199419 e 

AF324829). Iniciamos a busca por ortólogos SAP nos tripanossomatídeos disponíveis 

em bancos de dados, abrangendo Leishmania spp, Trypanosoma spp, e os isolados 

de T. cruzi [DM28c (Tc I), Sylvio X10 (Tc I), Tula cl 2 (Tc II), Esmeraldo (Tc II), CL 

Brener (Tc IV)]. Não foram encontrados genes ortólogos SAP em Leishmania e em 

outras espécies de tripanossoma disponíveis nos bancos de dados (T. grayi, T. brucei, 

T. rangeli, T. congolense, T.vivax e T. evansi). 

Posteriormente, tivemos acesso ao banco de dados do departamento de 

Parasitologia do ICB-USP, mediante colaboração estabelecida com a Prof. Dra. Marta 

Teixeira. Utilizamos como objeto de busca o domínio SAP-CD e identificamos genes 

homólogos SAP nas DTUs T. cruzi M6241 (Tc III) e T. cruzi Can III (Tc IV), e em 

Trypanosoma cruzi marinkellei 454. Estão disponíveis nesse banco de dados 

sequências de outras espécies do clado T. cruzi (T. dionisii e T. conorhini), e também 

não foram encontrados genes ortólogos SAP nestes tripanossomas. 

 A análise bioinformática identificou genes homólogos SAP em todas linhagens 

de T. cruzi e também na subespécie de T. cruzi marinkellei, enquanto em outras 

espécies de tripanossomas não foram identificados genes ortólogos (Tabela 2). 

Lembramos que o genoma de T. cruzi bat, pertencente à espécie T. cruzi, ainda não 

foi sequenciado. Desta maneira, o gene SAP completo foi amplificado por PCR do 

genoma do isolado T. cruzi bat. Esses dados confirmam que a família multigênica SAP 

é espécie-específica de T. cruzi. 
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Tabela 2: Identificação de sequências similares a SAP com as ferramentas BLASTn e 
BLASTp nos bancos de dados e por amplificação por PCR com oligonucleotídeos 
específicos.  

 

 

4.2 Investigação da presença do gene SAP por PCR nas espécies do gênero 

Trypanosoma. 

Como alguns genomas de tripanossomas ainda estão em fase de 

sequenciamento, nós resolvemos confirmar os dados obtidos na análise de 

bioinformática por meio do PCR. Sintetizamos um par de “primers” denominado SAP 

135 que amplifica um segmento de 135 pb do domínio central SAP-CD. Utilizamos 

pelo menos um representante de cada DTU de T. cruzi, um isolado da subespécie T. 

cruzi marinkellei e o isolado T. cruzi bat de morcego. Para verificar a presença do gene 

SAP em outras espécies utilizamos o DNA genômico do T. rangeli, T. conorhini, T. 

dionisii e T. lewisi. Como controle positivo da reação, utilizamos o plasmídeo 

denominado pTREX SAP_GFP no qual foi clonado o domínio SAP-CD (Figura 7).  



24 
 

Figura 7: Amplificação por PCR da sequência SAP em diferentes linhagens de T. cruzi, 
da subespécie T. cruzi marinkellei, T. cruzi bat, e de outras espécies do clado T. cruzi e 
de T. brucei.  

 

Nota: A) Amplificação da região de 135 nt do domínio conservado SAP-CD do DNA 

genômico de diferentes isolados das linhagens de T. cruzi, T. cruzi marinkellei, T. cruzi 

bat e de outras espécies do clado T. cruzi (T.conorhini, T.dionisii, T.rangeli) e de T. 

brucei. B) Amplificação por PCR do gene rDNA18S do DNA genômico dos isolados 

mostrados no painel A. Os isolados de T. cruzi são: cepa G (Tc I), Dm28c (Tc I) clone 

Sylvio x10/1 (Tc I), clone Esmeraldo (Tc II), TCC 2177 (Tc III), Can III (Tc IV), clone 

SO3 (Tc V), CL Brener (Tc VI). Controle negativo, reação de PCR na ausência de DNA 

genômico; controle positivo, plasmídeo (pTREX SAP_GFP) contendo o gene SAP. 

Marcadores de massa molecular (φHae) estão indicados à esquerda em pares de 

bases (pb). 

 

Houve amplificação do domínio conservado de 135 pb em todas as linhagens de 

T. cruzi, T. cruzi bat e na subespécie T. cruzi marinkellei, porém, em outras espécies 

de tripanosomas, não houve amplificação. Os resultados obtidos na análise por PCR 

corroboram com a análise de bioinformática, comprovando a presença da família SAP 

em T. cruzi e na subespécie T. cruzi marinkellei. Com relação ao T. cruzi bat é 
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importante ressaltar que o sequenciamento deste isolado ainda está em andamento, 

mas podemos concluir que o gene SAP está presente neste organismo. 

Para confirmar a integridade do material genético utilizado, realizamos PCR 

utilizando primers que amplificam o gene rDNA18S, presente em todas as espécies 

do gênero Trypanosoma . Podemos verificar que houve amplificação de um fragmento 

de 753 pb do gene rDNA18S em todos os isolados analisados, comprovando a 

integridade do DNA genômico utilizado na análise. 

Posteriormente, as sequências amplificadas com os primers SAP foram 

purificadas do gel de agarose como descrito nos itens (item 3.6), clonadas em pGEM-

T e sequenciadas (item 3.7). A identidade dos fragmentos amplificados SAP foi 

comprovada por meio de BLAST no banco de dados TritrypDB. Em conjunto, os dados 

das análises de bioinformática e amplificação por PCR indicam que as sequências 

SAP são espécie-específicas. 

Na busca de genes homólogos e ortólogos a SAP por meio no BLAST e no PCR 

verificamos que todas as linhagens de T. cruzi aprensetaram gene SAP, inclusive a 

subespécie T. cruzi marinkellei e T. cruzi bat, isolados de morcegos. Corroborando 

com os dados anteriormente obtidos as demais espécies de tripanossomas não 

apresentaram genes ortólogos a SAP, surpreendentemente não foram encontrados 

genes SAP em T. rangeli, espécie filogeneticamente próxima de T. cruzi que 

apresenta hospedeiros e distribuição geográfica comuns e em T. dionisii, espécie 

isolada de morcegos também contida no clado T. cruzi. 

 

4.3 Comparação da sequência de aminoácidos das proteínas SAP em isolados 

das linhagens de T. cruzi e T. cruzi markinkellei 

 

Utilizamos sequências de aminoácidos em vez das sequências de nucleotídeos 

já que podem existir variações em apenas uma base, caracterizando o polimorfismo 

de nucleotídeo único (SNPs, “single nucleotide polymorphism”).  

As sequências de 4 proteínas SAP completas [DM28c (Tc I), Sylvio (Tc I), Cl 

Brener (Tc VI) e Tula (VI)] de T. cruzi selecionados no banco de dados TritrypDB foram 

alinhadas pelo programa ClustalW (Figura 8). Em preto estão indicadas as regiões 
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com 100% de identidade, em cinza escuro 80% e em cinza claro 60%. Podemos 

observar que as variantes SAP analisadas apresentam grande similaridade entre si, 

principalmente na região do domínio conservado SAP-CD (quadrado vermelho). O 

domínio conservado SAP-CD tem um importante papel na invasão celular devido à 

ligação a célula do hospedeiro, induzindo ativação de vias de transdução do sinal que 

irão atuar na mobilização de cálcio dos estoques para o citoplasma. O aumento de 

cálcio intracelular é uma importante via de sinalização presente no processo de 

interação parasita-hospedeiro (BAIDA et al., 2006). Em conjunto os dados indicam 

que as proteínas SAP são bastante conservadas entre as diferentes linhagens de T. 

cruzi. 

 

Figura 8: Alinhamento por ClustalW de sequências de aminoácidos SAP de diferentes 
DTUs (linhagens) de T. cruzi disponíveis nos bancos de dados. 

 

Nota: Os isolados utilizados foram clones DM25c (Tc I) e Sylvio x10 (Tc I); clone CL 

Brener (CLB) (Tc VI), cepa Tulahuen (Tc VI). Em negro estão representados resíduos 

com 100% de identidade, cinza escuro (80%) e cinza claro (60%). O quadrado 

vermelho delimita as regiões de grande similaridade. 
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4.4 Classificação das proteínas SAP identificadas neste trabalho 

Baida e colaboradores (2006), classificaram a família SAP em 4 grupos (SAP 

1-4) de acordo com as suas regiões C- e N- terminais. Anteriormente em nosso 

laboratório (BAIDA et al., 2006; ZANFORLIN et al., 2013) foram identificadas 

sequências SAP no genoma do clone CL Brener que foram distribuídas entre estes 4 

grupos. De acordo com Baida et al (2006) e Zanforlin et al (2013), dos 39 genes 

completos analisados, 34 são pertencentes ao grupo SAP1, 4 genes pertencentes ao 

grupo SAP3 e apenas uma única sequência nos grupos SAP2 e SAP4. 

Decidimos classificar as sequências SAP dos demais isolados de T. cruzi e as 

novas sequências SAP anotadas identificadas no banco de dados TritrypDB. Para isso 

analisamos as regiões N- e C- terminal das proteínas SAP visando identificar 

sequências peptídeo sinal, sinal para adição de âncora GPI, “signal anchor” (predição 

de peptídeo sinal) e GAG (“gag-like protein”). 

O grupo SAP1 é caracterizado pela presença de peptídeo sinal na região N-

terminal e sinal para adição de âncora GPI na região C-terminal. Já no grupo SAP2, 

está presente apenas o peptídeo sinal na região N-terminal. O grupo SAP3 possui 

“signal anchor” na região N-terminal e predição para adição de âncora GPI na região 

C-terminal. Por fim, o grupo SAP4 possui parte da sequência da proteína GAG em 

sua região N-terminal. 

No clone Dm28c encontramos 29 sequências SAP, grande parte delas 

devidamente anotadas. Dezenove das 29 sequências encontradas apresentavam 

alinhamento de duas regiões sobrepostas da sequência alvo (“query”), mostrando 2 

resultados do BLAST por contig. Essas sequências estão representadas em laranja 

na Tabela 3, e sugerem recentes eventos de duplicação intragênica. Duas sequências 

incorretamente anotadas como “trans-sialidases” e 2 como proteínas hipotéticas estão 

indicadas na Tabela 3. Na nossa análise também identificamos 3 novos genes SAP 

em Dm28c. 

Anteriormente em nosso laboratório foram encontradas 43 sequências SAP no 

genoma Sylvio X10/1, destas, 19 sugerem duplicação intragênica de parte da 

sequência alvo, assim como no isolado Dm28c (ZANFORLIN et al., 2013). Grande 

parte das sequências não estão anotadas, o que dificultou a análise de integridade e 

tamanho dos genes SAP (Tabela 4). Identificamos 24 novas sequências SAP, 3 
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sequências erroneamente anotadas, 2 como proteínas hipotéticas e 1 como “trans-

sialidase”. 

Foram encontradas 18 sequências SAP no genoma da subespécie T. cruzi 

marinkellei, diferentemente obtido anteriormente por Zanforlin et al., 2013 que 

identificaram apenas 8 sequências SAP. Todas as sequências SAP estão contidas em 

supercontigs, como apresentado na Tabela 5. Possivelmente, com o sequenciamento 

completo de T. cruzi marinkellei, novas SAP serão anotadas e com isso o número de 

sequências será maior que o resultado anterior. Das 18 sequências, 3 sugerem 

duplicação intragênica. 

Por fim, atualizando os dados apresentados anteriormente (BAIDA et al., 2006; 

ZANFORLIN et al., 2013), no clone CL Brener foram identificadas 60 sequências SAP. 

Doze sequências estão contidas no cromossomo in silico TcChr41-P (Tabela 6), 26 

no TcChr41-S (Tabela 7), 13 nos demais cromossomos (Tabela 8) e 9 estão contidas 

em contigs não alocados em cromossomos (Tabela 9). Três sequências são 

pseudogenes (destacadas em azul nas Tabela 6, 7, 8 e 9).  Grande parte das 

sequências analisadas estão anotadas como: "90 kDa surface protein" ou "serine-

alanine-and proline-rich protein" mas existem sequências erroneamente anotadas 

como “trans-sialidases” que estão destacadas em verde na Tabela 7. 
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Tabela 3: Genes SAP identificados no genoma do clone Dm28c (linhagem Tc I) 
disponível no banco de dados TritrypDB. 



30 
 

Tabela 4: Genes SAP identificados no genoma do isolado Sylvio X10/1 (linhagem Tc I) 
disponível no banco de dados TritrypDB. 
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Tabela 5: Genes SAP identificados no genoma do isolado B7 da subespécie T. cruzi 
marinkellei disponível no banco de dados TritrypDB. 
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Tabela 6: Genes SAP identificados nos cromossomos in silico TcChr41-P e TcChr41-S 
de CL Brener (linhagem VI) disponíveis no banco de dados TritrypDB. 
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Tabela 7: Genes SAP identificados nos demais cromossomos in silico do clone CL 
Brener disponíveis no banco de dados TritrypDB. 

  

Tabela 8: Genes SAP identificados nos contigs não alocados de CL Brener disponíveis 
no banco de dados TritrypDB. 
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4.4.1 Predição do peptídeo sinal nas sequências SAP pelo programa SignalP 

3.0 

Para classificar os genes SAP utilizamos as sequências de aminoácidos na 

análise de predição de peptídeo sinal no programa SignalP (Disponível em: 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).  Optamos pela versão 3.0 que é capaz de 

predizer tanto peptídeo sinal como “signal anchor”.  

No clone CL Brener foram identificadas 11 novas sequências SAP. Destas, 

apenas uma (TcCLB503973.70) não apresentou predição para peptídeo sinal. 

Analisando 25 sequências SAP anotadas encontradas no clone Dm28c, apenas 2 

(TCDM_10471 e TCDM_11616) não apresentaram peptídeo sinal, isso indica que 

estas são proteínas não secretadas. 

Apenas 11 das 41 sequências SAP do clone Sylvio X/10 estavam anotadas, 

isso explica o número reduzido de sequências obtidas para análise da predição do 

peptídeo sinal. Das 11 sequências, 4 (TCSYLVIO_009007, TCSYLVIO_009022, 

TCSYLVIO_009084 e TCSYLVIO_010187) não apresentaram peptídeo sinal. Das 11 

sequências SAP anotadas encontradas na subespécie T. cruzi marinkellei, 2 delas 

(Tc_MARK_7387, Tc_MARK_9894) não apresentaram predição para peptídeo sinal.  

Os genes anotados que apresentaram peptídeo sinal podem ser classificados 

tanto no grupo SAP1 como SAP2. O diferencial entre os dois grupos é a presença de 

âncora GPI na região C-terminal da proteína (BAIDA et al., 2006). Os membros SAP 

que não possuem predição para peptídeo sinal não pertencem aos grupos SAP1 ou 

SAP2, porém, pode ocorrer sequências incompletas. 

 

4.4.2 Classificação das sequências SAP 

 

Para confirmar as análises feitas com o programa SignalP decidimos alinhar as 

sequências de aminoácidos obtidas no item 4.2. As sequências foram alinhadas no 

programa Seaview utilizando o método de ClustalW, com um ajuste adicional em que 

as sequências são ordernadas por similaridade, facilitando a classificação em grupos. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Das 11 novas sequências SAP identificadas no clone CL Brener, 10 são 

pertencentes ao grupo SAP1 (Figura 9 e Tabela 9). A sequência (TcCLB503973.70) 

que não apresentou peptídeo sinal na análise pelo SignalP também não apresentou 

sinal para adição de âncora GPI, pois, a região C-terminal está incompleta. Dessa 

forma, não foi possível identificar características cruciais para sua classificação nos 

grupos SAP (Figura 9). 

 

Tabela 9: Classificação das novas sequências SAP anotadas identificadas no clone CL 
Brener (linhagem Tc VI) de acordo com os grupos definidos por Baida et al (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das 25 sequências SAP do isolado Dm28c anotadas no banco de dados 

TritrypDB, 14 são do grupo SAP1 e 5 do grupo SAP2 (Tabela 10). As demais 

sequências são incompletas, tornando inviável a identificação de características 

cruciais para a classificação. Podemos observar no alinhamento (Figura 10), que 2 

(TCDM_10471 eTCDM_11616) das 25 sequências apresentam-se incompletas na 

região N-terminal, e 4 sequências (TCDM_9846, TCDM_10399, TCDM_11372 e 

TCDM_11616) incompletas na região C-terminal. 

A sequência TCDM_10471 não apresenta predição para o peptídeo sinal por 

estar incompleta, mas apresenta na região C-terminal a predição para a adição de 

âncora GPI. Dessa forma pode então pertencer ao grupo SAP2, caso apresente 

predição para o peptídeo sinal ou, SAP3, caso apresente sinal âncora. As sequências 

que se apresentaram incompletas na região C-terminal podem pertencer ao grupo 

SAP1, caso apresentem sinal para adição de âncora GPI, ou SAP2 caso não possuam 

Número de acesso TritrypDB Grupo SAP 

TcCLB.503973.70 ND* 

TcCLB.507981.30 1 
TcCLB.507373.30 1 

TcCLB.510013.200 1 
TcCLB.507953.200 1 

TcCLB.506499.190 1 
TcCLB.506499.220 1 
TcCLB.504239.280 1 
TcCLB.507953.70 1 

TcCLB.506759.140 1 
TcCLB.510021.160 1 

*ND= Não determinada 
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esse sinal. A sequência TCDM_11616 apresenta região N- e C-terminal incompletas, 

por isso foi excluída da análise.  

 

Tabela 10: Classificação das sequências SAP anotadas do isolados da linhagem Tc I 
(Dm28c e Sylvio X10/1) de acordo com os grupos definidos por Baida et al., (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Sequências SAP que podem ser classificadas nos grupos 1 ou 2. 

** Sequências SAP que podem ser classificadas no grupos 2 ou 3. 

****ND= Não determinada 

 

Das 11 sequências SAP anotadas no clone Sylvio X10/1, 4 delas 

(TCSYLVIO_009007, TCSYLVIO_009022, TCSYLVIO_009084 e TCSYLVIO_10187) 

apresentaram-se incompletas na região N-terminal e 5 na região C-terminal 

Número de acesso TritrypDB Grupo SAP 

TCDM_08854 2 
TCDM_09698 2 
TCDM_10355 2 
TCDM_11372 1 ou 2 * 
TCDM_10385 2 
TCDM_09523 2 
TCDM_11616 ND*** 
TCDM_10471 2 ou 3 ** 
TCDM_11137 1 
TCDM_11267 2 
TCDM_11224 1  
TCDM_09256 1 
TCDM_11300 1 
TCDM_11389 1 

TCDM_12604 1 
TCDM_10609 1 

TCDM_09846 1 ou 2 
TCDM_10399 1 ou 2 

TCDM_09562 1 

TCDM_11865 1 

TCDM_09908 1 

TCDM_08399 1 

TCDM_13457 1 

TCDM_10191 1 

TCDM_10668 1 

TCSYLVIO_011088 1 ou 2 

TCSYLVIO_006699 1 ou 2 

TCSYLVIO_006718 1 

TCSYLVIO_008016 1 

TCSYLVIO_008483 1 ou 2 

TCSYLVIO_009007 2 ou 3 

TCSYLVIO_009022 2 ou 3 

TCSYLVIO_009084 2 ou 3 

TCSYLVIO_009562 1 ou 2 

TCSYLVIO_010187 2 ou 3 

TCSYLVIO_10865 1 ou 2 
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(TCSYLVIO_011088, TCSYLVIO_006699, TCSYLVIO_008483, TCSYLVIO_009562 

e TCSYLVIO_10865) (Figura 11). As 4 sequências incompletas na região N-terminal 

apresentam sinal para adição de âncora GPI na região C-terminal, podendo então 

pertencer ao grupo SAP1 ou SAP3. Já as 5 sequências incompletas na região C-

terminal apresentaram predição para o peptídeo sinal na região N-terminal, podendo 

então pertencer ao grupo SAP1 ou SAP2. O resultado está representado na Tabela 

10. 

Identificamos 6 sequências incompletas na região N-terminal (TC_MARK_5341, 

TC_MARK_7387, TC_MARK_7896, TC_MARK_8177, TC_MARK_8178 e 

TC_MARK_9894), e 7 incompletas na região C-terminal (TC_MARK_ 5341, 

TC_MARK_ 6843, TC_MARK_7387, TC_MARK_7523, TC_MARK_8177, 

TC_MARK_8344 e TC_MARK_9894), dificultando a classificação das sequências nos 

grupos SAP1 a SAP4 (Figura 12). Os genes SAP incompletos na região N-terminal 

podem pertencer ao grupo SAP1 ou SAP2, e o gene incompleto na região C-terminal 

pode pertencer ao grupo SAP3 ou SAP4. As sequências TC_MARK_5341, 

TC_MARK_7387, TC_MARK_7896, TC_MARK_8177 e TC_MARK_9981 

apresentaram-se incompletas nas regiões C- e N-terminal, inviabilizando a 

classificação nos grupos SAP (Tabela 11). 

 

Tabela 11: Classificação das sequências SAP anotadas da subespécie T. cruzi 
marinkellei de acordo com os grupos definidos por Baida et al (2006). 

 

 

 

 

 

 

 

*Sequências SAP que podem ser classificadas nos grupos 1 ou 2. 

** Sequências SAP que podem ser classificadas no grupos 3 ou 4. 

****ND= Não determinada. 

Número de acesso 
TritrypDB 

Grupo SAP 

TC_MARK_3892 1 ou 2* 
TC_MARK_5341 ND*** 
TC_MARK_6768 1 
TC_MARK_6843 1 ou 2 
TC_MARK_7387 ND 
TC_MARK_7523 1 ou 2 
TC_MARK_7896 ND 
TC_MARK_8177 ND 
TC_MARK_8178 3 ou 4** 

TC_MARK_8344 1 ou 2 
TC_MARK_9894 ND 

TC_MARK_9981 1 
TC_MARK_10207 1 
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Figura 9: Alinhamento por ClustalW das regiões C- e N- terminal das sequências de 
aminoácidos SAP identificadas no clone CL Brener.  

 

Nota: Na parte superior da figura está a região N-terminal e na parte inferior a região 

C-terminal da proteína. O quadrado verde marcado como PS delimita o peptídeo sinal 

e o vermelho marcado como GPI representa o sinal para adição de âncora GPI. Em 

negro estão representados resíduos com 100% de identidade, cinza escuro (80%) e 

cinza claro (60%). 
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Figura 10: Alinhamento pelo método ClustalW das regiões N- e C- terminal das 
sequências de aminoácidos SAP anotadas do clone Dm28c (linhagem Tc I). 

 

Nota: Na parte superior da figura está presente a região N-terminal e na parte inferior 

a região C-terminal da proteína. O quadrado verde marcado como PS indica o 

peptídeo sinal e o quadrado vermelho marcado como GPI representa o sinal para 

adição de âncora GPI. Em negro estão representados resíduos com 100% de 

identidade, cinza escuro (80%) e cinza claro (60%). 
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Figura 11: Alinhamento por ClustalW das regiões C- e N- terminal das sequências de 
aminoácidos SAP anotadas do isolado Sylvio X10/1 (linhagem Tc I). 

 

Nota: O quadrado verde marcado como PS indica o peptídeo sinal e o quadrado 

vermelho marcado como GPI representa o sinal para adição de âncora GPI. Em negro 

estão representados resíduos com 100% de identidade, cinza escuro (80%) e cinza 

claro (60%).  
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Figura 12: Alinhamento por ClustalW das regiões C- e N- terminal das sequências de 
aminoácidos SAP anotadas do isolado T. cruzi marinkellei. 

 

Nota: Na parte superior da figura está presente a região N-terminal e na parte inferior 

a região C-terminal da proteína. O quadrado verde marcado como PS indica o 

peptídeo sinal e o quadrado vermelho marcado como GPI representa o sinal para 

adição de âncora GPI. Em negro estão representados resíduos com 100% de 

identidade, cinza escuro (80%) e cinza claro (60%).  

 

4.5 Busca de domínios conservados no banco de domínios (CDD) 

 

Após a identificação e classificação de sequências SAP nos diferentes isolados 

de T. cruzi iniciamos a busca por domínios conservados presentes nessas proteínas. 

Utilizamos a plataforma CDD (“Central Domain Database”), disponível no site do 

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml 

De 86 sequências SAP dos diferentes isolados, 29 não apresentaram domínios 

conservados nos diferentes bancos de dados: CDD, Pfam, SMART, KOG, COG, PRK 

e TIGR. Catorze sequências apresentaram domínio de mucinas na região N-terminal 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml


42 
 

da sequência (Tabela 12 e 13). As demais sequências apresentaram diferentes 

domínios que estão descritos na Tabela 14. Estes são inespecíficos, ou seja, estão 

presentes em diversos tipos de proteínas de vários organismos. 

 

Tabela 12: Domínios conservados identificados nas sequências SAP do clone CL 
Brener. Em amarelo estão destacadas as sequências com domínio de mucinas 
(“mucin”). Os domínios indicados estão descritos na Tabela 14. 
 

 

Nota: Em amarelo estão destacadas as sequências com domínio de mucinas. Os 

domínios indicados estão descritos na Tabela 14. 
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Tabela 13: Domínios conservados identificados nas sequências SAP dos isolados 
Dm28c, SylvioX10/1 e T. cruzi marinkellei. 

 

Nota: Em amarelo estão destacadas as sequências com domínio de mucinas. Os 

domínios indicados estão descritos na Tabela 14. 
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Tabela 14: Descrição dos diferentes domínios apresentados na busca por domínios 
conservados (CDD). 

 

Os domínios de mucinas encontrados em 14 sequências SAP refletem a 

similaridade encontrada por BLAST entre SAP e TcMUC, TcMUCII, MASPs (“Mucin 

Associated Surface Protein”) e “Mucin-like glycoprotein”. As mucinas fazem parte de 

uma superfamília de proteínas de superfície relacionadas com a de interação parasita-

hospedeiro. As proteínas dessa família são composta por 3 regiões: C- terminal, N-

terminal que são bastante conservadas e a região central bastante variável entre os 

membros dessa família. Assim como as proteínas SAP, as mucinas apresentam 

peptídeo sinal na região N- terminal (DI NOIA; SÁNCHEZ; FRASCH, 1995; DI NOIA 

et al., 1998). Essa similaridade entre SAP e mucinas sugere que estas estejam 

relacionadas filogeneticamente.                     
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5 CONCLUSÃO 

 

Por meio das análises de bioinformática e de PCR confirmamos que a família 

multigênica SAP é espécie-específica, presente em todas as linhagens de T. cruzi, 

inclusive na subespécie T. cruzi marinkellei e no isolado T. cruzi bat. A SAP está 

ausente em outras espécies de tripanossomas, inclusive em T. rangeli, que é 

filogeneticamente próximo de T. cruzi. Estes parasitas compartilham regiões 

geográficas e hospedeiro comuns, podendo estabelecer co-infecção.  

Grande parte das novas sequências SAP identificadas apresentaram peptídeo 

sinal e âncora GPI, sendo classificadas no grupo SAP1, corroborando com dados 

anteriores de nosso grupo que o SAP1 é o grupo mais prevalente. 

Sequências de TcMUC, TcMUCII, MASPs e “Mycin-like glycoprotein” são 

também famílias multigênicas envolvidas no processo de interação parasita-

hospedeiro e apresentaram similaridade considerável com as sequências SAP 

sugerindo uma relação filogenética entre essas famílias. 
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