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RESUMO 

Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas (DC), é uma espécie 
heterogênea com alta diversidade genética e fenotípica, que circula entre insetos vetores 
e diferentes espécies de hospedeiros mamíferos. O sequenciamento do genoma do clone 
CL Brener de T. cruzi revelou que há uma expansão massiva de genes que codificam para 
famílias de proteínas de superfície, como as trans-sialidases, mucinas, gp63 e as MASPs. 
MASP compõem a segunda maior família multigênica de T. cruzi, com cerca de 1400 
membros, o que sugere que esta família seja de grande importância para a biologia do 
parasito. As proteínas MASP contêm domínios N- e C- terminais altamente conservados 
que são removidos da proteína madura e uma região central extremamente variável, 
exposta na superfície do parasito. O elevado grau de polimorfismo da família MASP 
associado com a sua localização na superfície de formas infectivas de T. cruzi sugere que 
MASP participe de mecanismos de interação hospedeiro-parasito. Neste contexto, este 
trabalho tem como objetivo aprofundar os estudos sobre a expressão gênica, 
antigenicidade, além de investigar o possível envolvimento de MASP na infectividade de 
T. cruzi. Inicialmente, os membros da família foram divididos em 7 subgrupos baseados 
em similaridade de sequência proteica e o membro mais representativo de cada subgrupo 
foi escolhido para expressão heteróloga. Estas proteínas denominadas M1, M2, M3, M4, 
M5, M6 e M7 foram acopladas a diferentes beads fluorescentes e utilizadas em ensaios 
uniplex e multiplex de citometria de fluxo com soros de camundongos infectados com T. 
cruzi ao longo da fase aguda. Esta técnica apresentou alta sensibilidade e permitiu 
diferenciar a reatividade de cada MASP ao longo da infecção em um único ensaio. Na 
segunda parte do trabalho, foi realizada a análise da expressão e variabilidade antigênica 
de MASP. A seleção dos membros utilizados nesta etapa foi baseada nos níveis de 
expressão por RNA-seq e predição de antigenicidade, assim foram selecionadas as 
proteínas MASPs M9, M12, M13, M14, M18, M19 e M20. Anticorpos policlonais contra 
estas proteínas foram gerados e a expressão em células individuais analisada em ensaios 
de citometria de fluxo e imunofluorescência realizados utilizando tripomastigotas de CL 
Brener. Os resultados demonstraram que estas MASP não são expressas na superfície de 
todos parasitos na população e que estes anticorpos marcaram parasitos na população com 
diferentes intensidades, provavelmente devido ao compartilhamento de epítopos 
polimórficos que existe entre as proteínas de MASP. O próximo passo foi a produção de 
anticorpos monoclonais (mAb) contra membros M2, M14 e M18. Os mAbs anti-M2 e 
anti-M14 foram usados para enriquecer uma população de tripomastigotas para a 
expressão de M2 e M14, respectivamente, e os parasitos enriquecidos utilizados em 
ensaios de infecção experimental de camundongos em comparação com a população WT 
não enriquecida. Os resultados demonstraram um perfil bem distinto entre as curvas de 
parasitemia das populações enriquecidas em comparação a dos camundongos WT, 
indicando que a expressão mais homogênea de MASP na população de parasitos facilita 
o controle da infecção por parte do hospedeiro. Por fim, foi investigada a influência de 
diferentes proteínas de MASP na invasão de células hospedeiras. Foi realizado um ensaio 
de ligação de MASP em células L6 e resultados sugerem que alguns membros de MASP 
são capazes de se ligar na superfície da célula hospedeira. Ensaios de invasão com células 
L6 também foram realizados e, após o tratamento com as proteínas recombinantes de 
MASP M2, M13, M18 e M19, a infecção por T. cruzi nestas células foi reduzida de 
maneira significativa. 
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ABSTRACT 

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas' disease (DC), is a heterogeneous 
species with high genetic and phenotypic diversity that circulates between insect vectors 
and different species of mammalian hosts. Sequencing of the T. cruzi CL Brener genome 
revealed that there is a massive expansion of genes encoding for surface protein families, 
such as trans-sialidases, mucins, gp63 and MASPs. MASP is the second largest multigene 
family of T. cruzi, with about 1400 members, which suggests that this family is very 
important for the biology of the parasite. MASP proteins contain highly conserved N- and 
C-terminal domains that are removed from the mature protein and a highly variable 
central region exposed on the parasite surface. The high degree of polymorphism of the 
MASP family associated with its location on the surface of infective forms of T. cruzi 
suggests that MASP participates in mechanisms of host-parasite interaction. In this 
context, this work aims at deepen the studies on gene expression, antigenicity, and 
investigate the possible involvement of MASP in the infectivity of T. cruzi. Initially, 
family members were divided into 7 subgroups based on protein sequence similarity and 
the most representative member of each subgroup was chosen for heterologous 
expression. These proteins named M1, M2, M3, M4, M5, M6 and M7 were coupled to 
different fluorescent beads and used in uniplex and multiplex flow cytometry assays with 
sera from T. cruzi infected mice throughout the acute phase. This technique showed high 
sensitivity and allowed to differentiate the reactivity of each MASP throughout the 
infection in a single assay. In the second part of the work, the analysis of expression and 
antigenic variability of MASP was performed. The selection of the members used in this 
step was based on expression levels by RNA-seq and antigenicity prediction, thus the 
MASP proteins M9, M12, M13, M14, M18, M19 and M20 were selected. Polyclonal 
antibodies against these proteins were generated and expression in individual 
trypomastigotes of CL Brener analyzed by flow cytometry and immunofluorescence 
assays. The results demonstrated that these MASPs are not expressed on the surface of 
all parasites in the population and that these antibodies marked parasites in the population 
with different intensities, probably due to the sharing of polymorphic epitopes that exist 
among MASP proteins. The next step was the production of monoclonal antibodies 
(mAbs) against M2, M14 and M18 members. Anti-M2 and anti-M14 mAbs were used to 
enrich a trypomastigote population for the expression of M2 and M14, respectively, and 
the enriched parasites used in experimental mice infection assays as compared to the non-
enriched WT population. The results showed a very distinct profile among the parasitemia 
curves of the enriched populations compared to the WT mice, indicating that the more 
homogeneous expression of MASP in the parasite population facilitates infection control 
by the host. Finally, the influence of different MASP proteins on invasion of host cells 
was investigated. A MASP binding assay was performed on L6 cells and the results 
suggest that some MASP members are capable of binding on the surface of the host cell. 
Invasion assays with L6 cells were also performed and after treatment with the 
recombinant MASP proteins M2, M13, M18 and M19 T. cruzi infection in these cells was 
significantly reduced. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 

A doença de Chagas (DC) é uma antropozoonose causada pelo protozoário 

flagelado Trypanosoma cruzi. Tanto o protozoário quanto a doença foram, inicialmente, 

descritos pelo médico, pesquisador e sanitarista Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 

1909 (Chagas 1909).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), DC é classificada entre as 17 

“doenças tropicais negligenciadas”. A OMS também estima que aproximadamente 8 

milhões de pessoas estejam infectadas com T cruzi em todo o mundo, com quase 100 

milhões em risco de infecção; além disso, mais de 10.000 mortes por ano podem ser 

atribuídas à DC, tornando-a um sério problema de saúde pública (Echeverria and Morillo 

2019; WHO 2018). Pessoas infectadas pela DC são encontradas, sobretudo, em áreas 

endêmicas de 21 países latino-americanos (WHO, 2018). Porém, principalmente devido 

à migração, casos recentes da doença têm sido reportados também em outras áreas, como 

Europa, América do Norte, Japão e Austrália (Balouz, Buscaglia, and Aires 2017; 

Chatelain 2017; Echeverria and Morillo 2019).  

Segundo dados do Ministério da Saúde, estima-se que existam no Brasil, 

atualmente, pelo menos um milhão de pessoas infectadas por T. cruzi (Secretaria de 

Vigilância em Saúde - Ministério da Saúde 2019). Em 2006 o Brasil recebeu a certificação 

internacional da interrupção da transmissão vetorial pelo Triatoma infestans, espécie 

exótica e responsável pela maior parte da transmissão vetorial no passado, devido a ações 

de controle de vetores realizadas a partir de 1970. Estas ações alteraram o quadro 

epidemiológico da DC no país que promoveram mudanças nas medidas de vigilância 

epidemiológica. Entretanto, o risco de transmissão vetorial da doença de Chagas continua, 

isto se dá em função da existência de outras espécies de triatomíneos autóctones com 

elevado potencial de colonização, como também pela presença de reservatórios de T. 

cruzi e da aproximação cada vez mais frequente das populações humanas a esses 

ambientes, além da persistência de focos residuais de T. infestans, ainda existentes em 

alguns municípios dos estados da Bahia e do Rio Grande do Sul (Bello Corassa et al. 

2017). Outros fatores também contribuem para manutenção da transmissão da DC no 

Brasil, como a ocorrência de casos e surtos por transmissão oral pela ingestão de 

alimentos (caldo de cana, açaí, bacaba, entre outros) contaminados com os insetos vetores 

infectados; pela transmissão vetorial domiciliar sem colonização, e vetorial 
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extradomiciliar, principalmente na Amazônia Legal (Martins-Melo et al., 2018). Dados 

do Ministério da Saúde também revelaram que entre o período de 2008 a 2017 foram 

registrados casos confirmados de doença de Chagas aguda na maioria dos estados 

brasileiros. Sendo que a maior distribuição, cerca de 95%, concentra-se na região Norte, 

e destes, o estado do Pará é responsável por 83% dos casos. Em relação às principais 

formas de transmissão ocorridas no país, 72% foram por transmissão oral, 9% por 

transmissão vetorial e em 18% não foi identificada a forma de transmissão (Bello Corassa 

et al. 2017). 

A partir disto, é possível concluir que mesmo com programas de controle de 

ocorrência de novos casos da doença, a magnitude da DC no Brasil permanece relevante. 

Apesar de não haver dados sistemáticos relativos à prevalência da doença, em estudos 

recentes as estimativas de prevalência variaram de 1,0 a 2,4% da população, o equivalente 

a 1,9 a 4,6 milhões de pessoas infectadas por T. cruzi. Reflexo disso é a elevada carga de 

mortalidade por DC no país, representando uma das quatro maiores causas de mortes por 

doenças infecciosas e parasitárias (Martins-Melo et al. 2018).  

Mesmo diante deste quadro, atualmente, ainda existem apenas duas drogas 

tripanocídicas, benznidazol e nifurtimox, disponíveis para quimioterapia da DC. Ambas 

são nitroheterocíclicos, compostos orais que requerem administração prolongada, podem 

apresentar efeitos adversos graves, não podem ser utilizados para tratar mulheres grávidas 

devido aos seus incertos riscos teratogênicos e, o mais importante, apresentam alta 

eficácia apenas se administrados no início da infecção (Carlier e Truyens, 2015; Rassi, 

Rassi and Marin-Neto, 2010; Viotti et al., 2006). As perspectivas para o desenvolvimento 

de uma vacina eficaz para fins profiláticos e/ou terapêuticos, por outro lado, ainda estão 

obscurecidas por importantes desafios científicos e socioeconômicos (Beaumier et al., 

2016; Bustamante e Tarleton, 2015).  

A doença de Chagas tem efetivamente duas fases clínicas (Figura 1). A fase aguda 

(fatal para 2-8% das pessoas infectadas), dura até 2 meses e, podendo ser assintomática. 

A carga de parasitos atinge o pico nesta fase e podem ser detectados no sangue através de 

exame direto usando microscopia ou técnicas mais sensíveis como PCR (Chatelain 2017). 

Aparentemente, T. cruzi é capaz de invadir qualquer célula nucleada do hospedeiro 

vertebrado e, portanto, atinge diferentes tecidos e órgãos. Após alguns ciclos de infecção 

celular, o sistema imune é então ativado, resultando em uma redução drástica na carga 

parasitária com controle subsequente da infecção, sem eliminação do parasito (Chatelain 
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2017). Neste estágio da infecção, a carga parasitária é de difícil detecção por métodos 

microscópicos. O controle altamente eficiente do parasito é o resultado de uma intensa 

resposta inflamatória com produção de anticorpos ativos e ativação da resposta imune 

inata (células natural killer, macrófagos e células dendríticas) levando a produção de 

citocinas pró-inflamatórias Th1, como o TNF- α e o IFN- γ (Echeverria and Morillo 2019; 

Pérez-Molina and Molina 2017). Em seguida, as pessoas infectadas entram então na 

chamada fase crônica da doença que pode ser dividida em dois estágios: o crônico 

assintomático (ou indeterminado) que pode durar décadas após a infecção, no qual os 

pacientes são positivos nos testes diagnósticos, principalmente naqueles sorológicos, mas 

não apresentam sintomatologia clínica evidente. Nesta fase, a infecção é controlada, mas 

o sistema imune pode não prevenir a progressão da doença. Parte dos chagásicos 

assintomáticos se convertem então em sintomáticos, em geral décadas após a infecção, o 

que corresponde a 10 a 40% dos pacientes infectados, com cardiomiopatias e patologias 

do trato digestivo (Chatelain 2017; Coura and Borges-Pereira 2010; Echeverria and 

Morillo 2019). 

 

Figura 1: Fases clínicas da doença de Chagas. Retirada e modificada de Junqueira et al., 2010. 

1.2. O ciclo de vida de T. cruzi 

T. cruzi é uma espécie heterogênea com alta diversidade genética e fenotípica. 

Circula entre insetos vetores e diferentes espécies de hospedeiros mamíferos, e 

atualmente é classificada em seis grupos (TcI a TcVI), conhecidos como discrete typing 

units (DTU). Essa diversidade genética tem sido relacionada à distribuição geográfica, 

patogênese, características clínicas e resposta à terapia (Pérez-Molina and Molina 2017; 

Zingales et al. 2012).  
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O ciclo biológico de T. cruzi é do tipo heteroxênico passando o parasito por uma 

fase de multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado que inclui o homem e 

diversos outros mamíferos, e uma fase extracelular no inseto vetor, que são triatomíneos 

da família Reduviidae (Chagas 1909; Coura and Borges-Pereira 2010). 

T. cruzi se replica como forma epimastigota no intestino de diferentes espécies de 

triatomíneos e se desenvolve na forma infectante tripomastigota metacíclica quando 

alcança a porção retal, sendo excretado junto com as fezes e/ou urina do barbeiro. A 

infecção de mamíferos ocorre, geralmente, com a inoculação das formas metacíclicas na 

mucosa ocular ou através de alguma lesão da pele (De Souza, De Carvalho, and Barrias 

2010). Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas metacíclicas podem invadir diversos 

tipos de células nucleadas, transformando-se em amastigotas que sofrem vários ciclos de 

divisão binária no citoplasma da célula parasitada. Após 4-5 dias, as amastigotas se 

diferenciam novamente em tripomastigotas que são liberadas no sangue pelo rompimento 

da célula infectada. As tripomastigotas sanguíneas podem invadir novas células ou, 

eventualmente, serem ingeridas pelo inseto vetor durante sua alimentação dando 

continuidade ao ciclo de vida do parasito (Figura 2) (Brener 1973). 

 

Figura 2: Ciclo de vida do T. cruzi. a) Tripomastigotas metacíclicas são excretadas nas fezes ou 
urina do triatomíneo e penetram o hospedeiro vertebrado b) Tripomastigotas metacíclicas 
invadem as células. c) E se transformam em amastigotas. d) Amastigotas se multiplicam por 
divisão binária dentro das células. e,f) Amastigotas intracelulares se transformam em 
tripomastigotas, rompem a célula e caem na corrente sanguínea. g) Amastigotas colonizam 
tecidos nervosos ou musculares h) Triatomíneos ingerem as formas tripomastigotas durante o 
repasto sanguíneo. i) Epimastigotas no intestino do vetor se multiplicam e se transformam em 
tripomastigota metacíclica (Macedo, Oliveira, and Pena 2003).  
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1.3. Mecanismos de invasão celular por T. cruzi 

O protozoário T. cruzi pode infectar diversos tipos de células nucleadas no 

hospedeiro vertebrado. Nos estágios iniciais da infecção intracelular, o parasito se 

localiza em um vacúolo parasitóforo, porém depois de algumas horas é encontrado livre 

no citosol, onde se multiplica como forma amastigota. O baixo pH do vacúolo 

parasitóforo é necessário para ativar os mecanismos de escape do parasito deste ambiente, 

uma vez que foi demonstrado que o aumento do pH bloqueia a saída do parasito para o 

citoplasma (Ley et al. 1990). Especula-se que uma molécula secretada por T. cruzi, uma 

hemolisina otimamente ativa em pH 5,5, participe do processo de ruptura do vacúolo, 

apesar deste componente do parasito não ter sido identificado molecularmente até o 

momento (Norma W Andrews, Charles K Abrams, Stephen L Slatin 1990).  

O mecanismo que dá origem ao vacúolo contendo T. cruzi diferencia-se da 

fagocitose clássica. Schenkman et al. 1988 demonstraram que em células epiteliais e 

fibroblastos não são observados pseudópodes ou outras alterações superficiais durante a 

entrada do parasito. Estas observações levantaram a questão de como se dá a entrada de 

T. cruzi na célula hospedeira uma vez que os filamentos de actina e o mecanismo clássico 

de "zíper" não estão envolvidos. Foi então demonstrado por Tardieux et al., 1992 que os 

lisossomos se agregam progressivamente em torno do parasito no processo de invasão 

celular e que esta fusão com os lisossomos seria um requisito para a formação do vacúolo 

parasitóforo, uma vez que o comprometimento da competência da fusão lisossômica 

resultava na inibição da entrada de T. cruzi.  

Em seguida, Tardieux, et al.,1994 demonstraram que as formas tripomastigotas 

induziam aumentos de cálcio livre no citosol ([Ca2+]i) em fibroblastos, o que sugeriu que 

a sinalização de Ca2+ era necessária para a invasão e que o influxo de Ca2+ é um 

componente necessário do processo de sinalização induzido pelo parasito (Tardieux et 

al., 1994). Foi mostrado também que a elevação inicial [Ca2+] i era mediada pela 

fosfolipase C (PLC), pela formação do inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e liberação de Ca2+ 

dos reservatórios intracelulares. O aumento resultante em [Ca2+] i induzia uma 

reorganização transitória de microfilamentos de actina, em um padrão consistente com 

um papel na facilitação da invasão do parasito (Rodriguez, Rioult, and Ora 1995). 

Posteriormente, foi revelado que esta elevação de [Ca2+] i em células hospedeiras mediada 

por IP3 (Rodríguez et al. 1996) requeria uma serina-peptidase citosólica do parasito, a 

oligopeptidase B (OpdB) (Burleigh et al. 1997).  
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Um segundo caminho de entrada envolvendo a membrana plasmática foi sugerido 

por estudos morfológicos (Schenkman and Mortara 1992) e caracterizado após a inibição 

do recrutamento e fusão lisossômica precoce por inibidores da fosfoinositol (PI) 3-

quinase (Woolsey et al. 2003). Em células tratadas com wortmanina, a via de entrada 

lisossômica é abolida, mas a invasão de parasitos ainda é detectada. Os parasitos entram 

nas células envolvidos em vacúolos contendo marcadores de membrana plasmática, por 

um mecanismo independente da polimerização de actina das células hospedeiras 

(Woolsey et al., 2003). Esta população de vacúolos parasitóforos derivados da membrana 

plasmática também adquire gradualmente marcadores lisossômicos, através de um 

processo de maturação único que não está bloqueado pelos inibidores da PI3-quinase 

(Woolsey et al. 2003).  

A demonstração de que T. cruzi promove a exocitose de lisossomos dependente 

de Ca2+ em vários tipos de células (Tardieux et al., 1992, 1994; Rodriguez et al., 1995; 

Burleigh et al., 1997) sugeriu que essas organelas, uma vez consideradas como 

compartimentos terminais da via endocítica, também poderiam funcionar como vesículas 

secretoras reguladas capazes de se fundir com a membrana plasmática. Uma investigação 

desta questão demonstrou que o influxo de Ca2+ desencadeava um mecanismo de reparo 

da membrana plasmática em que os lisossomos são exocitados e enzimas lisossômicas 

são rapidamente liberadas no meio extracelular, um processo que coincide com a 

recuperação celular e a prevenção da liberação de proteínas citosólicas (Idone et al., 

2008). Além disso, imagem de células vivas revelou que a exocitose dos lisossomos não 

é o único evento de tráfico de membrana desencadeado durante o reparo da membrana 

plasmática. Uma forma rápida de endocitose é observada segundos após a formação de 

poros em condições que permitem o reparo da membrana plasmática (na presença de Ca2+ 

extracelular). Portanto, os estudos sobre a invasão celular por T. cruzi revelaram que o 

processo de invasão pelo parasito se assemelha ao mecanismo pelo qual as células de 

mamíferos reparam lesões em sua membrana plasmática (Idone et al., 2008; Tam et al., 

2010), demonstrando que os parasito subverte um mecanismo housekeeping fundamental 

para infectar seus hospedeiros (revisado por Fernandes and Andrews, 2012). 

 O envolvimento de ligantes do parasito e/ou receptores das células hospedeiras 

na invasão pelo T. cruzi tem sido amplamente estudado (Fernandes and Andrews 2012; 

Maeda, Cortez, and Yoshida 2012). Várias moléculas de superfície do parasito já foram 

identificadas por interagirem com componentes do hospedeiro para invadir as células de 
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mamíferos. Ruiz et al.1998 demonstraram que a gp82 purificada se liga de forma menos 

eficiente às células HeLa do que gp90 ou gp35/50, mas que a gp82 é capaz de ativar a 

sinalização Ca2+ nesta célula. (revisado por De Souza, De Carvalho and Barrias, 2010). 

Algumas proteases de T. cruzi também foram implicadas nas infecções celulares do 

hospedeiro, como cruzipaína, oligopeptidase B e Tc80. Entre as moléculas também 

conhecidas por induzir sinalização celular estão o pequeno antígeno de superfície de 

tripomastigotas (TSSA-Trypomastigote Small Surface Antigen) e a família de proteínas 

de superfície de membrana de T. cruzi (TcSMP) (Cámara et al. 2017; Martins et al. 2015). 

1.4. A família multigênica Mucin-Associated Surface Proteins (MASP) de T. 
cruzi  

O sequenciamento do genoma do clone CL Brener de T. cruzi revelou que o 

genoma haploide é composto por aproximadamente 12.000 genes, sendo que uma parte 

expressiva deste é composta por genes que codificam para famílias de proteínas de 

superfície, tais como as trans-sialidades (TS), mucinas, metaloproteases gp63 e a família 

multigênica MASP (Najib M El-Sayed et al. 2005). As MASP apenas foram identificadas 

após o sequenciamento do genoma e, como a maioria dos seus membros estão localizados 

downstream das mucinas TcMUC II, a família foi denominada Mucin-Associated Surface 

Protein (MASP) (El-Sayed et a., 2005; Bartholomeu et al., 2009). Dos 1377 genes de 

MASP identificados, 771 estavam intactos, contendo domínios conservados de N- e C-

terminal de MASP, e 433 eram pseudogenes. Foi observado também a existência de 

quimeras (26) que contêm o domínio conservado N- ou C-terminal de MASP combinado 

com o domínio N- ou C-terminal de mucina ou o domínio C-terminal da superfamília TS. 

A existência de algumas destas quimeras foi confirmada por sequenciamento de 

bibliotecas de cDNA (Bartholomeu et al., 2009). É possível que essas sequências 

quiméricas tenham se originado por meio de conversão de genes segmentados, 

favorecidos pelo agrupamento de genes de proteínas de superfície no genoma do parasito. 

Os eventos de recombinação dentro e entre famílias de genes podem gerar um repertório 

ilimitado de proteínas do parasito exposta ao hospedeiro (Bartholomeu et al. 2009; Najib 

M El-Sayed et al. 2005). 

Os membros de MASP contêm domínios N- e C- terminais altamente conservados 

que codificam para um peptídeo sinal e um sítio de adição de âncora GPI, 

respectivamente, que direcionam a proteína para a superfície do parasito. A região central 

dessas proteínas é variável tanto em sequência quanto em comprimento, variando de 176 
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a 645 resíduos de aminoácidos, e apresenta um grande repertório de motivos repetitivos 

entre seus membros (Figura 3). Em contraste à região codificadora altamente polimórfica, 

os mRNAs de MASP apresentam regiões 5’ e 3’ não traduzidas (ou UTRs) altamente 

conservadas, o que poderia sugerir um importante papel destas sequências na regulação 

de seus genes ao longo do ciclo de vida do parasito (Bartholomeu et al., 2009).  

 

Figura 3: Sequência proteica consenso de MASP. Todas as 771 sequências de MASP contendo 
as regiões N- e C- terminal conservadas foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW. A 
sequência consenso foi formada e um valor de identidade foi determinado para cada posição ao 
longo da sequência. As regiões conservadas N- e C- terminais estão evidenciados pelas caixas. 
Os aminoácidos flanqueando o sítio de clivagem do peptídeo sinal estão grifados, enquanto o sítio 
predito para adição de GPI está em itálico e grifado. Extraída e modificada de Bartholomeu et al. 
2009). 

Os transcritos de MASP são preferencialmente expressos na superfície de formas 

tripomastigotas (Figura 4A), podendo também ser secretado (pelo menos alguns dos 

membros) no meio de cultura (Bartholomeu et al. 2009; Brossas et al. 2017; Díaz Lozano 

et al. 2017; De Pablos et al. 2016).  

Análises in silico das proteínas intactas de MASP, revelaram pelo menos quatro 

locais de possível O-glicosilação por sequência, dos quais 70% correspondem a treoninas. 

Além disso, um total de 2000 locais de N-glicosilação foram preditos em 710 das 771 

proteínas de MASP. De acordo com predições in silico, as MASPs também podem ser 

submetidas à fosforilação, uma vez que 11-59 possíveis locais de fosforilação foram 

preditos no mesmo subset de MASP analisadas (Bartholomeu et al. 2009).  

Apesar de nem todas as regiões subteloméricas terem sido montadas com 

confiança no genoma de CL Brener (Najib M El-Sayed et al. 2005), os dados disponíveis 

demonstraram que os clusters de proteínas de superfície contendo genes de MASP e 

outras grandes famílias gênicas, como TcMUC e SAP, são internos nos cromossomos em 

regiões de quebra de sintenia com T. brucei e L. major. Isso contrasta com outros 

protozoários, como T. brucei e P. falciparum, onde os genes de proteínas de superfície 
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variáveis (VSG e VAR, respectivamente) são frequentemente subteloméricos nos 

megacromossomos (Berriman et al. 2005; Gardner et al. 2002).  

O agrupamento de genes de proteínas de superfície de T. cruzi internamente nos 

cromossomos pode correlacionar-se com a ausência de variação antigênica clássica. O 

mecanismo de variação antigênica existente em alguns patógenos se caracteriza pelo fato 

dos organismos possuírem uma "família" de proteínas altamente imunogênicas que 

recobrem toda sua superfície e que apresentam expressão monoalélica, ou seja, um único 

gene da família é expresso em cada indivíduo, em um dado momento (McCulloch et al. 

2017; Mugnier, Stebbins, and Papavasiliou 2016). À medida que a parasitemia no 

hospedeiro vertebrado aumenta e níveis altos anticorpos são produzidos contra a variante 

expressa, fatores genéticos ou epigenéticos levam a uma mudança de expressão para outro 

membro da mesma família que não é reconhecido pelos anticorpos direcionados para a 

variante anterior, e novo aumento de parasitemia é observado (Morrison, McCulloch, and 

Hall 2014). Na infecção de hospedeiros mamíferos pelo T. brucei, o parasito "altera" a 

expressão da VSG (Variant Surface Glycoprotein) ao longo da infecção, a partir de um 

repertório genômico de mais de 1.000 genes da família (Cestari and Stuart 2018; Mugnier 

et al. 2016; Santos et al. 2018). Em T. b. brucei, cerca de 80% deste repertório consiste 

de genes incompletos ou pseudogenes, que participam de processos de recombinação 

contribuindo para a geração de variabilidade (Berriman et al. 2005; Cross, Kim, and 

Wickstead 2014).  

Em T. cruzi, diferentemente desta expressão monoalélica da VSG que ocorre na 

superfície do T. brucei, o revestimento das tripomastigotas é formado pela expressão de 

diversas proteínas de superfície, como as mucinas O-glicosiladas, as trans-sialidase (TS), 

as MASPs, as glicoproteínas de superfície gp85, o antígeno de superfície pequeno de 

tripomastigota (TSSA), dentre outras. Todas estas proteínas de superfície são codificadas 

por famílias de genes altamente polimórficos e são co-expressos em uma população de 

parasitos em um dado momento (Agüero F1, Abdellah KB, Tekiel V, Sánchez DO 2004; 

Bartholomeu et al. 2009; Buscaglia et al. 2004). Especula-se que esta variabilidade de 

componentes de superfície confira ao parasito a capacidade de interagir com diferentes 

constituintes da membrana celular hospedeira e/ou matriz extracelular, como também 

evadir do sistema imune do hospedeiro vertebrado (revisado por Mucci, Lantos, 

Buscaglia, Leguizamón, & Campetella, 2016). 
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 Em relação à família multigênica MASP, análises de uma biblioteca de cDNA de 

tripomastigotas demonstrou a expressão simultânea de múltiplos membros de MASPs, 

porém com a tendência de maior expressão de um subgrupo em particular (Bartholomeu 

et al. 2009). Além disso, ensaios de imunofluorescência (Figura 4B) também revelaram 

que a expressão de MASP na superfície das formas tripomastigotas é heterogênea na 

população de parasito. Isso porque, somente 5% dos parasitos de uma população 

expressaram membros MASP contendo o peptídeo 7 (Figura 4B), que está presente em 

14% de todas as proteínas MASP codificadas por genes intactos. Esses achados 

demonstram que a expressão de algumas MASP em particular na membrana celular é 

limitada a algumas células da população de parasitos (Bartholomeu et al. 2009). Se um 

tripomastigota individual expressa um único gene de MASP, co-expressa diferentes 

membros da família ou pode não expressar MASP ainda precisa ser investigado. 

 

Figura 4: Expressão e localização das MASPs no T. cruzi. (A) Western blot de extratos de 
epimastigotas e tripomastigotas utilizando anticorpo contra o peptídeo 7, que é específico de 
MASP. (B) Imunofluorescência de tripomastigotas incubados com o anticorpo anti-MASP e 
anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado com Texas Red (Molecular Probes). Regiões 
em azul correspondem ao núcleo e cinetoplasto do parasito corado com DAPI. Extraído de 
Bartholomeu et al. 2009). 

A hipótese formulada pelo nosso grupo é que o grande repertório de peptídeos 

MASP pode contribuir para a capacidade de T. cruzi infectar e/ou sobreviver dentro de 

vários tipos de células hospedeiras e/ou participar de mecanismos de evasão imune do 

hospedeiro (Bartholomeu et al., 2009; dos Santos et al., 2012). Para começar a investigar 

essa hipótese, sete bibliotecas de expressão, a partir de tripomastigotas de cultura de 

tecidos derivadas de dois tipos celulares (células epiteliais e mioblastos) e de 

tripomastigotas sanguíneos recuperados após passagens sequenciais em camundongos, 

foram construídas (dos Santos et al. 2012). Para todas as bibliotecas, o perfil de 

amplificação por nested RT-PCR utilizando primers que codificavam para as regiões 

conservadas de MASP, do spliced leader e 3’UTR, apresentou um smear indicando a co-
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expressão de vários transcritos MASP com diferentes comprimentos (dos Santos et al. 

2012). Os tripomastigotas sanguíneos derivados de uma dada passagem indicaram a 

expressão de genes MASP pertencentes a cinco subgrupos diferentes, indicando uma 

ampla expressão de diferentes genes MASP. Para melhor acessar a variabilidade de 

expressão de MASP nestas bibliotecas, para todas as MASP possíveis foram desenhados 

primers específicos para análise por qRT-PCR (dos Santos et al. 2012). A expressão 

diferencial significativa foi observada por qRT-PCR para algumas MASP entre os 

tripomastigotas sanguíneos a partir de passagens sequenciais em camundongos. MASP2 

e MASP27 foram significativamente mais expressas em tripomastigotas sanguíneas após 

10 passagens em camundongos em comparação com tripomastigotas após duas 

passagens. Em contraste, a MASP16 foi significativamente mais expressa nas formas de 

circulação sanguínea após duas passagens em camundongos. Estes resultados indicam 

que o perfil de expressão de genes MASP distintos é heterogêneo e pode variar após 

passagens sequenciais em camundongos (dos Santos et al. 2012). 

Para investigar se os tripomastigotas de cultura de tecidos tinham um perfil de 

expressão de MASP distinto em comparação com as formas de circulação sanguínea, 

parte da população de tripomastigotas coletadas após duas passagens em camundongos 

foi usada para infectar células mioblastos (L6) e epiteliais (LLC-MK2), e após 4 

passagens em cultura, o RNA foi extraído para construção da biblioteca. Ambas as 

bibliotecas, mostraram um padrão de expressão muito semelhante, mas diferenças no 

perfil de expressão em comparação com as tripomastigotas sanguíneas após duas 

passagens em camundongos foram observadas e confirmadas por qRT-PCR. Alterações 

significativas na expressão de MASP ao comparar tripomastigotas das células 

hospedeiras (células L6 e LLC-MK2) só foi observada após um maior número de 

passagens do mesmo tipo celular (14 passagens). Semelhante ao observado nas outras 

bibliotecas, também foi observada a co-expressão de genes MASP em cinco grupos 

diferentes. Foi observado por qRT-PCR que MASP2, MASP14 e MASP16 foram mais 

expressas em tripomastigotas derivadas de L6 quando comparado às tripomastigotas 

derivadas de LLC-MK2 após 14 passagens (dos Santos et al. 2012). Se esses membros 

específicos de MASP estão implicados na invasão, replicação e/ou sobrevivência de 

tripomastigotas nas células L6 ainda são necessárias maiores investigações. No entanto, 

ao realizar  ensaios de invasão, dos Santos et al., 2012 puderam perceber uma associação 

entre o perfil de MASP e a infectividade de tripomastigotas derivados de L6 através da 
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avaliação da taxa de invasão de células L6 e LLC-MK2 pela mesma população de 

tripomastigotas que foram mantidas por 17 passagens consecutivas em células L6. A taxa 

de invasão de células L6 foi maior em comparação com LLC-MK2, sugerindo que 

passagens sucessivas de tripomastigotas em uma determinada célula hospedeira podem 

configurar um perfil de expressão específico que otimize a taxa de invasão(dos Santos et 

al. 2012).  

Em seguida, também foi investigado o perfil antigênico das proteínas MASP 

utilizando soros de camundongos infectados ao longo da fase aguda infecção, e os 

resultados mostraram que diferentes membros da família MASP são expressos durante a 

infecção aguda por T. cruzi e que as MASP constituem antígenos do parasito 

reconhecidos por anticorpos IgG e IgM. Os resultados também indicaram que peptídeos 

MASP distintos podem desencadear diferentes respostas de anticorpos e que o nível de 

anticorpo contra um determinado peptídeo pode variar após as passagens sequenciais em 

camundongos (dos Santos et al. 2012). 

A expansão maciça de genes de MASP no genoma de T. cruzi, sugere que esta 

família possa ser crítica para a sobrevivência do parasito. A capacidade de T. cruzi de 

infectar uma variedade de tipos de células é uma característica essencial na estratégia de 

sobrevivência do parasito e o distingue de outros parasitos protozoários da família 

Trypanosomatidae. Nós especulamos que a região central MASP altamente variável pode 

contribuir para um grande repertório de peptídeos que podem interagir com diferentes 

receptores de uma pluralidade de tipos de células hospedeiras (Bartholomeu et al. 2009; 

De Pablos and Osuna 2012; dos Santos et al. 2012). Além disso, a expressão desta família 

nas formas infecciosas do parasito, nos levam a acreditar que algumas proteínas 

codificadas por esses genes podem estar envolvidas no processo de invasão e no 

estabelecimento do parasito no interior da célula hospedeira.  

Outra possível função de MASP que pode explicar o alto nível de polimorfismo 

da família seria seu envolvimento em mecanismos de evasão do sistema imune. Além do 

seu polimorfismo extremo, a localização na superfície de tripomastigotas e as 

propriedades de sheding, outra característica que reforça essa hipótese é o grande 

repertório de motivos repetitivos distintos das proteínas MASP (Najib M El-Sayed et al. 

2005). Já foi demonstrado que a expressão de proteínas repetitivas é um fenômeno 

comum entre os parasitos que evitam persistentemente a sua destruição pelo sistema 

imune dos hospedeiros. Várias proteínas de Leishmania e T. cruzi contendo motivos de 
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aminoácidos repetitivos foram descritas como alvos da resposta imune de células, as 

proteínas de superfície de Leishmania A2 (Fernandes et al., 2014) e HSP (Depledge et 

al., 2010), ambas contendo grandes domínios repetitivos, foram identificadas como 

antígenos que são fortemente reconhecidos por anticorpos de indivíduos infectados. Entre 

as proteínas de superfície de T. cruzi contendo aminoácidos repetitivos em tandem, os 

antígenos B13 (Duranti et al., 2012), TS (Freitas et al., 2011), mucinas (Giorgi e de 

Lederkremer, 2011) e as MASP (dos Santos et al., 2012), são alvos já descritos da resposta 

imune humoral do hospedeiro. A família MASP, juntamente com outras proteínas de 

superfície de T. cruzi, pode contribuir para a ativação de linfócitos policlonais que leva a 

hipergamaglobulinemia e a resposta imune humoral específica tardia, característica da 

fase aguda da doença de Chagas (Durante et al. 2017; dos Santos et al. 2012). Estes 

fenômenos são sugeridos como um mecanismo de evasão imune (Bermejo et al. 2011; 

Cardoso, Reis-Cunha, and Bartholomeu 2016; Minoprio 2001). A ativação de linfócitos 

B policlonais pode levar ao desenvolvimento de uma resposta imune pouco específica 

evitando a geração de anticorpos com propriedades neutralizantes contra o parasito e sua 

eliminação completa.  

Outras funções também foram atribuídas às repetições em tandem de aminoácidos 

de T. cruzi. Vários estudos mostraram que a repetição SAPA (antígeno secretado de fase 

aguda), de um subgrupo da família de proteínas TS, é um antígeno independente de 

células T do tipo I, um mitógeno de células B que atua atraindo anticorpos para longe do 

sítio catalítico das TS (Risso et al., 2007; Dc-Rubin e Schenkman, 2012). As proteínas 

ribossômicas de parasitos que contêm repetições de aminoácidos estão também entre os 

antígenos altamente imunogênicos identificados em estudos em que foram utilizados 

soros de indivíduos com leishmaniose e doença de Chagas (Ramírez et al., 2013; Longhi 

et al., 2014). Um desses antígenos é a proteína homóloga de T. cruzi à proteína 

ribossômica L7a de eucariotos, um componente da grande subunidade do ribossomo. 

Estudos recentes de imunização em conjunto com os resultados de ensaios de proliferação 

in vitro indicaram que o domínio repetitivo em T. cruzi da proteína L7a possui 

propriedades reguladoras da imunidade que ajudam o parasito a evadir da resposta imune 

específica do hospedeiro (Toro Acevedo et al. 2017). 

Em vista do que foi exposto acima, ainda permanece sem resposta várias questões 

fundamentais sobre a função das MASPs. Entender se de fato existe uma relação entre a 

expansão do número de membros desta família, bem como o seu elevado polimorfismo, 
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com a capacidade do T. cruzi de infectar qualquer célula nucleada no hospedeiro 

vertebrado, é de verdadeira relevância na compreensão da função destas proteínas, bem 

como contribuirá para um melhor entendimento sobre processos biológicos associados ao 

sucesso evolutivo do parasito. Neste contexto, será que diferentes membros de MASP são 

expressos preferencialmente quando o parasito infecta diferentes tipos celulares? Esta é 

uma das perguntas que pretendemos esclarecer para elucidar se existe um papel 

primordial das MASPs na invasão celular por T. cruzi.  

Outro aspecto importante seria tentar entender se a expansão massiva no genoma 

de T. cruzi desta família tão polimórfica, repetitiva e expressa na superfície das formas 

tripomastigotas circulantes estaria relacionada com mecanismos de evasão do sistema 

imune. Algo semelhante ao que acontece com as VSG de T. brucei, mesmo que a 

estratégia de T. cruzi seja diferente e não utilize a expressão monoalélica. Será que o 

parasito co-expressa diferentes membros de MASP como uma forma de impedir o 

hospedeiro de montar uma resposta imune mais eficiente nas fases iniciais da infecção e 

assim levar à cronificação da doença? Será que a resposta imune do hospedeiro vertebrado 

poderia levar à seleção de subpopulações de parasitos expressando diferentes membros 

de MASP ao longo da infecção, favorecendo a sobrevivência do parasito no hospedeiro 

vertebrado? São também importantes interrogações que ainda precisam ser melhor 

compreendidas sobre a família MASP de T. cruzi. 
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2. JUSTIFICATIVA 

MASP é a mais polimórfica e a segunda maior família multigênica de T. cruzi, 

com cerca de 1400 membros. Os membros de MASP contêm domínios N- e C- terminais 

altamente conservados, que codificam motivos de direcionamento da proteína para a 

superfície do parasito, porém a região central dessas proteínas é extremamente variável 

tanto em sequência quanto em tamanho. O elevado grau de polimorfismo da família 

MASP associado com a sua localização na superfície de formas tripomastigotas infectivas 

de T. cruzi sugerem que MASP possa participar de mecanismos de interação hospedeiro-

parasito (Bartholomeu et al. 2009; Najib M El-Sayed et al. 2005). Entretanto, ainda não 

sabemos quais são as funções da família MASP.  

Várias questões relacionadas às implicações do polimorfismo e padrão de 

expressão de MASP na infectividade de T. cruzi ainda não são compreendidas. Variações 

na expressão ao longo da infecção associadas à expressão heterogênea de MASP na 

população de parasitos poderiam configurar um mecanismo de evasão do sistema imune 

e/ou participar de interações específicas com diferentes células hospedeiras. 

Neste contexto, estudos que visam compreender melhor a antigenicidade desta 

família multigênica, assim como, avaliar se a expressão de diferentes membros 

antigênicos de MASP na população de parasitos pode contribuir para o estabelecimento 

de uma infecção mais eficiente no hospedeiro vertebrado, se fazem necessários. 

Somando-se a isso, analisar como seria o padrão de infectividade in vivo de uma 

população de tripomastigotas enriquecida para uma dada variante de MASP, como 

também, investigar a influência destas proteínas em mecanismos de invasão de células 

hospedeiras, são importantes questões a serem compreendidas para um maior 

entendimento da função biológica de membros da família MASP. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Analisar a variabilidade da expressão e antigenicidade de membros da família 

MASP de Trypanosoma cruzi, assim como investigar o papel de membros da família na 

infectividade pelo parasito. 

3.2. Objetivos específicos 

-Avaliar o reconhecimento diferencial dos membros centrais representativos dos 

subgrupos de MASP acoplados a beads fluorescentes por soro de camundongos 

infectados com T. cruzi coletados ao longo da fase aguda da infecção através de citometria 

de fluxo; 

-Selecionar membros da família MASP por análise de expressão por RNA-seq e 

predição de antigenicidade para expressão heteróloga e produção de anticorpos 

policlonais e monoclonais correspondentes; 

-Avaliar a expressão dos membros de MASP em tripomastigotas individuais e na 

população de parasitos usando os anticorpos produzidos através de ensaios de citometria 

de fluxo e imunofluorescência; 

- Enriquecer uma população de T. cruzi com um membro específico de MASP e 

analisar a capacidade de infecção in vivo de tripomastigotas selvagens e enriquecidas com 

um membro específico de MASP; 

- Investigar o envolvimento de membros da família MASP na invasão de células 

hospedeiras por T. cruzi; 

  



 

17 
 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Parasitos 

4.1.1. Obtenção das formas tripomastigotas de cultura celular 

Tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi foram obtidas a partir da infecção 

de células L6 em meio de cultura RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino, 

100μg de estreptomicina/mL e 100 unidades de penicilina/mL, e mantidas em estufa a 

37ºC e 5% de CO2. Para obtenção dos tripomastigotas de sobrenadante de cultura, cerca 

de 5 dias após a infecção das células, o meio foi coletado das garrafas de cultivo celular 

e centrifugado a 600xg por 10min a temperatura ambiente para eliminação das células 

hospedeiras soltas/debris que ficaram no sedimento da centrifugação. Após no mínimo 

2h na estufa, as formas tripomastigotas extracelulares móveis de T. cruzi foram coletadas 

do sobrenadante de cultura. 

4.1.2. Preparação do antígeno bruto 

O antígeno bruto de tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi foi preparado 

da seguinte maneira: os parasitos foram lavados uma vez com PBS 1X e ressuspendidos 

para uma concentração final de 5x105 parasitos/µL em tampão de fracionamento (Hepes-

KOH 20mM; KCl 10mM; MgCl2 1,5mM; sacarose 250mM; DTT 1mM; PMSF 0,1mM; 

coquetel inibidor de protease 1X) e submetidos à lise através de quinze ciclos de 

congelamento no nitrogênio líquido e de descongelamento a 37ºC. A concentração de 

proteínas foi determinada pelo kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific), de 

acordo com as recomendações do fabricante. 

4.2. Clusterização hierárquica e representação gráfica multidimensional scaling 
(MDS) da família multigênica MASP 

Devido ao extremo polimorfismo e ao elevado número de membros da família 

MASP, se faz necessária uma seleção racional destes membros a fim de se avaliar o 

padrão de antigenicidade e a variabilidade da família. Para tanto, foi realizada a 

identificação de subgrupos da família MASP e os membros centrais de cada subgrupo 

foram escolhidos para representar a diversidade da família. A identificação dos subgrupos 

foi feita através de uma clusterização hierárquica baseada em similaridade de sequências. 

Nesta análise foram utilizadas 810 sequências proteicas (traduzidas a partir de sequências 

de genes anotados no genoma do clone CL Brener de T. cruzi como MASP, excluindo os 

pseudogenes e genes parciais, obtidas a partir do banco de dados TriTrypDB 

(http://tritrypdb.org). Para identificar subgrupos (clusters) da família MASP, as 
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sequências proteicas foram alinhadas par-a-par usando o programa ClustalW e a distância 

entre as sequências foi calculada utilizando o pacote PHYLIP (Felsenstein J 1989, 2005), 

gerando uma matriz de dissimilaridade. Para gerar uma representação visual desta matriz 

de distâncias, foi utilizado o multidimensional scaling plot (MDS) com duas dimensões 

(2D), esta técnica é utilizada na exploração visual dos dados com base no número de 

dimensões a serem exploradas (localização no gráfico e cores, por exemplo) e permite 

uma visualização global do padrão de diversidade das sequências. Através dela foi 

possível visualizar os subgrupos (representados pelas cores). O método k-means 

(Hartigan and Wong 1979) foi usado na definição de 7 subgrupos ou clusters: M1 (Black), 

M2 (Blue), M3 (Green), M4 (Magenta), M5 (Red), M6 (Orange 1) e M7 (Orange 2). No 

gráfico MDS, cada ponto corresponde a um membro de MASP e a sua localização 

corresponde à similaridade entre as suas sequências (quanto maior a distância entre dois 

pontos ou membros, maior a divergência entre os mesmos). A definição da posição central 

de cada grupo foi realizada computando-se a média dos valores de X e Y para todos os 

membros do grupo. A distância euclidiana de todos os membros do grupo em relação à 

posição central foi então determinada e o membro com a menor distância foi selecionado 

como representante do grupo. 

4.3. Imunorranqueamento do proteoma predito do clone CL Brener de T. cruzi 

As proteínas presentes no proteoma predito de CL Brener foram ranqueadas com 

base na abundância de epítopos de células B preditos pelo programa BepiPred utilizando 

a ferramenta IMMUNORANK, desenvolvida pelo nosso grupo (Lobo et al., em 

preparação). A proporção das proteínas MASP, de cada subgrupo, presentes no top 10, 

100 e 1000 do imunorranqueamento foi obtida através de scripts em bash. 

4.4. Seleção dos genes da família MASP para análise da expressão e estudo da 
variabilidade antigênica da família 

Genes da família MASP foram selecionados para o estudo usando como critérios: 

(i) o nível de expressão dos genes da família a partir de análises de RNA-seq do clone CL 

Brener (Belew et al. 2017); e (ii) análises de predição de epítopos utilizando a ferramenta 

IMMUNORANK (Lobo et al., em preparação). Os genes, MASP 11- 

TcCLB.509979.270, MASP 12- TcCLB.509977.30, MASP 13- TcCLB.509977.80 e 

MASP 14- TcCLB.510037.10, foram selecionados entre os dez genes mais expressos na 

forma tripomastigota do parasito de acordo com os dados de RNA-seq  (Belew et al. 

2017). Outros quatro genes, MASP 17 - TcCLB.508541.90, MASP 18 -
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TcCLB.506321.120, MASP 19 -TcCLB.506955.99 e MASP 20 -TcCLB.508539.110, 

foram selecionados utilizando a ferramenta IMMUNORANK, em que as proteínas 

presentes no proteoma predito de CL Brener foram ranqueadas com base na densidade de 

epítopos de células B preditos pelo programa BepiPred. Os genes selecionados se 

encontravam entre os cem mais bem posicionados tanto no ranking gerado pelo 

IMMUNORANK quanto por aquele gerado a partir do nível de expressão pela análise do 

transcriptoma. 

4.5. Desenho de primers para a amplificação dos genes da família MASP 

Primers específicos para a amplificação dos genes MASP 11- 

TcCLB.509979.270, MASP 12- TcCLB.509977.30, MASP 13- TcCLB.509977.80, 

MASP 14- TcCLB.510037.10, MASP 17 - TcCLB.508541.90, MASP 18 -

TcCLB.506321.120, MASP 19 -TcCLB.506955.99 e MASP 20 -TcCLB.508539.110 do 

clone CL Brener foram desenhados de modo a amplificar apenas a região que codifica a 

parte madura da proteína que é expressa na superfície do parasito (Tabela 2). Como as 

regiões 5’ e 3’ conservadas nos genes de MASP codificam, respectivamente, peptídeo 

sinal e sítio de adição de âncora de GPI, que são clivados na proteína madura, estas não 

foram incluídas na região amplificada pelos primers. O programa SignalP 4.1 (Petersen 

et al. 2011) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) foi utilizado para identificar o 

peptídeo sinal e o programa GPI-SOM (Fankhauser and Mäser 2005) 

(http://gpi.unibe.ch/) para identificar o sítio de adição de âncora GPI. Para facilitar a 

transferência dos amplicons entre os vetores de clonagem, pGEM-T Easy (Promega), e 

de expressão, pET28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP), foram adicionados sítios de 

restrição às extremidades 5’ dos primers forward e reverse. Além disso, foram 

acrescentadas 3 bases na região 5’ aos sítios de restrição, o que aumenta a eficiência de 

clivagem da extremidade dos amplicons sem que eles estejam ligados a um vetor (Tabela 

1). 
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Tabela 1: Primers utilizados para expressão dos genes de MASP selecionados. O código da 
proteína recombinante codificada pelo gene, assim como o tamanho do amplicon, a sequência dos 
primers forward e reverse na orientação 5’-3’, as temperaturas de melting (Tm) e as enzimas de 
restrição adicionadas para cada primer estão descritos na tabela. As sequências em roxo 
correspondem ao sítio de restrição de NheI, as em verde, ao sítio de HindIII e em vermelho, ao 
de SacI. As regiões sublinhadas correspondem ao stop códon, correspondendo ao fim da tradução 
da proteína recombinante. 

 
Código da Proteína 

Recombinante 

 
Amplicon 

(pb) 

 
Orientação 

 

 
Sequência do primer 

 
Tm 
(ºC) 

 
Sítio da enzima 

de restrição 

 
M11 

 
501 pb 

Fwd 
5´- 

TTTGCTAGCTGGGATTTCAACAAC
GATT -3´  

60 NheI 

Rev 
5´-

TTTGAGCTCTCAGTCACTCTCGTC
AGGCGTC-3´ 

60 SacI 

 
M12 

 
642 pb 

Fwd 
5´- 

TCTGCTAGCTGGGATTTTGGCAGA
GAAAAC -3´  

60 NheI 

Rev 
5´- 

TTTGAGCTCTCAGTCACTCTCGTC
AGGCGTC -3´  

60 SacI 

 
M13 

 
411 pb 

Fwd 
5´- 

TTTGCTAGCTGGGATTTCAACGAC
GAATC -3´  

60 NheI 

Rev 
5´- 

TTTGAGCTCTCAGTCACTCTCGTC
AGGCGTC -3´  

60 SacI 

 
M14 

 
390 pb 

Fwd 
5´- 

TTTGCTAGCGCGTGGGATTTTGGC
AGCG -3´  

60 NheI 

Rev 
5´- 

TTTGAGCTCTCAGTCACTCTCGTC
AGGCGTCC -3´  

60 SacI 

M17 738pb 

Fwd 

5´- 
TTTGCTAGCGGTGGATGTGACGG

GGGAGA-3´ 
 

60 NheI 

Rev 

5´- 
TTTAAGCTTTCAGTCACTGTCGCC

AGGCGTCG-3´ 
 

60 HindIII 

 
M18 

 
1035 pb 

Fwd 
5´- 

TTTGCTAGCGAGGATGTCGATGTT
GTTTC-3´  

60 NheI 

Rev 
5´- 

TTTAAGCTTTCAGTCACTGTCGCG
AGATTTAG-3´  

60 HindIII 

M19 
 

666 pb 

Fwd 
5´- 

TCTGCTAGCGAACGATCTGAAAC
AACTCC-3´ 

60 NheI 

Rev 
5´- 

TTTAAGCTTTCAGTCACTGTCGCC
AGGCGTCG-3´ 

60 HindIII 

M20 
 

618 pb 

Fwd 
5´- 

TCTGCTAGCGAAACAACTTCTCCG
GCTTC-3´ 

60 NheI 

Rev 
5´- 

TTTAAGCTTTCAGTCACTGTCGCC
AGTCGTCG-3´  

60 HindIII 
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4.6. Amplificações, clonagens e subclonagens  

4.6.1. Extração do DNA genômico de T. cruzi  

A extração do DNA genômico do clone CL Brener, que foi utilizado como molde 

para as reações de amplificação dos genes de interesse por PCR, foi realizada utilizando 

o kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), seguindo as orientações do fabricante.  

4.6.2. Amplificações por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) 

As amplificações por PCR foram realizadas utilizando 100ng de DNA genômico 

do clone CL Brener, tampão Green GoTaq Reaction Buffer (Promega) 1X, 0,2mM de 

dNTP, 0,5μM de cada primer e 1U de Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Life 

Technologies) em um volume final de 20μL de reação. O programa utilizado para a 

amplificação consiste em desnaturação inicial a 94ºC por 5min, 30 ciclos de 94ºC por 

30s, temperatura de anelamento de 60ºC por 30s e extensão a 68ºC por 1min; além de 

uma extensão final a 68ºC por 10min. Os produtos da amplificação foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampão TAE 1X, contendo 0,5μg/mL de brometo 

de etídio, e visualizados em luz UV. 

4.6.3. Clonagem dos produtos de PCR no vetor pGEM-T Easy e 
subclonagem no vetor de expressão pET-28a-TEV 

Para clonagem, os produtos obtidos nas reações de amplificação foram 

submetidos à separação em gel de agarose. As bandas de tamanho esperado foram 

excisadas dos géis e purificadas utilizando o kit QIAquick gel Extraction (Qiagen), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Após a purificação, os fragmentos foram 

ligados ao plasmídeo pGEM-T Easy (Promega), através de incubação por 16h a 4oC com 

a enzima T4 DNA ligase (Promega), seguindo as instruções do fabricante. Em seguida, a 

reação de ligação foi utilizada na transformação de bactérias XL1 Blue eletrocompetentes 

através de eletroporação. 

As subclonagens dos genes de MASP no plasmídeo pET-28a-TEV (CeBiME, 

Campinas/SP) foram feitas mediante clivagem do vetor pGEM-T Easy com enzimas de 

restrição específicas, seguida de purificação e ligação dos insertos no vetor de expressão. 

As reações de ligação foram feitas em um volume final de 10μL, empregando-se 1μL de 

T4 DNA ligase (Promega), 1μL de tampão 10x da ligase (300mM Tris-HCl, pH 7,8; 

100mM MgCl2; 100mM DTT; 10mM ATP), 100ng do vetor, 500ng do produto purificado 

e água para completar o volume. As reações foram incubadas a 4ºC durante 16h. Após a 
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incubação, o produto de ligação foi utilizado na transformação por eletroporação de 

bactérias BL21-Star (Life Technologies). 

4.7. Transformação de bactérias competentes por eletroporação e análise dos 
transformantes 

Cerca de 3μL dos sistemas de ligação foram incubados por 5min no gelo com 

50μL de bactérias eletrocompetentes Escherichia coli das cepas XL1 Blue (Phoneutria) 

ou BL21-Star (Life Technologies). Após este período, as amostras foram transferidas para 

Micro Pulser Cuvettes (Bio-Rad) de 0,1 cm e submetidas a um pulso (2,50 kV) em um 

eletroporador Micro Pulser (Bio-Rad). Após a eletroporação, foram adicionados 300μL 

do meio de cultura 2xYT líquido (1,6% de bacto-triptona, 1% de extrato de levedura, 

0,5% de NaCl, pH 7,4), seguido por incubação durante 1h a 37ºC sob agitação a 180 rpm. 

Após a incubação, as amostras foram plaqueadas em meio sólido 2xYT sólido (1,5% de 

ágar) contendo ampicilina (100μg/mL) para o vetor pGEM-T Easy (Promega) ou 

kanamicina (50μg/mL) para o vetor pET-28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP). As placas 

foram colocadas em estufa durante 12-16 h para crescimento bacteriano. 

Para a análise dos transformantes, foram selecionadas algumas colônias crescidas 

nas placas e a confirmação da transformação foi feita por PCR, utilizando primers M13 

(F:5’CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC3’;R:5’TCACACAGGAAACAGCTATG

AC 3’) quando o vetor utilizado foi o pGEM-T Easy (Promega) ou T7 (F: 5’ 

TAATACGACTCACTATAGGG 3’; R: 5’ GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’), quando 

o vetor foi o pET-28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP). As colônias que apresentaram a 

amplificação do produto esperado foram inoculadas em meio 2xYT líquido contendo 

ampicilina (100μg/mL) ou kanamicina (50μg/mL) e incubadas a 37ºC por 16h sob 

agitação de 180 rpm. Após o crescimento, as bactérias foram aliquotadas em glicerol 25% 

e armazenadas a -80ºC. 

4.8. Sequenciamento dos insertos clonados em pGEM-T Easy e pET-28a-TEV 

O sequenciamento dos clones positivos foi realizado pela empresa Macrogen 

(Seul, Coréia do Sul) em sequenciador automático ABI Prism®3730xl DNA Analyser 

(Applied Biosystems), utilizando os primers M13 forward e reverse para o vetor pGEM-

T Easy (Promega) e T7 forward e reverse para o vetor pET-28a-TEV (CeBiME, 

Campinas/SP). As sequências obtidas foram processadas pelo software Sequencher® 

versão 4.4.1 de análise de sequência de DNA (Gene Codes Corporation), para formação 

de contigs, retirada de sequências de baixa qualidade e sequências do vetor. As sequências 
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de DNA obtidas foram comparadas com as sequências depositadas nos bancos de dados 

do TriTrypDB (http://tritrypdb.org) e a busca por similaridades foi feita usando o 

algoritmo BLASTN e BLASTX (Altschul et al. 1990). 

4.9. Indução da expressão de proteínas recombinantes em E. coli 

Colônias isoladas de BL21-Star, contendo o plasmídeo pET-28a-TEV com os 

fragmentos dos genes de MASPs foram inoculadas em 3 ou 100mL de meio 2xYT líquido 

contendo kanamicina (50μg/mL) e incubadas por 3 h sob a agitação de 180 rpm. Após 

este período, os inóculos foram diluídos 1:20 em 10 ou 2000mL de meio 2xYT com 

kanamicina (50μg/mL) e incubados a 37ºC a 180rpm. Ao atingir a densidade ótica 

(OD600) de 0,6, alíquotas de 1mL foram coletadas antes de iniciar a indução (0h) e, no 

restante da cultura, foram adicionados IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosido) (Life 

Technologies), na concentração final de 1mM, para induzir a expressão das proteínas 

recombinantes. Após incubação a 37ºC por 3h sob agitação, as culturas foram 

centrifugadas a 6000xg por 15min a 4ºC e armazenada a -80ºC. 

4.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 

As amostras obtidas nas expressões e purificações foram submetidas à separação 

por eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando bis-acrilamida 40%. O gel de 

separação 12,5% foi preparado utilizando Tris-HCl 1,5M pH 8,8 e SDS 0,4%; persulfato 

de amônio 0,5% (v/v) e TEMED 0,05% (v/v). O gel de concentração foi preparado de 

modo semelhante ao de separação, mas utilizando o tampão Tris-HCl 0,5M pH 6,8. 

Às amostras obtidas da indução foi adicionado o tampão de amostra (SDS 10%; 

Tris-HCl 0,5M pH 6,8; azul de Bromofenol 0,05%; β-mercaptoetanol 5%; glicerol 10%), 

fervidas durante 5min para desnaturação das proteínas e aplicadas no gel para separação 

eletroforética. A eletroforese foi realizada em tampão de corrida Tris-HCl 25mM; glicina 

192mM; SDS 0,1% e pH 8,3; à voltagem constante de 150 V. Após a corrida, os géis 

foram corados por incubação por 2-16h com a solução de Coomassie Blue (Coomassie 

Brilhant Blue G-250 0,1%; metanol 50%; ácido acético 10%), e então, descorados em 

solução contendo 30% de metanol e 10% de ácido acético. 

4.11. Lise das bactérias e purificação das proteínas recombinantes por 
cromatografia de afinidade  

As bactérias crescidas em 2L de cultura, utilizadas para a purificação das 

proteínas, foram ressuspendidas em 200mL PBS 1X com 30mM de imidazol com 2mL 

de lisozima (10mg/mL) e incubadas por 30min no gelo. As bactérias foram lisadas 
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utilizando o homogeneizador EmulsiFlex-C (Avestin, Inc.), que promove a lise através 

de vários ciclos aplicando pressão mecânica sobre a solução contendo as bactérias 

expressando as proteínas recombinantes.  

A purificação das proteínas recombinantes foi realizada por cromatografia de 

afinidade em colunas HisTrap HP 5mL (GE Healthcare Life Sciences), no sistema 

ÄKTAprimeplus (GE Healthcare Life Sciences). As colunas utilizadas possuem em seu 

interior uma matriz de níquel-sefarose, que consiste em esferas de agarose contendo em 

sua superfície íons Ni+2 imobilizados. As proteínas recombinantes contêm na região N-

terminal uma cauda de histidina, que possui uma grande afinidade pelo íon Ni+2, ficando 

retidas na coluna por afinidade, ao passo que as demais proteínas passam direto pela 

coluna sem ficarem retidas. 

Os extratos proteicos provenientes do lisado bacteriano contendo as proteínas 

recombinantes foram aplicados na coluna HisTrap HP de 5mL (GE Healthcare Life 

Sciences) para a purificação das proteínas recombinantes contendo cauda de histidina. 

Para a remoção de proteínas da bactéria, a coluna foi lavada com 10 volumes do tampão 

contendo PBS 1X com 30mM de imidazol. Já a eluição das proteínas recombinantes foi 

realizada utilizando um gradiente de concentração do tampão contendo PBS 1X com 500 

mM de imidazol, partindo de 0% de concentração e atingindo 100% de concentração em 

20mL de corrida. A eluição é possível devido à competição do imidazol com a cauda de 

histidina pela ligação aos íons de níquel presentes na coluna permitindo assim que a 

proteína recombinante seja liberada da coluna. 

4.12. Produção de proteínas recombinantes MASP correspondentes aos 
membros centrais de cada subgrupo da família 

A expressão e purificação das proteínas MASP correspondentes aos membros 

centrais de cada um dos 7 subgrupos de MASP: Black (M1), Blue (M2), Green (M3), 

Magenta (M4), Red (M5), Orange 1 (M6) e Orange 2 (M7), que também foram utilizadas 

neste trabalho, foram realizadas pela estudante do laboratório, Laila Viana, seguindo o 

mesmo protocolo utilizado na expressão das proteínas M9, M12, M13, M14, M18, M19 

e M20, descrito acima.  

4.13. Soros utilizados 

Para a obtenção dos soros dos camundongos, o sangue coletado foi mantido em 

repouso por 30min a temperatura ambiente para ocorrer a coagulação e depois 

centrifugado a 5000xg por 15min. Os soros coletados foram armazenados a -20ºC. 
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4.13.1. Soros de camundongos controles 

Dez camundongos machos C57BL/6 e BALB/c com 6-8 semanas de idade não 

infectados com T. cruzi foram utilizados como grupo controle. 

4.13.2. Geração de anticorpos policlonais a partir de camundongos BALB/c 
imunizados com proteínas recombinantes de MASP 

Cinco camundongos BALB/c machos com 6-8 semanas de idade foram 

imunizados com cada uma das proteínas purificadas recombinantes de MASP. A 

imunização foi feita em três etapas com um intervalo de 15 dias entre elas. Em cada passo, 

usou-se 25μg da proteína recombinante purificada solúvel em PBS 1X. Na primeira 

imunização foram utilizados 250μL de adjuvante completo de Freund (Sigma) mais 

250μL da solução contendo a proteína recombinante. Na segunda e terceira imunização, 

foram utilizados 250μL de adjuvante Freund incompleto mais 250μL da solução contendo 

a proteína recombinante. O sangue de animais imunizados foi coletado 15 dias após a 

terceira imunização para obtenção do soro.  

4.13.3. Soros de camundongos infectados com T. cruzi (CL Brener) de fase 
aguda 

Seis camundongos C57BL/6 machos com 6-8 semanas de idade foram infectados 

com 80 tripomastigotas/inóculo do clone CL Brener de T. cruzi. Os camundongos tiveram 

soros coletados durante a fase aguda, com 5, 10, 15, 20,25 e 30 dias após infecção e a 

reatividade dos soros contra as proteínas recombinantes e extratos proteicos do parasito 

foram avaliados individualmente por ELISA. 

4.13.4. Soros de camundongos infectados com T. cruzi (CL Brener) de fase 
crônica 

Vinte camundongos C57BL/6 machos, com 6 semanas de vida, foram infectados 

intraperitonealmente com 100 parasitos/inóculo do clone CL Brener de T. cruzi. Para 

obter soros que representassem a fase crônica, camundongos infectados com CL Brener 

tiveram o soro coletado após 4 meses de infecção.  

4.14. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando as proteínas MASP 

recombinantes purificadas e antígeno bruto do clone CL Brener de T. cruzi. Placas de 

ELISA (Thermo Fisher Scientific) foram sensibilizadas por 12-16h a 4ºC com 0,5µg de 

MASP ou 2 µg de antígeno bruto diluídos em 100µL de tampão carbonato (Na2CO3 

0,16%, NaHCO3 0,24% e pH 9,6) por poço. Após a sensibilização, a placa foi bloqueada 
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com 200µL de PBS 1X com 5%BSA durante 1h a 37ºC. Depois do bloqueio, a solução 

contida nos poços foi aspirada e em seguida foram adicionados 100µL do anticorpo 

primário, policlonal contra as proteínas de MASP gerados em camundongo, diluídos 

1:500 em PBS 1X com 2,5%BSA, ou pool de soro de animais infectados de fase aguda 

ou crônica diluídos 1:100 na mesma solução, e as placas incubadas a 37ºC por 1h. Após 

este tempo, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS 1X com 0,05% Tween20 e 

posteriormente incubadas com 100µL do anticorpo secundário anti-IgG conjugado com 

peroxidase (Sigma), diluído 1:5000 em PBS 1X com 2,5% BSA. Após a incubação a 37ºC 

por 1h, as placas foram novamente lavadas 4 vezes com PBS 1X com 0,05% Tween20 e 

por fim foi adicionado 100µL da solução reveladora (ácido cítrico 0,1 M, Na2PO4 0,2 M, 

OPD 0,05% e H2O2 0,1%). As placas foram incubadas a 37ºC ao abrigo de luz por 15min 

com a solução reveladora, quando a reação foi interrompida pela adição de 100µL de 

H2SO4 2M. A absorbância resultante foi lida em leitor de ELISA a 490nm. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicatas. 

4.15. Acoplamento das proteínas recombinantes M1 a M7 a microesferas 
fluorescentes  

4.15.1. Preparação das microesferas fluorescentes 

As microesferas fluorescentes BD CBA Functional Bead: A4 (BD Bioscience- 

Cat. No.558578), A6 (BD Bioscience- Cat.No560032)., C5 (BD Bioscience- Cat. 

No.558648), C6 (BD Bioscience- Cat. No.558582), C7 (BD Bioscience- Cat. 

No.558587), E4 (BD Bioscience- Cat. No. 558584) e E7 (BD Bioscience- Cat. No. 

560039), selecionadas para o acoplamento foram sonicadas por 1min a 40 Hertz em um 

banho ultrassônico e em seguida levadas ao vortex por 30s. Transferiu-se 75µL da solução 

para um microtubo de 1,5mL protegido da luz, onde foi adicionado 1,9µL DTT 

(Ditiotreitol 1M) (Pierce). Em seguida a amostra foi incubada em um agitador orbital por 

1h a temperatura ambiente. No final da incubação, 1,0mL de tampão Coupling Buffer 

(BD Bioscience) foi adicionado, o tubo levado ao vortex por 5s e centrifugado 900xg por 

3min. Depois o sobrenadante foi descartado e as microesferas fluorescentes lavadas três 

vezes com Wash Buffer (BD Bioscience) e o pellet ressuspendido em 20µL do Coupling 

Buffer (BD Bioscience). 

4.15.2. Preparação das proteínas recombinantes 

Em um microtubo de 1,5ml foram adicionados 90µL da proteína recombinante 

purificada solúvel em PBS 1X na concentração de 1mg/ml e 2µL de uma solução aquosa 
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de Sulfo-SMCC (Sulfosuccinimidil 4-N-maleimidometil ciclohexano 1-carboxilato 

2mg/ml) (Pierce), preparada imediatamente antes do uso. A mistura foi incubada em um 

agitador orbital por 1h a temperatura ambiente protegida da luz.  

4.15.3. Acoplamento da proteína com as microesferas fluorescentes 

Toda a solução contendo a proteína foi transferida para o microtubo contendo as 

microesferas fluorescentes preparadas como descrito acima e este foi levado ao vortex 

por 5s. Em seguida o tubo foi incubado em um agitador orbital por 1h a temperatura 

ambiente e protegido da luz. Após o período de incubação, foram adicionados 2µL de 

NEM (N-Etilmaleimide) (Pierce) 2mg/ml em DMSO ao tubo que foi levado novamente 

ao vortex por 5s e incubado em um agitador orbital por 15min a temperatura ambiente. 

Em seguida foram adicionados 1mL Coupling Buffer (BD Bioscience) e o microtubo 

centrifugado 900xg por 3min. O sobrenadante foi descartado e a lavagem com o Coupling 

Buffer (BD Bioscience) foi repetida três vezes. As microesferas foram ressuspendidas em 

500µL de tampão Storage Buffer (BD Bioscience) na concentração final de 

aproximadamente 6x106 microesferas/mL, seguido de incubação por 18 horas a 4°C. 

4.16. Citometria de fluxo com as microesferas fluorescentes acopladas às 
proteínas recombinantes de MASP 

Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados utilizando as microesferas 

fluorescentes acopladas às proteínas recombinantes de MASP M1 a M7. Esses ensaios 

foram realizados de duas maneiras: na forma uniplex, cada proteína acoplada à uma 

microesfera diferente foi incubada individualmente com o soro; e na forma multiplex, na 

qual as sete proteínas acopladas a microesferas com diferentes fluorescências foram 

incubadas ao mesmo tempo com as amostras de soro. Em ambos, as microesferas 

acopladas foram bloqueadas usando 150μL de PBS com Tween 0,125% e BSA a 3% 

durante 1h a temperatura ambiente em placas de poliestireno com fundo em U (Falcon). 

Os soros de camundongos utilizados foram diluídos 1:100 em PBS Wash (0,5% de BSA 

e 0,1% de azida de sódio) e incubados durante 2h a temperatura ambiente. Em seguida, 

as placas foram lavadas com 200μL de PBS Wash e incubadas durante 2h a temperatura 

ambiente com anticorpo secundário anti-IgM de camundongo (BD Bioscience) 

conjugado com biotina na diluição de 1:800 em PBS Wash, quando foram utilizados os 

soros de camundongos infectados com T. cruzi, ou anti-IgG de camundongo (Sigma) 

conjugado com biotina na diluição de 1:2000 em PBS Wash, quando utilizados os 

anticorpos policlonais gerados contra as proteínas recombinantes de MASP. Ao anticorpo 
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secundário foi adicionado 20μL do conjugado de Streptavidina R-Ficoeritrina (SAPE) 

(Sigma) na diluição de 1:400 no mesmo tampão. Após este período, as amostras foram 

homogeneizadas com 150μl de PBS Wash e centrifugadas a 400xg durante 10 min a 18°C. 

As microesferas foram analisadas por citometria de fluxo no equipamento FACS Verse 

(BD Bioscience) e usando o software FlowJo (Tree Stars). Os controles internos da reação 

foram incluídos nos experimentos para monitorar a ligação não específica. Para tanto, as 

microesferas foram incubadas na ausência dos soros primários, mas na presença dos 

anticorpos secundários conjugados com biotina e SAPE. Os valores de cutoff foram 

obtidos a partir da curva ROC. 

4.17. Anticorpos monoclonais anti-MASP 

Anticorpos monoclonais (mAb) anti-MASP 2, 14 e 18, selecionados pelo perfil 

de expressão e antigenicidade, foram gerados em colaboração com o laboratório do Prof. 

Dr. Miguel Navarro do Instituto de Parasitología y Biomedicina López Neyra (Granada, 

Espanha), como previamente descrito (Bart et al. 2015; Cordon-Obras et al. 2013; 

Landeira et al. 2009). Resumidamente, camundongos BALB/c foram imunizados em três 

etapas utilizando 50μg de MASP purificada e esplenócitos normais produtores de 

anticorpos foram fundidos com células de mieloma imortalizadas. Os hibridomas 

produtores de anticorpos desejados foram identificados por ELISA, Western Blot e IFA.  

4.18. Immunoblot com mAb anti-MASP 

Utilizando o equipamento ResPep RS (Intavis) para promover a síntese química 

de peptídeos sobre uma membrana porosa de celulose, foram sintetizadas membranas 

contendo os peptídeos que compõe as proteínas M2, M14 e M18. Para as membranas M2 

e M18 foi utilizada uma janela deslizante de 3 aminoácidos na síntese e para a membrana 

da M14 a janela deslizante foi apenas de 1 aminoácido. Para a realização do immunoblot, 

as membranas foram incubadas overnight em solução de bloqueio, PBS 1X contendo 5% 

de BSA e 4% de sacarose. Após o bloqueio, as membranas foram lavadas três vezes com 

solução de lavagem (PBS 1X com 0,1% de Tween20) por 10 min. Em seguida, incubadas 

com o mAb anti-MASP, diluído 1:1000 em solução de lavagem, durante 2h. 

Posteriormente, foram realizadas três lavagens com solução de lavagem por 10min, 

seguido de incubação com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado 

com peroxidase (Sigma), na diluição de 1:5000 em solução de lavagem, durante 1h. As 

membranas foram então lavadas mais três vezes por 10min com solução de lavagem e 

revelada por quimiluminescência por ECL (ECL Plus Western Blotting Detection System 
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- GE-Healthcare). Para regeneração das membranas, estas foram lavadas três vezes com 

N,N-dimetilformamida (DMF) por 10 min. e incubadas por 12-16 h com a solução 

desnaturante (uréia 8 M e SDS 1, %). Após a incubação, as membranas foram lavadas 

mais duas vezes com a solução desnaturante por 30 min. Para retirada do excesso de 

solução desnaturante, as membranas foram lavadas com água deionizada por 2 min, e 

logo após lavadas três vezes com a solução ácida (55% de etanol, 35% de água deionizada 

e 10% de ácido acético) por 10 min. Para finalizar, as membranas foram lavadas com 

água deionizada por 2 min, seguida de duas lavagens com etanol para retirar a umidade 

por 5 min. Após secar completamente a temperatura ambiente, as membranas foram 

armazenadas a 4 ºC. 

4.19. Purificação dos anticorpos monoclonais de sobrenadante de cultura 

Para a purificação de IgG, correspondente aos mAbs gerados contra as proteínas 

MASP, foi utilizada a coluna Protein G sepharose 4 fast flow (GE Healthcare Life 

Sciences). A coluna foi equilibrada com 40mL de tampão fosfato pH=7 (20mM de 

NaH2PO4), em seguida foi aplicado o sobrenadante de cultura contendo o mAb, e 

realizada uma lavagem com 25mL de tampão fosfato acrescido de NaCl 0,5M. Para 

eluição foi utilizado 1,2mL de tampão citrato pH=2,7 (50mM de ácido cítrico) e as 

amostras de aproximadamente 200µL coletadas em tubos contendo 37µL de tampão 

borato pH=10 (1M de ácido bórico) para neutralização do pH. A dosagem de IgG 

purificadas foi realizada utilizando NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo 

Scientific). 

4.20. Marcação de anticorpos monoclonais 

Os mAbs purificados gerados contra as proteínas MASP foram marcados com o 

fluoróforo Alexa Fluor 488 utilizando o kit Alexa Fluor 488 Protein Labeling (Thermo 

Scientific) ou Alexa Fluor 647 utilizando o kit Alexa Fluor 647 Antibody Labeling 

(Thermo Scientific). As marcações foram feitas seguindo as instruções do fabricante e foi 

utilizado aproximadamente 200µg de IgG purificada de cada mAb por marcação.  

4.21. Imunofluorescência das formas tripomastigotas de T. cruzi  

4.21.1. Marcação das formas tripomastigotas com anticorpos policlonais anti-
MASP: 

Formas tripomastigotas de cultura do clone CL Brener de T. cruzi foram 

centrifugadas a 2000xg por 10min a 4ºC, lavadas uma vez com tampão PBS 1X e 

ressuspendidas em PBS 1X com 2% de paraformaldeído. Os parasitos foram depositados 
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em lâminas de vidro e, após incubação por 1 h a 4ºC para fixação foram incubados por 

15min em PBS 1X com 50mM de NH4Cl e, em seguida, lavados duas vezes com PBS 

1X. As células fixadas foram bloqueadas com 5% de soro fetal bovino em PBS1X por 1h 

a temperatura ambiente. E a marcação das proteínas MASP foi feita pela adição às 

lâminas do anticorpo primário policlonal, gerados em camundongo, diluído 1:500 em 

PBS 1X com 5% de soro fetal bovino, seguido de incubação por 16h a 4ºC. Após três 

lavagens com PBS 1X, o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado a 

Alexa Fluor 488 (Life Technologies), diluído 1:1000, foi incubado por 1h a temperatura 

ambiente. As lâminas foram lavadas e o núcleo e o cinetoplasto dos parasitos foram 

corados com 1μg/mL de DAPI (Life Technologies) por 5min a temperatura ambiente. 

Após cinco lavagens com PBS 1X, as lâminas foram montadas com o reagente ProLong 

Gold (Life Technologies) e cobertas por uma lamínula. As imagens foram obtidas com 

Microscópio Óptico de Fluorescência – Axio Imager Z2-ApoTome 2 Zeiss, Centro de 

Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (CM-UFMG), no Centro de 

Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN). 

4.21.2. Marcação das formas tripomastigotas com mAbs anti-MASP 
purificados: 

Formas tripomastigotas de cultura do clone CL Brener de T. cruzi foram 

centrifugadas a 2.000xg por 10min a 4ºC, lavadas uma vez com tampão PBS 1X e 

ressuspendidas em PBS 1X com 2% de paraformaldeído. Os parasitos foram depositados 

em lâminas de vidro e, após incubação por 1h a 4ºC para fixação, foram incubados por 

15min em PBS 1X com 50mM de NH4Cl e, em seguida, lavados duas vezes com PBS 

1X. As células fixadas foram bloqueadas com 3% de BSA em PBS1X por 1h a 

temperatura ambiente. Em seguida, a marcação das proteínas MASP foi feita pela adição 

às lâminas do mAb purificado anti-MASP diluído 1:5 em solução de bloqueio, seguido 

de incubação por 2h a temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS 1X, o anticorpo 

secundário anti-IgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (Life Technologies), 

diluído 1:500, foi incubado por 1h a temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas e o 

núcleo e o cinetoplasto dos parasitos foram corados com 1μg/mL de DAPI (Life 

Technologies) por 5min a temperatura ambiente. Após cinco lavagens com PBS 1X, as 

lâminas foram montadas com o reagente ProLong Gold (Life Technologies) e cobertas 

por uma lamínula. As imagens foram obtidas com Microscópio Óptico de Fluorescência 

– Olympus (BX-61), pertencente ao Prof. Dr. Sergio Schenkman da Universidade Federal 

de São Paulo (UNIFESP). 
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4.22. Citometria de fluxo das formas tripomastigotas de T. cruzi  

4.22.1. Marcação das formas tripomastigotas com anticorpos policlonais anti-
MASP: 

Formas tripomastigotas de cultura do clone CL Brener de T. cruzi foram 

centrifugadas a 2000xg por 10min a 4ºC, lavadas com PBS 1X e ressuspendidas em PBS 

1X com 2% de paraformaldeído. Em seguida, os parasitos foram lavados 2 vezes com 

PBS 1X e bloqueados com 5% de soro fetal bovino em PBS 1X por 30min a temperatura 

ambiente. Após esta etapa, foram incubados com o anticorpo policlonal de MASP diluído 

1:1000 em PBS com 5% de soro fetal bovino por 30min a temperatura ambiente, lavados 

com PBS 1X e incubados por 30min a temperatura ambiente com o anticorpo secundário 

anti-IgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (Life Technologies) diluído 

1:1000 na solução de bloqueio. Em seguida, as células foram lavadas em PBS 1X e 

ressuspendidas em 150μL de PBS 1X para serem analisadas por citometria de fluxo no 

equipamento FACS Fortessa (BD Biosciences) utilizando o software FACSDiva (BD 

Biosciences). Posteriormente à aquisição dos dados, a análise foi realizada através do 

software FlowJo (Tree Stars). O experimento foi realizado em duplicata e para cada 

amostra foram adquiridos dados referentes a cinquenta mil eventos para realização da 

análise quantitativa. 

4.22.2. Marcação das formas tripomastigotas com mAbs anti-MASP 
conjugados a fluoróforos: 

Formas tripomastigotas de cultura do clone CL Brener de T. cruzi foram 

centrifugadas a 2.000xg por 10min a 4ºC, lavadas uma vez com meio RPMI e 

ressuspendidas em RPMI com 2% de soro fetal bovino na concentração final de 5x107 

parasitos/mL. Em seguida, foram incubados com os mAbs anti- MASP conjugado com 

Alexa Fluor 488 ou 647 diluído 1:100 em RPMI com 2% de soro fetal bovino. Após 

incubação por 30min no gelo, as células foram lavadas uma vez com RPMI gelado e 

ressuspendidas em RPMI com 2% de soro fetal bovino na concentração final de 2x107 

parasitos/mL. As análises foram feitas por citometria de fluxo no equipamento BD Accuri 

C6 (BD Biosciences) e utilizando o software FlowJo (Tree Stars). Para cada amostra 

foram adquiridos dados referentes a cinquenta mil eventos para realização da análise 

quantitativa. 

4.23. Enriquecimento de parasitos reconhecidos pelos mAbs anti-MASP  

Aproximadamente 1x108 formas tripomastigotas de T. cruzi foram centrifugadas 

a 2000xg por 10min a 4ºC, lavadas uma vez com meio RPMI e ressuspendidas em RPMI 
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com 2% de soro fetal bovino na concentração final de 5x107 parasitos/mL. Em seguida, 

foram incubados com o mAb anti-MASP conjugado com Alexa Fluor 488 diluído 1:100 

em RPMI com 2% de soro fetal bovino. Após incubação por 30min no gelo, as células 

foram lavadas uma vez com RPMI gelado e ressuspendidas em RPMI com 2% de soro 

fetal bovino na concentração final 2x107 parasitos/mL. A aquisição de células marcadas 

com mAb anti-MASP para obtenção de uma população enriquecida expressando um 

membro específico foi realizada através do citômetro de fluxo FACS Aria (BD 

Biosciences) utilizando o software FACS Diva (BD Biosciences). Os experimentos de 

sorting foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. Sergio Schenkman da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Os parasitos obtidos após o 

enriquecimento foram analisados por citometria de fluxo para obter a porcentagem de 

células expressando o membro de MASP selecionado e posteriormente utilizados em 

ensaios de infecção experimental de animais. 

4.24. Infecção experimental de camundongos com T. cruzi 

Para os experimentos de infecção in vivo foram utilizados camundongos da 

linhagem C57BL/6, os quais foram infectados por via intraperitoneal com 500 

tripomastigotas. Três grupos de animais foram infectados, cada um com uma população 

distinta de tripomastigotas: (i) derivada de cultura do clone CL Brener WT (wild type); 

(ii) enriquecida com uma dada variante de MASP a partir do sorting; (iii) população não 

selecionada no sorting FT (flow through). A parasitemia dos animais foi avaliada a cada 

2 dias ao longo de 40 dias. A partir do sangue da veia da cauda dos animais, foram 

coletados 5µL de sangue depositados em uma lâmina coberta por lamínula. A parasitemia 

foi determinada pela contagem de tripomastigotas sanguíneas presentes em 50 campos de 

cada lâmina observada em microscópio óptico.  

4.25. Ensaio de ligação de proteínas MASP a células L6 

As células L6 (5x104) colocadas em placas de cultura de 96 poços foram 

cultivadas por 24h em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Em seguida, a solução contida nos 

poços foi aspirada, as células tratadas com 100µL das proteínas purificadas 

recombinantes de MASP na concentração de 20μg/mL em meio RPMI com 2% de soro 

fetal bovino. Como controle foi feita também a incubação das células apenas com 100µL 

de meio RPMI 2%SFB. Após 1h, as células foram fixadas com PFA 4% por 30min a 

temperatura ambiente, lavadas 2 vezes com PBS 1X e  bloqueadas com 200µL de PBS 

1X  com 5% BSA durante 1h. Depois do bloqueio, a placa foi incubada com os 
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respectivos anticorpos policlonais contra as proteínas MASP utilizadas, tanto nos poços 

em que as células foram tratadas com as proteínas quanto nos controles, diluídos 1:500 

em PBS 1X  com 2,5% BSA por 1h. Após este tempo, as placas foram lavadas 4 vezes 

com PBS 1X com 0,05% Tween20 e posteriormente incubadas com 100µL do anticorpo 

secundário anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) diluído 1:2000 

em PBS 1X  com 2,5% BSA. Após a incubação por 1h, as placas foram novamente 

lavadas 4 vezes com PBS 1X com 0,05% Tween20 e por fim foi adicionado 100 µL da 

solução reveladora contendo ácido cítrico 0,1M, Na2PO4 0,2 M, OPD 0,05% e H2O2 

0,1%. As placas foram incubadas a 37ºC ao abrigo de luz por 15min com a solução 

reveladora quando a reação foi interrompida pela adição de 30µL de H2SO4 2M. A 

absorbância resultante foi lida em leitor de ELISA a 490nm. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicatas. 

4.26. Ensaio de invasão celular pelo T. cruzi  

Para os ensaios de invasão utilizando formas tripomastigotas do clone CL Brener 

de T. cruzi, 1x105 células L6 foram cultivadas em placas de 24 poços por 24h, contendo 

lamínulas de vidro redondas de 13 mm. Em seguida foram adicionados 500µL de um pool 

de proteínas MASP recombinantes purificadas na concentração de 40μg/mL ou 20μg/mL 

ou 20μg/mL das proteínas individuais de MASP diluídas em meio de cultura RPMI 

suplementado com 2% de soro fetal bovino. Como controle, foi feita também a incubação 

apenas com meio de cultura RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino.  Após 1h, 

as células foram lavadas com RPMI, e a exposição aos parasitos foi realizada com uma 

MOI de 40 parasitos por célula por 1h à 37ºC e 5% de CO2. Em seguida, as células foram 

lavadas três vezes com RPMI para a retirada dos parasitos não internalizados e fixadas 

com PFA 4% por 30min a temperatura ambiente. 

Para a marcação com anticorpos, as lamínulas foram lavadas por 3 vezes com PBS 

1X, em seguida incubadas durante 20min em PBS 1X com BSA 2%. Para a identificação 

dos parasitos extracelulares remanescentes, as lamínulas foram incubadas por 50min com 

anticorpo primário anti-T.cruzi (soro de camundongo infectado com tripomastigotas de 

T. cruzi  coletado na fase crônica da infecção), como descrito previamente (Andrews et 

al. 1987), diluído 1:500 em PBS 1X  com BSA 2%. Posteriormente, as lamínulas foram 

lavadas 4 vezes com PBS 1X com BSA 2% e incubadas por 40min com o anticorpo 

secundário anti-IgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (Life Technologies) 

diluído 1:1000 em PBS com BSA 2%. Em seguida, as lamínulas foram lavadas 3 vezes 
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com PBS com BSA 2% e mais 3 vezes com PBS 1X. O DNA da célula hospedeira e do 

parasito foram marcados por incubação com DAPI diluído 1:1000 em PBS 1X durante 

1min e então as lamínulas foram lavadas cinco vezes com PBS 1X para a montagem sobre 

lâmina para microscopia com o reagente ProLong Gold (Life Technologies). As lâminas 

foram analisadas em microscópio de fluorescência onde foram contados 

aproximadamente 18 campos por lamínula, garantindo a contagem de um número mínimo 

de 250 células. A quantificação das células infectadas e de parasitos intracelulares ocorreu 

através da contagem de parasitos marcados com DAPI, mas que não estavam marcados 

em sua superfície de verde com o anti-IgG conjugado a Alexa Fluor 488. Os parasitos 

marcados com ambos, DAPI e anti-IgG conjugado a Alexa Fluor 488, foram 

contabilizados como parasitos extracelulares. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

4.27. Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas no software Prism 7.0 e Microsoft Excel. 

Para cada triplicata de experimentos de ELISA foram calculadas as médias e desvio 

padrão. Antes dos testes de comparação entre grupos experimentais e controle, foi 

utilizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para identificar se 

a distribuição dos dados é gaussiana ou não. Caso a distribuição seja gaussiana, a 

comparação entre dois grupos experimentais foi feita usando o teste T de Student não-

pareado, enquanto que ANOVA foi utilizado para comparações de mais de dois grupos 

experimentais. Valores p < 0,05 foram considerados como diferenças estatisticamente 

significativas. Os valores de corte dos experimentos de citometria de fluxo foram gerados 

pelas curvas de características de operação do receptor (ROC) que foram construídas ao 

traçar a sensibilidade no eixo y e o complemento de especificidade (especificidade 100) 

no eixo x. A curva ROC foi utilizada para selecionar o valor de corte para determinar 

porcentagens de esferas acopladas fluorescentes positivas.  
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5. CAPÍTULO 01: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise da antigenicidade da família multigênica MASP e avaliação da reatividade 

de membros de diferentes subgrupos através de citometria de fluxo 

 

 

 

 

 

 

A grande diversidade da família MASP e suas características antigênicas podem ter 

implicações importantes para a sobrevivência de T. cruzi no hospedeiro vertebrado. 

Devido ao grande número de membros de MASP, para investigar o padrão de 

antigenicidade da família se faz necessária uma seleção racional dos membros a serem 

avaliados. Neste capítulo, usando metodologias computacionais de agrupamento 

hierárquico baseado em similaridade de sequência proteica, selecionamos sete membros 

de MASP como representantes da diversidade da família, os quais foram submetidos a 

análises de antigenicidade. 
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5.1. Resultados 

5.1.1. Seleção de membros da família MASP baseado no padrão de 
diversidade das suas sequências proteicas 

Para identificarmos subgrupos dentro da família MASP, foi feito o alinhamento 

par-a-par de todas as 810 proteínas preditas como completas após eliminação de 

sequencias parciais e pseudogenes. A matriz de distância obtida foi usada para gerar um 

gráfico de dimensionamento multidimensional (MDS) (Figura 5). O algoritmo k-means 

foi selecionado para gerar 7 clusters dentro da família MASP, denominados M1 a M7. 

Como a família MASP é extremamente polimórfica e tem um grande número de 

membros, foi escolhido um membro próximo ao centro de cada subgrupo para ser 

expresso de forma recombinante em Escherichia coli seguido da avaliação do perfil 

antigênico destes membros em diferentes tempos da infecção por T. cruzi. 

 

Figura 5: Gráfico multidimensional scaling (MDS) das sequências proteicas de MASP. O 
alinhamento par-a-par das sequências de proteínas MASP foi realizado e a matriz de distância foi 
usada para gerar a projeção MDS. O método K-means foi usado para definir os sete subgrupos de 
MASP. Cada subgrupo é representado por uma cor (Black, Blue, Dark Green, Magenta, Red, 
Orange 1 e Orange 2). O centro de cada grupo está indicado por um círculo preto e os membros 
de MASPs selecionados para expressão heteróloga estão indicados pelos números de 1 a 7.  

 

5.1.2. O imunorranqueamento do proteoma CL Brener sugere que os 
membros de MASP são altamente antigênicos 

O proteoma predito total de T. cruzi CL Brener foi submetido a predição de 

epítopos de células B utilizando a ferramenta IMMUNORANK desenvolvida pelo nosso 

grupo de pesquisa (Lobo et al., em preparação). Esta ferramenta combina o resultado de 
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diferentes preditores que avaliam várias características das sequências primárias das 

proteínas, tais como: hidrofilicidade, entropia, desordem estrutural, domínios proteicos 

extracelulares, dentre outros, e ranqueia as proteínas analisadas através de um índice de 

antigenicidade. Desta forma é possível comparar a antigenicidade predita das diferentes 

proteínas analisadas, permitindo priorizar as sequências mais antigênicas para estudos 

funcionais. O imunorranqueamento de todo o proteoma de CL Brener demonstrou que as 

proteínas MASP estão extremamente bem classificadas (Figura 6). É possível observar 

que entre os 10 antígenos preditos de CL Brener com as melhores posições no rank (top 

10), MASP representa 90%, sendo a maioria do subgrupo M1 - Black. Ampliando para 

os top 100 antígenos preditos, ainda é possível ver o predomínio de MASP que representa 

94% dos antígenos, entretanto, é possível observar o aumento de membros do subgrupo 

M2 - Blue, que assim continua até o top 1000. É interessante observar que na análise dos 

1000 antígenos preditos mais bem ranqueados, as MASPs constituem mais da metade dos 

antígenos, representando 64,8%. 

 

Figura 6: Proporção de subgrupos MASP no imunorranqueamento com base na predição 
de epítopos de células B. À esquerda, a área hachurada representa a proporção de MASP entre 
os antígenos preditos como mais antigênicos de acordo com o IMMUNORANK. No lado direito, 
estas MASP foram divididas nos subgrupos M1 a M7 representados pelas cores. 
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Em relação aos membros representativos de cada subgrupo de MASP escolhidos 

para expressão heteróloga em bactérias, é possível observar uma variação na posição 

dentro do ranqueamento por índice de antigenicidade. Alguns deles, como M2 (Azul) e 

M5 (Vermelho), estão bem classificados, enquanto outros com menor índice de 

antigenicidade, mas ainda posicionados entre os antígenos preditos top1000, como M3 

(Dark Green) e M6 (Orange 1) (Tabela 2). 

Tabela 2: Posição das MASP representativas de cada subgrupo no imunorranqueamento 
dos antígenos do clone CL Brener. 

MASP Posição no immunorank 
M1 (Black) 265 
M2 (Blue) 34 

M3 (Dark Green) 709 
M4 (Magenta) 468 

M5 (Red) 155 
M6 (Orange 1) 934 
M7 (Orange 2) 640 

 

5.1.3. Padronização de uma metodologia baseada em citometria de fluxo 
para o estudo do perfil de antigenicidade de proteínas MASP 

Com o objetivo de melhor avaliar o padrão de antigenicidade da família MASP, 

decidimos padronizar uma metodologia baseada em citometria de fluxo. A técnica 

consiste no acoplamento das proteínas MASP, M1 a M7, a diferentes microesferas 

fluorescentes que são incubadas com soros e a análise da reatividade é feita através de 

citometria de fluxo. Esta abordagem apresenta vantagens nas avaliações sorológicas 

devido à sua precisão e sensibilidade. Além disso, esta metodologia possibilita a 

realização de experimentos multiplex. Para confirmar o acoplamento das proteínas 

recombinantes M1 a M7 às diferentes microesferas fluorescentes, foram utilizados os 

anticorpos policlonais gerados em camundongos contra proteínas M1 a M7 (Figura 7). 

As análises confirmaram o acoplamento das proteínas MASP às diferentes microesferas 

fluorescentes pela intensidade média de fluorescência (MFI) observada nas microesferas 

acopladas incubadas com os respectivos soros anti-MASP, que foi superior ao controle 

negativo, que corresponde aos soros de animais não imunizados. 
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Figura 7: Confirmação do acoplamento das proteínas recombinantes M1 a M7 às 
microesferas fluorescentes por citometria de fluxo. Nas figuras: o gate (A), a porcentagem de 
microesferas de fluorescência acopladas com MASP (B) e a intensidade média de fluorescência 
(MFI) do não marcado em vermelho (microesferas acopladas a MASP incubadas com anti-IgG 
biotinilado); o controle negativo em azul (microesferas acopladas a MASP após incubação com 
soro de camundongos não imunizados) e incubadas com soro anti-MASP em laranja (C). O 
anticorpo secundário utilizado foi anti-IgG de camundongo conjugado com biotina e SAPE. 
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5.1.4. Ensaio multiplex com os 7 membros representativos da família MASP 

A técnica também foi padronizada para um ensaio multiplex em que as sete 

proteínas MASP acopladas a diferentes microesferas fluorescentes foram incubadas 

simultaneamente com os anticorpos policlonais gerados contra proteínas M1 a M7 

(Figura 8). 

 

Figura 8:Padronização do ensaio multiplex com as proteínas MASP M1 a M7 acopladas às 
diferentes microesferas fluorescentes. As sete proteínas MASP acopladas às microesferas com 
diferentes fluorescências e tamanhos (A4, A6, C5, C6, C7, E4 e E7) foram incubadas 
simultaneamente com os anticorpos policlonais gerados contra as proteínas M1 a M7. Na figura: 
A) o gate, B) a porcentagem de microesferas de fluorescência acopladas com cada MASP e C) a 
intensidade média de fluorescência (MFI) do não marcado em vermelho (microesferas acopladas 
a MASP incubadas com anti-IgG biotinilado); o controle negativo em azul (microesferas 
acopladas a MASP após incubação com soro de camundongos não imunizados) e incubadas com 
soro anti-MASP em laranja. O anticorpo secundário utilizado foi anti-IgG de camundongo 
conjugado com biotina e SAPE.  
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Neste experimento, foi possível observar que os anticorpos reconhecem melhor as 

proteínas para a qual foram gerados, apesar de ocorrer alguma reação cruzada com outras 

MASP (Figura 9). Essas reações cruzadas provavelmente se devem ao compartilhamento 

de epítopos que existem entre estas proteínas MASP. Isso porque apesar da região central 

dessas proteínas ser altamente variável tanto em sequência quanto em comprimento, elas 

apresentam um grande repertório de motivos compartilhados entre seus membros (Najib 

M El-Sayed et al. 2005). 

 

Figura 9: Avaliação do perfil de reatividade competitiva dos membros da família MASP de 
diferentes subgrupos por citometria de fluxo. Ensaios multiplex de citometria utilizando as 
diferentes microesferas fluorescentes acopladas às proteínas recombinantes de MASP incubadas 
simultaneamente com os anticorpos policlonais gerados contra as proteínas M1 a M7. Nos 
gráficos estão representadas a intensidade média de fluorescência (MFI) de cada uma das 
proteínas recombinantes de MASP incubadas ao mesmo tempo com o anticorpo policlonal anti-
MASP indicado na parte superior de cada gráfico. O anticorpo secundário utilizado foi anti-IgG 
de camundongo conjugado com biotina e SAPE.  
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5.1.5. Ensaios de citometria de fluxo com as proteínas MASP M1 a M7 
acopladas às microesferas fluorescentes e soros de camundongos em fase 
aguda da infecção  

Para avaliar melhor o padrão de antigenicidade da família MASP, as proteínas M1 

a M7 acopladas às diferentes microesferas fluorescentes foram utilizadas em ensaios de 

citometria de fluxo com soros de camundongos infectados com parasitos do clone CL 

Brener de T. cruzi, coletados após 5, 10, 15, 20 e 25 dias da infecção. Os ensaios foram 

realizados na forma uniplex, onde cada proteína acoplada foi incubada separadamente 

com o soro, e na forma multiplex, em que as proteínas foram incubadas simultaneamente 

a mesma amostra de soro. Em ambos os ensaios, uniplex (Figura 10A) e multiplex (Figura 

10B), foi observado que é possível diferenciar os soros de camundongos com apenas 5 

dias de infecção daqueles que não foram infectados utilizando as proteínas MASP M1 a 

M7. Os valores de cutoff empregados foram gerados por curva ROC.  

Uma análise de correlação foi realizada entre os resultados obtidos nos ensaios 

uniplex e multiplex utilizando os soros de camundongos em fase aguda da infecção para 

cada uma das proteínas de MASP M1 a M7 (Figura 10C). O resultado obtido demonstrou 

que os valores de MFI gerados, no uniplex e no multiplex, se correlacionam para a maioria 

das MASP, com exceção da M4 e M5, indicando que o ensaio pode ser realizado de ambas 

as formas sem prejuízo para avaliação da reatividade das proteínas para as proteínas M1 

a M3 e M6 e M7. No caso das proteínas, M4 e M5, houve uma diferença de sensibilidade 

entre os ensaios uniplex e multiplex e por isso, não houve a correlação, entretanto, os 

resultados não apresentaram uma discrepância no perfil de reatividade das proteínas com 

soros. 
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Figura 10: Avaliação da reatividade dos soros de camundongos infectados com 
tripomastigotas do clone CL Brener e as proteínas recombinantes M1 a M7 por intensidade 
média de fluorescência (MFI). Ensaios de citometria de fluxo uniplex (A) e multiplex (B) foram 
realizados utilizando soros de camundongos coletados 5, 10, 15, 20 e 25 dias após a infecção. O 
anticorpo secundário utilizado foi anti-IgM de camundongo conjugado com biotina e SAPE. NC 
= soro de camundongos não infectados. Análises de correlação entre os resultados dos ensaios de 
uniplex e multiplex foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 7 (C).  

 

5.1.6. Avaliação da variação do perfil de reconhecimento de proteínas MASP 
durante a fase aguda da infecção 

A fim de melhor observar como o perfil de reconhecimento de proteínas MASP 

varia ao longo da fase aguda, foi realizado um ensaio multiplex utilizando proteínas 

MASP M1 a M7 acopladas a diferentes microesferas fluorescentes e soros individuais de 

camundongos infectados com tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi, coletados 

após 5, 10, 15, 20 e 25 dias da infecção. Devido à maior sensibilidade desta técnica, foi 

possível observar as alterações do padrão de reconhecimento das proteínas com os soros 

coletados a partir do décimo dia de infecção. As MASP M1 e M2 apresentaram uma 

reatividade maior com os soros dos animais infectados em comparação às demais 
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proteínas avaliadas, com um aumento do seu reconhecimento pelos soros que antecedem 

ao pico de parasitemia do animal (figura 11). Por exemplo, no animal 2 o aumento do 

reconhecimento de M1 e M2 ocorre com o soro de 20dpi e o pico de parasitemia deste 

animal ocorre com 25dpi. Este resultado demonstra que o perfil de reconhecimento das 

MASP muda ao longo da infecção aguda bem como é diferente entre as proteínas M1 a 

M7 (Figura 11). 
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Figura 11: Antigenicidade dos membros de MASP durante a fase aguda da infecção pelo T. 
cruzi em camundongos. Do lado esquerdo da figura, está representado o ensaio multiplex de 
citometria de fluxo utilizando as proteínas MASP M1 a M7 acopladas a diferentes microesferas 
fluorescentes e soros de camundongos infectados pelo clone CL Brener de T. cruzi coletados 
durante a fase aguda da infecção. Cada linha colorida corresponde ao reconhecimento de um 
membro MASP após 5, 10, 15, 20 e 25 dias após a infecção. E cada gráfico apresenta os resultados 
para cada um dos animais infectados. MFI normalizado = diferença entre a intensidade média de 
fluorescência (MFI) das microesferas acopladas com MASP após incubação com os soros de 
camundongos infectados e o controle negativo (microesferas acopladas com MASP após 
incubação com soro de camundongos não infectados). O anticorpo secundário utilizado foi anti-
IgM de camundongo conjugado com biotina e SAPE. Do lado direito, estão os gráficos que 
mostram a curva de parasitemia, avaliada em intervalos de 2 em 2 dias, dos 6 animais infectados 
com 80 formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi. 
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6. CAPÍTULO 02: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudo da variabilidade antigênica de membros da família MASP de Trypanosoma 

cruzi e seu impacto em infecções experimentais em modelo murino  

 

 

 

Um aspecto importante de se tentar entender sobre as MASP é se a expansão massiva no 

genoma de T. cruzi desta família tão polimórfica, repetitiva e expressa na superfície das 

formas tripomastigotas circulantes estaria relacionada com mecanismos de evasão do 

sistema imune. Sabe-se que há co-expressão de diferentes membros de MASP em uma 

população de parasitos, mas não se sabe como é o padrão de expressão em células 

individuais. Seria esta co-expressão de diferentes membros de MASP na população de 

parasitos uma estratégia do parasito de impedir o hospedeiro de montar uma resposta 

imune mais eficiente nas fases iniciais da infecção e assim levar à cronificação da doença? 

A resposta imune do hospedeiro vertebrado poderia levar à seleção de subpopulações de 

parasitos expressando diferentes membros de MASP ao longo da infecção, favorecendo 

assim a sobrevivência do parasito no hospedeiro vertebrado? Para tentarmos elucidar 

alguns destes questionamentos, neste capítulo foram realizadas análises de expressão de 

membros da família por imunofluorescência, citometria de fluxo e infecção experimental 

de camundongos com populações de tripomastigotas enriquecidas para algumas variantes 

da família.  
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6.1. Resultados  

6.1.1. Seleção dos membros de MASP para estudo baseado no padrão de 
expressão e antigenicidade 

A escolha dos membros de MASP para este estudo ocorreu a partir de dois 

critérios: análise de expressão gênica a partir de dados do transcriptoma do clone CL 

Brener de T. cruzi e do imunorranqueamento do proteoma predito de CL Brener. 

Dados de RNA-seq foram obtidos em um trabalho prévio (Belew et al. 2017) a 

partir do sequenciamento de bibliotecas de cDNA de células HFF infectadas com o 

parasito após 60 e 96 horas de infecção, tripomastigotas do sobrenadante de cultura e 

também de formas epimastigotas do clone CL Brener de T. cruzi. Após um filtro de 

qualidade, os transcritos gerados foram mapeados no genoma de T. cruzi CL Brener 

disponível no TriTrypDB (Najib M El-Sayed et al. 2005) e também no genoma humano, 

uma vez que as amostras de 60 e 96 horas após a infecção apresentavam transcritos de 

ambos organismos. Finalmente, após a quantificação dos transcritos, foi feita a análise 

estatística dos dados e análise diferencial entre as condições (Belew et al., 2017).  

Um experimento bem-sucedido de RNA-seq produz uma lista de genes 

diferentemente expressos. Com os dados de mapeamento prontos, o número de leituras 

alocadas em cada gene foi transformado em uma contagem digital da expressão gênica 

para todos os genes utilizando o RPKM (Reads Per Kilobase Million), onde número de 

contagens por gene é divido pelo tamanho do gene e pelo tamanho da biblioteca (em 

milhões), para determinar com precisão a estimativa do nível de expressão entre as 

condições (Figura 12). No trabalho anterior de Belew et al., 2017 foi permitido o 

mapeamento múltiplo de reads. No contexto deste projeto, uma vez que estávamos 

interessados em analisar a expressão de genes individuais da família, selecionamos genes 

de MASP que apresentaram maiores níveis de expressão, considerando o mapeamento 

único de reads, nas formas tripomastigotas obtidas do sobrenadante de cultura de células 

HFF infectadas (Figura 12).  
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Figura 12: Expressão gênica diferencial de MASP ao longo do ciclo de vida de T. cruzi. Nível 
da expressão gênica por RPKM (Reads Per Kilobase Million) para todos os genes da família 
MASP nas diferentes bibliotecas sequenciadas de T. cruzi. A60= células HFF após 60 horas de 
infecção. A96= células HFF após 96 horas de infecção. Tryp = tripomastigotas do sobrenadante 
em cultura. Epi= epimastigotas. Apenas reads com mapeamento único foram consideradas. 

 

 
Figura 13: Expressão diferencial de membros distintos da família MASP pelas formas 
tripomastigotas de T. cruzi.  Alinhamento par-a-par das sequências de proteínas MASP foi 
realizado e a matriz de distância foi usada para gerar a projeção MDS. O método K-means foi 
usado para definir os sete subgrupos de MASP. Cada subgrupo da família está representado por 
uma cor (Black, Blue, Green, Magenta, Red, Orange 1 e Orange 2). Cada ponto corresponde a 
um membro de MASP e o tamanho do ponto é proporcional ao nível de expressão do gene baseado 
no mapeamento único de reads de RNA-seq geradas no trabalho prévio de Belew et al., 2017.  
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Como pode ser observado na figura 13, membros da família MASP apresentam 

níveis bem distintos de expressão, sendo que aqueles pertencentes ao subgrupo azul são 

os mais expressos. Assim, a partir dos dados gerados pelo RNA-seq, foram selecionados 

os seguintes genes para este estudo: MASP 11- TcCLB.509979.270 (blue), MASP 12- 

TcCLB.509977.30 (blue), MASP 13- TcCLB.509977.80 (blue) e MASP 14- 

TcCLB.510037.10 (blue), que se encontram entre os 10 genes de MASP que 

apresentaram os maiores níveis de expressão na forma tripomastigota de sobrenadante 

em cultura (Belew et al. 2017). Para estes genes foram desenhados primers específicos 

para amplificação por PCR utilizando DNA genômico do parasito. Os produtos destas 

reações de PCR foram submetidos à separação em gel de agarose. As bandas de tamanho 

esperado foram excisadas dos géis e purificadas, em seguida clonadas em vetor de 

clonagem pGEM-T Easy (Promega) e os clones positivos após PCR de confirmação 

foram enviados para sequenciamento. O resultado do sequenciamento revelou que os 

produtos clonados correspondem aos genes MASP 12- TcCLB.509977.30 (blue), MASP 

13- TcCLB.509977.80 (blue), MASP 14- TcCLB.510037.10 (blue) e MASP 9- 

TcCLB.509973.10 (blue) (Figura 14). Apesar dos primers não terem sido desenhados 

para este último membro, o mesmo foi incorporado no estudo uma vez que está entre os 

dez genes de MASP mais expressos de acordo com o transcriptoma (Tabela 3). 

Um outro critério usado na seleção dos membros, foi a predição de antigenicidade. 

Para tanto, foi utilizada a ferramenta IMMUNORANK que verifica a abundância de 

epítopos de células B presentes em um banco de dados de proteínas (Lobo et al., em 

preparação). A partir deste critério os seguintes genes também foram selecionados: 

MASP 17 - TcCLB.508541.90 (blue), MASP 18 -TcCLB.506321.120 (blue), MASP 19 

-TcCLB.506955.99 (black) e MASP 20 -TcCLB.508539.110 (black). Estes genes se 

encontravam entres os 100 mais antigênicos de acordo com o imunorranqueamento e 

entre os 100 mais expressos de acordo com os dados de transcriptoma. Após o mesmo 

procedimento descrito anteriormente, o resultado do sequenciamento revelou que foram 

amplificados os genes MASP 18 -TcCLB.506321.120 (blue), MASP 19 -

TcCLB.506955.99 (black) e MASP 20 -TcCLB.508539.110 (black), que foram utilizados 

no estudo (Tabela 3) (Figura 14). 
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Tabela 3: MASP selecionadas para expressão heteróloga. O posicionamento do gene de 
MASP selecionado na análise pelo RNA-seq, seu ID no banco de dados do TriTrypDB, a posição 
pelo imunorranqueamento, assim como sua anotação, subgrupo que pertence e o código dado a 
proteína codificada, se encontram na tabela abaixo. 

ID 
Código 

Immunorank 
Rank RNA-

Seq 
Subgrupo 

TcCLB.509973.10 MASP 9 1570 2 blue 

TcCLB.509977.30 MASP 12 590 5 blue 

TcCLB.509977.80 MASP 13 1450 6 blue 

TcCLB.510037.10 MASP 14 1547 10 blue 

TcCLB.506321.120 MASP 18 66 24 blue 

TcCLB.506955.99 MASP 19 3 39 black 

TcCLB.508539.110 MASP 20 22 53 black 

 

 

Figura 14: Representação no multidimensional scaling (MDS) das proteínas de MASPs 
selecionadas para expressão. Cada subgrupo da família está representado por uma cor (Black, 
Blue, Green, Magenta, Red, Orange 1 e Orange 2). Cada ponto triangular em verde corresponde 
ao membro de MASP selecionado a partir do transcriptoma e cada ponto quadrado em verde 
corresponde ao membro de MASP selecionado a partir do imunorranqueamento. A partir dos 
dados gerados pelo RNA-seq, foram selecionados os genes de MASP: TcCLB.509977.30 (M12 - 
Blue), TcCLB.509977.80 (M13- Blue) e TcCLB.510037.10 (M14-blue). A partir do 
imunoranqueamento foram selecionados os genes de MASP: TcCLB.506321.120 (M18- Blue), 
TcCLB.506955.99 (M19- Black) e TcCLB.508539.110 (M20- Black). 
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6.1.2. Expressão em E. coli de proteínas recombinantes de MASP 

Após a seleção dos membros da família MASP para o estudo, primers para 

amplificação da região codificadora variável desses genes foram desenhados, excluindo 

as sequências conservadas que codificam para o peptídeo sinal e o sítio de adição à âncora 

GPI nas proteínas. Estas sequências conservadas foram excluídas uma vez que são 

removidas na proteína madura exposta na superfície das formas tripomastigotas. Estes 

genes foram clonados no vetor pET28a.TEV e as proteínas recombinantes M9(blue), 

M12(blue), M13(blue), M14(blue), M18(blue), M19(black) e M20(black) foram 

expressas em bactérias BL-21 Star e purificadas em coluna de afinidade como descrito 

no item 4.11. Para averiguar a ocorrência da expressão foram coletadas frações da cultura 

imediatamente antes (tempo 0h) e logo após 3 horas da indução de expressão pela adição 

de IPTG. As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE e foram observadas bandas de 

superexpressão de aproximadamente 21kDa, 39kDa, 24kDa, 24kDa, 30kDa, 40kDa e 

42kDa nas frações após 3 horas da indução de expressão das bactérias contendo os genes 

que codificavam, respectivamente, para as proteínas M9 (blue), M12 (blue), M13 (blue), 

M14 (blue), M18 (blue), M19 (black) e M20 (black) (Figura 15). 

As sequências de aminoácidos das proteínas recombinantes foram submetidas à 

predição de peso molecular através da ferramenta ProtParam tool 

(http://web.expasy.org/protparam/), do Swiss Institute of Bioinformatics, e foram obtidos 

os seguintes pesos moleculares esperados para as proteínas: M9 (13kDa), M12 (22kDa), 

M13 (14kDa), M14 (13kDa), M18 (36kDa), M19 (23kDa) e M20 (21kDa). As MASPs 

expressas apresentaram pesos moleculares discordantes com os resultados obtidos através 

das análises eletroforéticas em SDS-PAGE. Portanto, o DNA plasmidial contendo os 

genes que codificam para as proteínas de MASP clonados no vetor pET-28a-TEV foram 

sequenciados e as identidades genéticas novamente confirmadas. Outras proteínas de 

MASP expressas em nosso laboratório também apresentam padrão anômalo de migração 

em gel de poliacrilamida (dados não mostrados).  
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Figura 15: SDS-PAGE das expressões heterólogas das proteínas recombinantes. Acima de 
cada gel estão evidenciados os códigos referentes às proteínas recombinantes de T. cruzi. Os 
retângulos vermelhos apontam as bandas de expressão para todas as proteínas recombinantes 
obtidas. 0h = canaleta contendo o lisado bacteriano antes da adição do IPTG (indutor da 
expressão). 3h = Canaleta contendo o lisado bacteriano após 3 horas da indução do IPTG. kDa = 
kilo Daltons. 

6.1.3. Purificação das proteínas recombinantes de MASP 

Após os testes de solubilidade (dados não mostrados) indicarem que as todas as 

proteínas recombinantes M9(blue), M12(blue), M13(blue), M14(blue), M18(blue), 

M19(black) e M20(black) se encontravam na fração solúvel do extrato de bactérias. Esta 

fração contendo cada proteína recombinante foi submetida à purificação por 

cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP (GE Healthcare) no aparelho ÄKTA 

Prime Plus (GE Healthcare), conforme descrito no item 4.11 de materiais e métodos 

(Figura 16). 

 

Figura 16: Frações das purificações por cromatografia de afinidade das proteínas 
recombinantes de MASP. Acima de cada canaleta está evidenciado o código da proteína 
recombinante purificada aplicada: M9 (blue), M12 (blue), M13 (blue), M14 (blue), M18 (blue), 
M19 (black) e M20 (black). Em cada canaleta foi aplicado 5µg da proteína recombinante 
purificada. kDa = kiloDaltons. 
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6.1.4. Avaliação da reatividade das proteínas MASP com soros de animais 
infectados com T. cruzi 

Para avaliar a antigenicidade das proteínas MASP geradas neste capítulo do 

trabalho, ensaios de ELISA foram realizados com soros de camundongos infectados com 

parasitos do clone CL Brener de T. cruzi. No primeiro teste, foram utilizadas as proteínas 

recombinantes de MASP M9, M12, M13, M18, M19 e M20, o pool de soros de animais 

infectados coletados na fase aguda: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias após a infecção (dpi), e o 

pool de soros de animais não infectados, como controle negativo. 

 

 

Figura 17: Avaliação da reatividade de proteínas MASP com soros de fase aguda de animais 
infectados por T. cruzi. As proteínas recombinantes de MASP M9(blue), M12(blue), M13(blue), 
M18(blue), M19(black) e M20(black) foram imobilizadas em placas de ELISA e incubadas com 
pool de soros de camundongos (1:100) coletados ao longo da fase aguda (5dpi, 10dpi, 15dpi, 
20dpi, 25dpi e 30 dpi) da infecção por T. cruzi. O anticorpo secundário utilizado foi anti-IgM de 
camundongo conjugado com peroxidase (1:5000). No eixo das ordenadas estão representadas as 
absorbâncias em 490nm normalizadas pela diferença entre o valor mensurado nos poços 
incubados com pool de soros de animais infectados dos que foram incubados com o controle 
negativo, pool de soros de animais não infectados (1:100). Cada ponto corresponde à média de 
triplicata. 

Os resultados demonstraram que o reconhecimento das MASP M12, M13, M18 e 

M19 se deu a partir do soro de 10 dias após a infecção, enquanto que com as proteínas 

M9 e M20 apenas com 15 dias após a infecção. No entanto, para todas as proteínas de 

MASP testadas, o pico de reconhecimento ocorreu com o soro de 20dpi, com posterior 

redução de reatividade (Figura 17).  

No segundo teste, avaliamos o reconhecimento das proteínas MASP M2 e M18 

com soros individuais dos animais infectados coletados ao longo da fase aguda: 5, 10, 15, 

20, 25 e 30 dias após a infecção (dpi). Como também, soros individuais de camundongos 

infectados com o clone CL Brener de T. cruzi coletados na fase crônica quatro meses após 
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a infecção. Como controle foi utilizado soros de camundongos não infectados, para ambos 

os testes, e o antígeno bruto de formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi, 

para o ensaio com os soros de animais de fase crônica. 

 

Figura 18: Avaliação da reatividade de proteínas MASP com soros de animais infectados 
pelo T. cruzi. As proteínas recombinantes de MASP M2(blue) e M18(blue) e o antígeno bruto 
(AB), de formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi, foram imobilizadas no fundo de 
placas de ELISA. Na parte superior, estão os gráficos do ensaio de M2 e M18 com soros 
individuais de camundongos (1:100) coletados ao longo da fase aguda da infecção pelo T. cruzi, 
e soros de animais não infectados (1:100), como controle negativo (CN). O anticorpo secundário 
utilizado foi anti-IgM de camundongo conjugado com peroxidase (1:5000). Na parte inferior, 
estão os gráficos do ensaio com AB, M2 e M18 e soros individuais de camundongos (1:100) 
coletados na fase crônica da infecção pelo T. cruzi e soros de animais não infectados (1:100). O 
anticorpo secundário utilizado neste ensaio foi anti-IgG de camundongo conjugado com 
peroxidase (1:5000). No eixo das ordenadas estão representadas as absorbâncias em 490nm. Cada 
ponto corresponde à média de triplicata. Os valores de cutoff foram determinados como a média 
acrescida de três desvios padrões dos soros de animais não infectados. 
 

O resultado demonstrou que a reatividade de M2 e M18 com o soro de fase crônica 

de animais infectados pelo T. cruzi foi inferior ao visto com os soros de fase aguda (Figura 

18).  

 
6.1.5. Obtenção dos soros de camundongos BALB/c imunizados com as 

proteínas recombinantes de MASP 

Camundongos BALB/c, em um número de 5 animais por grupo, foram 

imunizados com as proteínas recombinantes M9(blue), M12(blue), M13(blue), 
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M14(blue), M18(blue), M19(black) e M20(black) purificadas. Os soros desses animais 

foram coletados após 45 dias da primeira imunização. A reatividade dos soros foi 

verificada através de ensaios de ELISA utilizando cada uma das proteínas recombinantes 

como antígeno, tendo sido observado altos níveis de IgG nos animais imunizados. Todos 

os soros de animais imunizados apresentaram reatividade acima dos valores de cutoff 

determinados como a média acrescida de três desvios padrões dos soros de animais não 

imunizados (dados não mostrados).  

 
6.1.6. Citometria de fluxo das formas tripomastigotas de T. cruzi utilizando 

anticorpos policlonais anti-MASP 

Os anticorpos policlonais obtidos contra as proteínas recombinantes de MASP 

(M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M9, M12, M13, M18, M19 e M20) foram utilizados 

para quantificar o percentual de parasitos de CL Brener de T. cruzi expressando as 

proteínas MASPs correspondentes. Para tanto, tripomastigotas não permeabilizadas 

foram marcadas com anticorpos policlonais anti-MASP, seguido de marcação com 

anticorpo secundário conjugado a Alexa Fluor 488 (Life Technologies), e as análises 

feitas por citometria de fluxo. Como pode ser observado na Figura 19, a porcentagem de 

marcação dos tripomastigotas com os diferentes anticorpos é variada. Além disso, é 

possível observar que não há uma separação evidente de uma população negativa para 

uma população positiva, e isto ocorre provavelmente devido ao compartilhamento de 

epítopos que existe entre diversos membros de MASP, que leva o anticorpo a reconhecer 

diferente proteínas MASP com intensidades variáveis. Os anticorpos que apresentaram 

maior percentual de marcação na população foram o anti-M2 com 77% de marcação, anti-

M5 com 61% e o anti-M18 com 43% de parasitos marcados. Já os anticorpos anti-M1, 

anti-M3, anti-M4, anti-M6 e anti-M12, marcaram entre 10 a 30% dos tripomastigotas na 

população; e os anticorpos anti-M7, antiM9, anti-M13, anti-M19 e anti-M20, 

apresentaram um percentual de marcação inferior a 10%. Estes resultados demonstraram 

que não são todos os parasitos da população que são reconhecidos por cada anticorpo 

policlonal usado, indicando que a expressão das diferentes MASPs é limitada a um 

número restrito de tripomastigotas da população.  
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Figura 19: Percentual de tripomastigotas marcadas com anticorpos policlonais anti-MASP. 
Tripomastigotas não permeabilizadas do clone CL Brener de T. cruzi foram incubadas com o 
anticorpo policlonal contra as proteínas M1(black), M2(blue), M3 (dark green), M4(magenta), 
M5(red), M6(orange 1), M7(orange 2), M9(blue), M12(blue), M13(blue), M18(blue), M19(black) 
e M20(black) (diluição 1:1000) e com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado 
com Alexa Fluor 488 (diluição 1:1000). As análises foram realizadas por citometria de fluxo. No 
histograma em vermelho está representada a população incubada com o controle negativo (soro 
de animais não imunizados), e em azul está representada a população de parasitos incubados com 
anticorpos policlonais anti-MASP.O percentual de células marcadas com cada anticorpo e o 
cutoff, que foi delimitado a partir do ponto em que a população de tripomastigotas incubadas com 
o soro de animais não imunizados ( controle negativo) não apresentou marcação, estão indicados 
em cada gráfico. Na figura também está representada a população de tripomastigotas.  
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6.1.7.  Imunofluorescência (IFA) das formas tripomastigotas de T. cruzi 
utilizando anticorpos policlonais anti-MASP 

Para observar o padrão de marcação dos parasitos de CL Brener de T. cruzi com 

os anticorpos anti-MASP, tripomastigotas não permeabilizadas foram analisadas por 

imunofluorescência utilizando anticorpos policlonais anti-M2 e anti-M18. Estes 

anticorpos foram escolhidos por estarem entre os que marcaram um maior percentual de 

parasitos nos ensaios de citometria de fluxo. O resultado demonstrou mais uma vez que 

não foram todos os parasitos da população que reagiram com os anticorpos policlonais 

contra essas proteínas, novamente indicando que a expressão das MASP M2(blue) e 

M18(blue) é limitada a um subgrupo de parasitos da população, como foi observado nos 

experimentos de citometria de fluxo. Além disso, pode-se observar que as tripomastigotas 

que expressavam as proteínas M2(blue) e M18(blue) foram marcadas na superfície 

celular do parasito em forma de pontos e não homogeneamente (Figura 20). 
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Figura 20: Localização celular das proteínas MASP M2 e M18 na superfície de T. cruzi. 
Formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi não permeabilizadas e fixadas com 2% 
de paraformaldeído em PBS 1X foram incubadas com anticorpo policlonal contra as proteínas 
M2(blue) e M18(blue) (diluição 1:500) e com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 
conjugado com Alexa Fluor 488 (diluição 1:1000). As células também foram coradas com DAPI, 
marcando o DNA nuclear e o DNA do cinetoplasto. 
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6.1.8.  Anticorpos monoclonais anti-MASP 

Após os estudos feitos utilizando anticorpos policlonais, decidimos partir para a 

geração de anticorpos monoclonais anti-MASP. Devido ao grande polimorfismo dos 

genes de MASP e ao compartilhamento de epítopos entre os diversos membros da família, 

os anticorpos policlonais produzidos ao longo deste trabalho apresentaram 

reconhecimento cruzado entre várias proteínas de MASP (Figura 21 e Figura 9). Assim, 

anticorpos monoclonais (mAb) anti-MASP 2, 14 e 18, selecionados pelo perfil de 

expressão e antigenicidade, foram gerados em colaboração com o laboratório do Prof. Dr. 

Miguel Navarro do Instituto de Parasitología y Biomedicina López Neyra (Granada, 

Espanha).  

 

Figura 21: Reatividade cruzada dos anticorpos policlonais anti-MASP com as proteínas 
recombinantes de MASP. As proteínas recombinantes purificadas de MASP M9 (blue), M12 
(blue), M13 (blue), M14 (blue), M18 (blue), M19 (black) e M20 (black) e o pool de cada um dos 
anticorpos policlonais anti-MASP (1:500) foram utilizados em ensaio de ELISA. O anticorpo 
secundário utilizado foi anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (1:5000). No eixo 
das ordenadas estão representadas as absorbâncias em 490nm. Cada barra corresponde à média 
de triplicata.   
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6.1.9. Immunoblot com mAb anti-MASP 

Para testar os mAbs anti-MASP gerados e mapear os peptídeos reconhecidos por 

eles, foram gerados arrays de peptídeos de MASP através da síntese química de peptídeos 

sobre uma membrana porosa de celulose, utilizando o equipamento ResPep RS (Intavis). 

Para realizar este mapeamento, peptídeos de 10 resíduos de tamanho, com sobreposição 

de 1 ou 3 aminoácidos cobrindo toda a sequência de cada proteína (M2, M14 e M18), 

foram sintetizados e cada membrana incubada com os respectivos anticorpos 

monoclonais. Os resultados demonstraram que os sobrenadantes de cultura contendo os 

mAb anti-MASP reconheciam peptídeos das proteínas de MASP contra a qual eles foram 

gerados (Figura 22). 

 

Figura 22: Mapeamento de peptídeos de MASP reconhecidos pelos respectivos mAbs. 
Ensaios de immunoblot utilizando membranas de celulose contendo os peptídeos que compõe as 
proteínas de MASP M2(blue), M14(blue) e M18(blue). As membranas foram incubadas com o 
sobrenadante de cultura contendo os mAbs anti-MASP (1:1000) correspondente à proteína para 
qual elas foram geradas. O anticorpo secundário utilizado foi anti-IgG de camundongo conjugado 
com peroxidase (1:5000). 

 

6.1.10. Imunofluorescência das formas tripomastigotas com mAbs anti-
MASP purificados 

Para avaliar a marcação dos parasitos de CL Brener de T. cruzi com os anticorpos 

monoclonais anti-MASP, formas tripomastigotas não permeabilizadas e fixadas com 

paraformaldeído 2% foram analisadas por imunofluorescência utilizando mAbs anti-M2 

e anti-M14 purificados. O resultado demonstrou, conforme a marcação com os anticorpos 

policlonais, que não foram todos os parasitos da população que reagiram com os 

monoclonais contra essas proteínas. Além disso, também pode-se observar que as 
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tripomastigotas que expressavam as proteínas M2 e M14 foram marcadas na superfície 

celular do parasito em forma de pontos e não homogeneamente (Figura 23), assim como 

também observado com a marcação com os policlonais anti-M2 e anti-M18. 

 

Figura 23: Marcação das formas tripomastigotas com mAbs anti-MASP purificados. 
Formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi, não permeabilizadas e fixadas com 2% 
de paraformaldeído em PBS 1X foram incubadas com anticorpo monoclonal purificado contra as 
proteínas M2 e M14 (diluição 1:5) e com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 
conjugado com Alexa Fluor 488 (diluição 1:500). As células também foram coradas com DAPI, 
marcando o DNA nuclear e o cinetoplasto. 

 

6.1.1. Citometria de fluxo das formas tripomastigotas com mAbs anti-MASP 
purificados e conjugados a fluoróforos 

A partir dos sobrenadantes de cultura, contendo os mAbs anti-MASP, foram 

purificadas IgG contra às proteínas de MASP para as quais os anticorpos foram gerados. 

Os mAbs purificados anti-M2 e anti-M14 foram marcados com Alexa Fluor 488 e o mAb 

anti-M18 foi marcado com Alexa Fluor 647. Para avaliar a marcação destes anticorpos 

monoclonais, tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi foram incubadas com mAb 
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anti-MASP e as análises feitas por citometria de fluxo. Como pode ser observado na 

Figura 24, todos os mAbs conjugados marcaram uma parte da população de 

tripomastigotas, no entanto a porcentagem de marcação dos diferentes anticorpos foi 

variada. O mAb anti-M2 AF488 marcou 52% da população, o anti-M14 AF488 62%, 

enquanto o anti-M18 AF 647 marcou 36% da população de parasitos. 

 

Figura 24: Marcação das formas tripomastigotas com mAbs anti-MASP purificados e 
conjugados a diferentes fluoróforos. Formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi 
foram incubadas com anticorpos monoclonais purificados conjugados a AF488 (diluição 1:100) 
contra as proteínas M2 e M14 e com anticorpo monoclonal purificado conjugado a AF647 (1:100) 
contra a proteína M18. As análises foram realizadas por citometria de fluxo, no histograma em 
vermelho está representada a população incubada com RPMI2%SFB, como controle negativo, e 
em azul está representada a população de parasitos incubados com mAb anti-MASP. O percentual 
de células marcadas com cada anticorpo e o cutoff, que foi delimitado a partir do ponto em que a 
população de tripomastigotas incubadas com apenas meio RPMI2%SFB (controle negativo) não 
apresentou marcação, estão indicados em cada gráfico.  

 

6.1.11. Enriquecimento de uma população de tripomastigotas reconhecidas 
pelos mAbs anti-MASP  

Para investigar o possível papel de MASP na infectividade de T. cruzi, uma 

população enriquecida de parasitos reconhecida pelos respectivos anticorpos 

monoclonais foi utilizada em infecções experimentais em modelo murino. Para obter a 

população enriquecida de parasitos expressando MASP2 e MASP14, tripomastigotas do 

clone CL Brener foram incubadas com os mAbs anti-M2 e anti-M14 conjugados a Alexa 

Fluor 488 e submetidas a um sorting celular utilizando citômetro de fluxo FACS Aria 

(BD Biosciences). Os resultados obtidos demonstraram que após o sorting utilizando o 

mAb anti-M2 AF488, foi possível obter uma população com 64% de parasitos marcados, 

havendo um enriquecimento de 43% da população expressando a MASP M2. No 

enriquecimento usando o mAb anti-M14 AF488, houve um enriquecimento de 65%, com 

uma população final de 91% de tripomastigotas marcadas. Estas populações de parasitos 
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enriquecidas foram posteriormente utilizadas na infecção experimental de camundongos 

(Figura 25). 

 

Figura 25: Enriquecimento de uma população de tripomastigotas utilizando mAbs anti-
MASP AF488. Formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi foram incubadas com 
anticorpos monoclonais purificados e conjugados a Alexa Fluor 488 (diluição 1:100) contra as 
proteínas M2 e M14. O sorting de células marcadas com cada um dos anticorpos foi feito por 
citometria de fluxo. No histograma em vermelho está representada a população incubada com 
RPMI2%SFB, como controle negativo, e em azul a população de parasitos incubados com mAb 
anti-MASP. À esquerda estão os gráficos representando a população pré-sorting. E à direita a 
população pós-sorting. O percentual de células marcadas com cada anticorpo e o cutoff, que foi 
delimitado a partir do ponto em que a população de tripomastigotas incubadas com apenas meio 
RPMI2%SFB (controle negativo) não apresentou marcação, estão indicados em cada gráfico. 
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6.1.12. Avaliação do papel de proteínas MASP na infectividade de T. cruzi 
através de ensaios de infecção in vivo  

O objetivo deste experimento foi avaliar o impacto da infecção in vivo de 

camundongos C57BL/6 com tripomastigotas enriquecidos expressando as proteínas 

MASP M2 e M14, quando comparado à infecção com tripomastigotas não enriquecidos.  

No primeiro ensaio foram infectados dois grupos de animais com duas populações 

distintas de tripomastigotas: (i) derivada de cultura WT (wild type) e (ii) enriquecida a 

partir do sorting utilizando mAb anti-M2 AF488.  

 

Figura 26: Curva de parasitemia e sobrevivência de camundongos infectados com uma 
população de parasitos de T. cruzi enriquecida para expressão de M2. Os animais foram 
infectados com 500 formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi. Na parte superior da 
figura, estão as curvas de parasitemia do grupo infectado com parasitos de uma população WT e 
do grupo infectado com parasitos de uma população enriquecida para expressão da proteína 
MASP M2, utilizando mAb anti-M2 AF488 (M2). Na parte inferior está o gráfico com a 
representação da taxa de sobrevivência dos dois grupos (WT e M2). 

Os resultados das curvas de parasitemia apresentaram um perfil bastante distinto 

entre o grupo WT e o grupo M2 ao longo da infecção. No grupo M2, os picos de 

parasitemia oscilaram mais ao longo do tempo do que no grupo WT que, como esperado 

na infecção por CL Brener, apresentou um pequeno pico por volta do 13º dia e depois um 

pico maior a partir do 23º dia que levou à morte dos animais (Figura 26). Esta oscilação 

da parasitemia, que ocorreu no grupo M2, precisa ser melhor investigada, mas os 

resultados deste experimento sugerem que a infecção de camundongos com uma 
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população de tripomastigotas de T. cruzi mais homogênea (M2) para expressão de um 

membro específico de MASP gera um controle da infecção diferente por parte do 

hospedeiro, daquele gerado pela infecção de uma população mais heterogênea (WT).  

Um segundo ensaio semelhante ao anterior foi realizado, porém neste foi utilizado 

o mAb anti-M14 AF488 para o enriquecimento da população de tripomastigotas de T. 

cruzi. Diferentemente do outro ensaio, neste, três grupos de animais foram infectados com 

três populações distintas de tripomastigotas: (i) derivada de cultura WT (wild type); (ii) 

enriquecida utilizando mAb anti-M14 AF488 a partir do sorting; e (iii) população não 

selecionada no sorting FT (flow through).  

 

Figura 27: Curva de parasitemia e sobrevivência de camundongos infectados com uma 
população de parasitos de T. cruzi enriquecida para expressão de M14. Os animais foram 
infectados com 500 formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi. Na parte superior da 
figura, estão as curvas de parasitemia do grupo infectado com parasitos de uma população WT e 
do grupo infectado com parasitos de uma população não selecionada no sorting FT. Na parte 
inferior, estão os gráficos da curva de parasitemia do grupo infectado com uma população 
enriquecida para expressão da proteína MASP M14 utilizando mAb anti-M14 AF488. E o gráfico 
com a representação da taxa de sobrevivência dos três grupos (WT, FT e M14). 

Neste experimento, os resultados das curvas de parasitemia entre os grupos 

controles, WT e FT, apresentaram um perfil bastante semelhante ao longo da infecção. 

Nestes grupos ocorreu um pequeno pico por volta do 11º dia e depois um pico maior a 

partir do 15º dia que levou à morte dos animais. Já no grupo M14, os animais 
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apresentaram uma parasitemia menor que os grupos controles, não ocorreu um pico inicial 

evidente por volta do 11º dia e ainda houve um atraso no aumento da parasitemia, que se 

iniciou apenas com 19 dias após a infecção, levando à morte dos animais (Figura 27). 

Esta diferença entre a parasitemia dos grupos, WT e FT, e do grupo M14, indica um 

controle melhor da infecção pelo hospedeiro quando esta é feita com uma população de 

tripomastigotas de T. cruzi mais homogênea para expressão da proteína de MASP M14.  
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7. CAPÍTULO 03: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Investigação do papel da família multigênica MASP na invasão de célula 

hospedeira por T. cruzi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uma das hipóteses formuladas pelo nosso grupo é que MASP possa participar de 

mecanismos associados à capacidade de T. cruzi infectar e/ou sobreviver em vários tipos 

de células hospedeiras. Essa hipótese é baseada no grande repertório de diferentes 

peptídeos derivados da família MASP, e ao fato de que as proteínas MASPs se encontram 

na superfície celular das formas tripomastigotas infectantes de T. cruzi. Neste sentido, 

para começar elucidar esta questão, decidimos investigar se membros da família MASP 

estariam envolvidos em mecanismos de invasão de células hospedeiras.  
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7.1. Resultados 

7.1.1. Capacidade de ligação das proteínas recombinantes MASP a 
mioblasto 

Para iniciar a investigação sobre a participação de MASP na invasão de células 

hospedeiras de T. cruzi, avaliamos a capacidade de proteínas MASP recombinantes se 

ligarem à superfície das células L6, mioblasto de rato. As células L6, imobilizadas no 

fundo de placas de cultura de 96 poços, foram incubadas com 20μg/mL de cada proteína 

MASP recombinante: M1(Black), M2(Blue), M3 (dark green), M4(Magenta), M5(Red), 

M6(Orange-1), M7(Orange-2), M9(Blue), M12(Blue), M13(Blue), M14(Blue), 

M18(Blue), M19(Black) e M20(Black). A ligação foi detectada usando anticorpos 

policlonais contra MASP gerados em camundongos e anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo conjugado com peroxidase. Como controle, as células L6 foram incubadas 

com meio RPMI 2% SFB, seguido da incubação com os anticorpos policlonais para cada 

MASP recombinante. O valor de OD490nm do resultado foi normalizado através da 

diferença entre o valor mensurado nos poços em que as células L6 foram incubadas com 

as proteínas recombinantes de MASP e o valor dos respectivos poços controles. (Figura 

28). 

 

Figura 28: Ligação de proteínas MASP recombinantes às células L6. As proteínas MASP 
recombinantes purificadas M1(Black), M2(Blue), M3 (Dark green), M4(Magenta), M5(Red), 
M6(Orange-1), M7(Orange-2), M9(Blue), M12(Blue), M13(Blue), M14(Blue), M18(Blue), 
M19(Black) e M20(Black) foram utilizadas em um ensaio de ligação com células L6 e a detecção 
foi feita com anticorpos policlonais contra MASP. Como controle, as células L6 foram incubadas 
com meio RPMI 2% SFB, seguido da incubação com os anticorpos policlonais para cada MASP 
recombinante. O anticorpo secundário utilizado foi anti-IgG de camundongo conjugado com 
peroxidase. No eixo das ordenadas estão representadas as absorbâncias em 490nm normalizadas 
pela diferença entre o valor mensurado nos poços em que as células L6 foram incubadas com as 
proteínas recombinantes de MASP e o valor dos respectivos poços controles. Cada ponto 
corresponde à média de triplicata.   
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As proteínas MASP recombinantes apresentam diferentes capacidades de ligação 

às células L6. As células incubadas com as MASP M1(Black) e M3(Dark green) 

apresentaram uma reatividade menor com os anticorpos policlonais anti- MASP. Já as 

células incubadas com as MASPs M2(Blue), M4(Magenta), M6(Orange-1), M9(Blue), 

M12(Blue), M13(Blue), M14(Blue), M19(Black) e M20(Black) apresentaram uma 

reatividade com os anticorpos superior às demais proteínas. Enquanto, as proteínas 

M5(Red), M7 (Orange-2) e M18(Blue) de MASP apresentaram níveis intermediários de 

ligação com as células L6. 

7.1.2. Análise da taxa de invasão de tripomastigotas após o tratamento com 
as proteínas da família MASP 

A partir do resultado do ensaio de ligação das proteínas MASP às células L6, 

decidimos investigar o possível envolvimento das MASP na infecção celular por T. cruzi. 

Para os ensaios de invasão, células L6 foram cultivadas sobre lamínulas de vidro em placa 

de cultura por 24 horas. Após esse período, as monocamadas de célula L6 foram 

incubadas com um pool de proteínas recombinantes purificadas de MASP. As proteínas 

MASP foram divididas em 3 grupos de acordo com a intensidade da ligação às células L6 

(Figura 28). O pool 1 foi composto pelas proteínas: M2, M12, M14 e M20; o pool 2 pelas 

proteínas: M4, M9, M13 e M19; e o pool 3 das MASP: M1, M5, M7 e M18. Cada proteína 

foi adicionada ao pool na concentração de 20μg/mL, diluídas em meio RPMI 

suplementado com 2% de soro fetal bovino. Como controle, células L6 foram incubadas 

apenas com meio RPMI 2% SFB. Após o tratamento ou não com as proteínas, as células 

L6 foram expostas às formas tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi (MOI de 

40), lavadas, fixadas e processadas para imunofluorescência como descrito na 

metodologia.  
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Figura 29: Ensaio de invasão com parasitos do clone CL Brener de T. cruzi após o 
tratamento com proteínas MASP recombinantes. Células L6 foram tratadas com pool de 
proteínas recombinantes de MASP (20µg/mL de cada) por 1h antes da infecção com formas 
tripomastigotas (MOI 40). Para a marcação de parasitos extracelulares, as células foram incubadas 
com soro de camundongo infectado por T. cruzi e anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa 
Fluor 488. As células também foram coradas com DAPI para marcação de material genético do 
parasito e do hospedeiro. A taxa de infecção se deu pela contagem de células infectadas por 
parasitos corados com DAPI não marcados com Alexa Fluor 488. NT= a células não tratadas; 
P1= células tratadas com o pool 1 (M2, M12, M14 e M20); P2= células tratadas com pool 2 (M4, 
M9, M13 e M19); e P3= células tratadas com pool 3 (M1, M5, M7 e M18). (Cada ponto 
corresponde à média de triplicata. p < 0,05, ANOVA seguido de teste Tukey). 

Os resultados revelaram que o tratamento com as proteínas MASP reduziu a taxa 

de infecção por T. cruzi. A incubação com pool 2 (M4, M9, M13 e M19) apresentou a 

maior redução da infecção pelo parasito, reduzindo 62% o número de células infectadas 

em comparação ao grupo controle. O tratamento com o pool 3 (M1, M5, M7 e M18) e 

pool 1 (M2, M12 e M20) reduziram a infecção em 49% e 34%, respectivamente, em 

relação ao grupo controle (Figura 29). 

Como o resultado dos ensaios de invasão pelo T. cruzi em células L6 tratadas com 

o pool de proteínas recombinantes de MASP demonstrou a influência destas proteínas na 

infecção pelo parasito, decidimos testar a atuação das MASPs individualmente. Para 

tanto, selecionamos as proteínas do pool 2, que após serem incubadas com as células L6 

reduziram em maior número a internalização das tripomastigotas. Inicialmente, foram 

testadas a influência das proteínas M4, M9 e M13 em duas concentrações diferentes, 

20μg/mL e 40μg/mL, diluídas em meio RPMI suplementado com 2% de soro fetal 

bovino.  
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Figura 30: Ensaio de invasão com parasitos do clone CL Brener de T. cruzi após o 
tratamento com a proteínas MASP recombinantes. Células L6 foram tratadas com proteínas 
recombinantes de MASP (20 ou 40µg/mL) por 1h antes da infecção com formas tripomastigotas 
(MOI 40). Para a marcação de parasitos extracelulares, as células foram incubadas com soro de 
camundongo infectado por T. cruzi e anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. 
As células também foram coradas com DAPI para marcação de material genético do parasito e 
hospedeiro. A taxa de infecção se deu pela contagem de células infectadas por parasitos corados 
com DAPI não marcados com Alexa Fluor 488. NT= a células não tratadas; M(20)= células 
tratadas com 20µg/mL das proteínas recombinante M4, M9 ou M13; e M(40)= células tratadas 
com 40µg/mL das proteínas M4, M9 ou M13. (Cada ponto corresponde à média de triplicata. p < 
0,05, ANOVA seguido de teste Tukey). 

Foi possível perceber que o tratamento com a proteína M13 foi capaz de reduzir a 

invasão de células L6 pelo T. cruzi em 57% em relação ao grupo controle, quando 

utilizado 20μg/mL, e em 67% com o tratamento de 40μg/mL de proteína. Enquanto, o 

tratamento com as proteínas M4 e M9 de MASP, nas concentrações de 20μg/mL ou 

40μg/mL, não apresentou uma redução significativa da invasão de células L6 pelo T. cruzi 

(Figura 30). Em seguida, foi avaliado se o pré-tratamento das células L6 com as proteínas 

M2, M18 e M19 afetaria a taxa de invasão células. Neste experimento, utilizou-se 

20μg/mL das proteínas e observou-se que a taxa de infecção do parasito foi reduzida em 

63% após o tratamento com a M2, 49% com a M18 e 84% com a proteína M19, quando 

comparados ao controle. (Figura 31).  
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Figura 31: Ensaio de invasão com parasitos do clone CL Brener de T. cruzi após o 
tratamento com as proteínas MASP recombinantes. Células L6 foram tratadas com proteínas 
recombinantes de MASP (20µg/mL) por 1h antes da infecção com formas tripomastigotas (MOI 
40). Para a marcação de parasitos extracelulares, as células foram incubadas com soro de 
camundongo infectado por T. cruzi e anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. 
As células também foram coradas com DAPI para marcação de material genético do parasito e 
hospedeiro. A taxa de infecção se deu pela contagem de células infectadas por parasitos corados 
com DAPI não marcados com Alexa Fluor 488. NT= a células não tratadas e M2, M18 e M19= 
células tratadas com 20µg/mL da proteína recombinante de MASP. (Cada ponto corresponde à 
média de triplicata. p < 0,05, ANOVA seguido de teste Tukey). 

Um outro ensaio de invasão também foi realizado, semelhante aos anteriores, com 

a diferença que o tratamento das células L6 com as proteínas recombinantes de MASP 

foi simultâneo à infecção com as tripomastigotas do clone CL Brener de T. cruzi (MOI 

de 40). O objetivo do ensaio foi avaliar se a presença das proteínas junto com os parasitos 

já seria suficiente para influenciar na infecção da célula hospedeira pelo T. cruzi. Neste 

ensaio as células hospedeiras foram tratadas com as proteínas MASP M2, M13, M18 e 

M19 na concentração de 20μg/mL. 

 



 

76 
 

Figura 32: Ensaio de invasão com parasitos do clone CL Brener de T. cruzi simultâneo ao 
tratamento com as proteínas de MASP recombinantes. Células L6 foram tratadas com 
proteínas recombinantes de MASP (20µg/mL) simultaneamente à infecção com formas 
tripomastigotas (MOI 40). Para a marcação de parasitos extracelulares, as células foram incubadas 
com soro de camundongo infectado por T. cruzi e anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa 
Fluor 488. As células também foram coradas com DAPI para marcação de material genético do 
parasito e do hospedeiro. A taxa de infecção se deu pela contagem de células infectadas por 
parasitos corados com DAPI não marcados com Alexa Fluor 488. NT= células não tratadas e M2, 
M13, M18 e M19= células tratadas com 20µg/mL de cada proteína recombinante de MASP. 
(Cada ponto corresponde à média de triplicata. p < 0,05, ANOVA seguido de teste Tukey). 

Os resultados demonstraram que o tratamento simultâneo das células L6 com as 

proteínas de MASP não afetou a infecção das células hospedeira pelo parasito T. cruzi, 

para nenhum dos tratamentos (Figura 32). O que sugere que o tratamento simultâneo das 

células com as proteínas MASP e a incubação com os parasitos não é o suficiente para 

inibir a infecção. Isto, provavelmente, se deve ao fato de que com o tratamento prévio das 

células por uma hora antes da infecção, as proteínas recombinantes de MASP se ligam 

aos locais em que o parasito pode se utilizar para realizar a invasão das células L6.  

Em conjunto estes dados sugerem que membros da família MASP influenciam na 

invasão de células hospedeiras pelo T. cruzi. Outros experimentos são, entretanto, 

necessários para confirmar estes resultados, como avaliar se o tratamento prévio dos 

parasitos com os anticorpos anti-MASP, também afeta a taxa de infecção das células 

hospedeiras pelo T. cruzi. Além disto, seria interessante investigar por quais mecanismos 

MASP participaria da infecção de células hospedeiras, como capacidade de sinalização 

de cálcio e recrutamento de lisossomos no sítio da infecção, e se MASP influencia a 

dinâmica do ciclo intracelular, como o tempo de associação do parasito com os 

fagolisossomos. 

Seria ainda interessante investigar se estes membros de MASP afetam a taxa de 

invasão em outras linhagens de células hospedeiras.  
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8. DISCUSSÃO 

A família MASP de proteínas de superfície de Trypanosoma cruzi foi descoberta 

apenas após o sequenciamento do genoma do clone CL Brener (Najib M El-Sayed et al. 

2005). Apesar disto, esta família aparenta ser bastante importante para a biologia do 

parasito, uma vez que o genoma de CL Brener possui, aproximadamente, 1400 genes de 

MASP, representando mais de 6% do seu genoma diploide (Najib M El-Sayed et al. 

2005). Vários estudos tem contribuído para a caracterização de MASP desde sua 

descoberta, porém a função desta família de proteínas ainda permanece indeterminada 

(Bartholomeu et al. 2009; Díaz Lozano et al. 2017; Durante et al. 2017; De Pablos et al. 

2011, 2016; dos Santos et al. 2012). MASP é a família proteica mais polimórfica de T. 

cruzi (Freitas 2011) e seus membros são preferencialmente expressos na superfície das 

formas tripomastigotas infectantes do parasito (Bartholomeu et al. 2009). Estas 

características sugerem um possível envolvimento dos membros de MASP em 

mecanismos de interações parasito-hospedeiro. Neste sentido, a hipótese formulada pelo 

nosso grupo é que MASP possa contribuir para a capacidade de T. cruzi invadir e/ou 

estabelecer infecção produtiva em vários tipos de células hospedeiras e/ou participar de 

mecanismos de evasão imune do hospedeiro. 

Evasão do sistema imune 

Para poder compreender melhor como se dá o reconhecimento das proteínas 

MASP pelo sistema imune do hospedeiro, o primeiro passo foi a seleção racional de 

membros para avaliação de reatividade. Para tanto, foi feita uma divisão da família em 

subgrupos através de similaridade das sequências proteicas, a fim de facilitar a 

identificação de membros representativos de sua variabilidade. Foram identificados 7 

subgrupos dentro da família MASP, denominados M1 a M7.  

A partir de todo proteoma predito de T. cruzi CL Brener, foi realizada a predição 

de epítopos de células B utilizando a ferramenta IMMUNORANK desenvolvida pelo 

nosso grupo (Lobo et al., em preparação), com objetivo de ranquear as proteínas com 

maior potencial antigênico. Os resultados mostraram que proteínas MASP se encontram 

no topo do ranking de predição de antigenicidade do proteoma de CL Brener, 

correspondendo a 9 de 10 proteínas do top 10 dos antígenos preditos, 94% do top 100, e 

mais da metade (64,8%) quando considerado o top 1000. Esta análise também foi feita 

entre os subgrupos de MASP, que revelou que entre as proteínas mais antigênicas do top 
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10, a maioria pertence ao subgrupo preto, e que a partir do top 100, as proteínas de MASP 

mais antigênicas pertencem ao subgrupo azul.  

Em seguida, com o objetivo de avaliar o perfil antigênico da família MASP a partir 

de sua diversidade, um membro representativo mais próximo ao centro de cada subgrupo 

foi selecionado para ser expresso de maneira heteróloga em bactérias e, após purificação, 

ser utilizado para avaliação de antigenicidade. Os membros selecionados, as proteínas de 

MASP M1 (Black), M2 (Blue), M3 (Dark Green), M4 (Magenta), M5 (Red), M6 (Orange 

1) e M7 (Orange 2), pertencem ao top 1000 do ranking de antígenos preditos, sendo que 

as proteínas melhor classificadas foram M2, M5 e M1 (Tabela 2). 

Após estas avaliações in silico, que foram importantes para delimitar os melhores 

alvos a serem utilizados nos estudos funcionais, decidimos padronizar uma metodologia 

baseada em citometria de fluxo para as análises de antigenicidade da família MASP. Esta 

técnica consiste no acoplamento de proteínas recombinantes a diferentes microesferas 

fluorescentes, que apresenta vantagens sobre outros ensaios sorológicos, como os testes 

de ELISA. Isto porque utilizando esta metodologia de beads acopladas às proteínas é 

possível realizar ensaios multiplex, que permitem análises simultâneas de diferentes 

antígenos, além de ser uma técnica baseada em citometria de fluxo, que devido à sua 

velocidade, precisão e reprodutibilidade, representa um importante avanço para as 

avaliações sorológicas (Silva et al. 2019; Xavier et al. 2018).  

Esta técnica tem sido amplamente utilizada com as mais diversas finalidades. Na 

literatura é possível encontrar relatos de sua aplicação no aprimoramento e 

desenvolvimento do diagnóstico sorológico de doenças infecciosas, incluindo a 

identificação de coinfecções (Andrade et al. 2014; Ghule et al. 2019; Karanikola et al. 

2015; de Leeuw et al. 2019; Silva et al. 2019), no aperfeiçoamento de screening de bancos 

de sangue (Xavier et al. 2018), na detecção de biomarcadores no soro (Song et al. 2019), 

bem como na dosagem de citocinas e quimiocinas (Id et al. 2019; Kashem et al. 2019; 

Linardi et al. 2019).  

No nosso estudo, a metodologia foi padronizada para melhor avaliar o perfil de 

antigenicidade da família MASP de proteínas, utilizando para isto as proteínas 

recombinantes M1 a M7 e os anticorpos policlonais gerados contra cada uma delas. Após 

a confirmação do acoplamento (Figura 7) e padronização dos ensaios uniplex e multiplex 

(Figura 8), a técnica foi utilizada com soros de camundongos infectados com o clone CL 

Brener coletados ao longo da fase aguda. Os resultados confirmaram a alta sensibilidade 



 

79 
 

do método, uma vez que foi possível diferenciar os soros dos animais não infectados, 

daqueles infectados com apenas 5 dias de infecção para todas as proteínas de MASP 

utilizadas, tanto no ensaio uniplex quanto no multiplex (Figura 10). Além disso, nos 

ensaios multiplex foi possível comparar a reatividade de cada uma das proteínas M1 a 

M7 com a mesma amostra de soro de forma simultânea. Os dados obtidos demonstraram 

que as proteínas M1 e M2 são mais antigênicas que as demais testadas, porém todas as 

MASP avaliadas foram reconhecidas pelos soros agudos dos camundongos infectados. 

Outra observação feita a partir deste ensaio foi a variação no reconhecimento das 

proteínas MASP ao longo da fase aguda, em que há um aumento na reatividade com os 

soros dos dias que antecedem ao pico de parasitemia do animal, na fase em que os 

parasitos estão se multiplicando, aumentando assim a exposição das proteínas MASP ao 

sistema imune do hospedeiro (Figura 11). 

 É necessário agora tentar entender melhor se as diferenças de antigenicidade entre 

as proteínas de MASP estariam relacionadas a uma estratégia de sobrevivência do 

parasito, em que os indivíduos que expressam os membros de MASP mais antigênicos 

seriam eliminados pelo sistema imune do hospedeiro, e os parasitos que expressam 

variantes diferentes sobreviveriam em detrimento daqueles. Uma de nossas hipóteses é 

que a co-expressão de vários membros polimórficos de MASP na população de parasitos 

poderia levar ao desenvolvimento de uma resposta imune espúria com produção de 

anticorpos não neutralizantes, retardando assim a produção de anticorpos de alta 

afinidade, facilitando a sobrevivência do parasito. Este mecanismo de evasão do sistema 

imune já foi proposto para a família das trans-sialidases (TS). Muitos dos genes de TS 

parecem ser expressos simultaneamente, sobrecarregando o sistema imunológico com 

uma extensa e complexa rede de antígenos. A imunodominância das proteínas TS foca a 

resposta de células T CD8 + em um conjunto de epítopos variáveis, que também não são 

normalmente apresentados até o final do processo de infecção da célula hospedeira pelo 

T. cruzi (Tarleton 2015). Além disto, também foi demonstrado que estes antígenos de TS 

são formados por epítopos de células B que apresentam reações cruzadas entre si e 

interagem com as repetições imunodominantes de SAPA, um componente altamente 

imunogênico da enzima TS, retardando a neutralização desta proteína (Pitcovsky et al. 

2002).  
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Com o estudo do transcriptoma do clone CL Brener de T. cruzi, foi possível avaliar 

o nível de expressão de membros da família MASP em diferentes fases do ciclo de vida 

do parasito (Belew et al. 2017). Como já tinha sido observado em trabalhos anteriores 

(Bartholomeu et al. 2009), este estudo mostrou que há uma maior expressão de genes de 

MASP na forma tripomastigota extracelular do parasito (Figura 12). A análise feita sobre 

o nível de expressão das proteínas de MASP nesta biblioteca demonstrou que a maioria 

dos membros mais expressos pertencem ao subgrupo azul (Figura 13). Interessantemente, 

membros deste subgrupo também se encontram entre os mais antigênicos de acordo com 

imunorranqueamento feito utilizando proteoma predito total de T. cruzi CL Brener, 

considerando os top100 e os top 1000 membros (Figura 6). 

A partir destes dados, observamos também que os membros de MASP escolhidos 

inicialmente como representativos da diversidade da família, as proteínas M1 a M7, não 

se encontravam entre os membros mais expressos de MASP na biblioteca de 

tripomastigostas do sobrenadante de cultura (Belew et al. 2017). Nossos ensaios de 

citometria de fluxo e imunofluorescência com anticorpos policlonais gerados contra M1 

a M7 corroboraram estes dados, uma vez que apresentaram uma baixa taxa de marcação 

de tripomastigotas na população (dados não mostrados). Assim, com os dados de RNA-

seq obtidos, decidimos selecionar novos membros de MASP que apresentavam os 

maiores níveis de expressão na forma tripomastigota do parasito. Neste sentido, foram 

selecionados os seguintes genes para o estudo: MASP 11- TcCLB.509979.270 (blue), 

MASP 12- TcCLB.509977.30 (blue), MASP 13- TcCLB.509977.80 (blue) e MASP 14- 

TcCLB.510037.10 (blue), que se encontram entre os 10 genes de MASP mais expressos 

na forma tripomastigota do sobrenadante de cultura (Belew et al. 2017). Estes genes 

foram amplificados por PCR utilizando primers específicos e o DNA genômico do 

parasito. Como todos estes membros pertencem ao mesmo subgrupo azul, e suas 

sequências são bastante semelhantes, para confirmar a identidade dos genes, os produtos 

das reações de PCR foram clonados em vetor de clonagem pGEM-T Easy (Promega) e 

enviados para sequenciamento. O resultado do sequenciamento revelou que os produtos 

clonados correspondiam aos genes MASP 9- TcCLB.509973.10 (blue), MASP 12- 

TcCLB.509977.30 (blue), MASP 13- TcCLB.509977.80 (blue) e MASP 14- 

TcCLB.510037.10 (blue) que foram então incorporados ao trabalho por estarem todos 

entre os dez genes mais expressos de acordo com o transcriptoma (Tabela 3). 
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Após a seleção destes genes baseada nos dados de RNA-seq, avaliamos a 

antigenicidade destes membros utilizando a ferramenta IMMUNORANK (Lobo et al., 

em preparação), e constatamos que estas proteínas não se encontravam bem posicionadas 

no imunorranqueamento (Tabela 3). Desta forma, decidimos fazer uma segunda seleção 

de membros de MASP para o estudo, só que desta vez levando em consideração também 

os resultados do ranking de antigenicidade. O critério utilizado para esta nova seleção foi 

que a proteína de MASP a ser selecionada precisava estar entre as 100 mais expressa de 

acordo com o transcriptoma, e entre as 100 mais antigênicas a partir dos dados obtidos 

do IMMUNORANK. Neste contexto, os seguintes genes também foram selecionados: 

MASP 17 - TcCLB.508541.90 (blue), MASP 18 -TcCLB.506321.120 (blue), MASP 19 

-TcCLB.506955.99 (black) e MASP 20 -TcCLB.508539.110 (black). Após o mesmo 

procedimento descrito anteriormente, o resultado do sequenciamento revelou que foram 

amplificados os genes MASP 18 -TcCLB.506321.120 (blue), MASP 19 -

TcCLB.506955.99 (black) e MASP 20 -TcCLB.508539.110 (black), que foram utilizados 

no estudo (Tabela3). 

Posteriormente à seleção dos novos membros de MASP a serem utilizados no 

estudo, passamos para etapa de expressão heteróloga das regiões centrais hipervariáveis 

das proteínas MASPs selecionadas. As proteínas recombinantes M9(blue), M12(blue), 

M13(blue), M14(blue), M18(blue), M19(black) e M20(black) foram expressas em 

bactérias BL-21 Star. Ao visualizar a expressão destas proteínas no gel SDS-PAGE, foi 

possível observar que a maioria não apresentava o seu peso molecular esperado no gel 

com base em sua sequência primária, e sim um tamanho próximo ao dobro de suas massas 

preditas (Figura 15). O DNA plasmidial contendo os genes que codificam para as 

proteínas de MASP clonados no vetor pET-28a-TEV foram sequenciados e as identidades 

genéticas novamente confirmadas. 

Esta migração anômala das proteínas de MASP em géis de poliacrilamida 

contendo SDS, que foi observada para todos os membros expressos até o momento em 

nosso laboratório, incluindo membros cuja identidade já foi confirmada por 

espectrometria de massa, pode ter como causa a quantidade de SDS que se liga à proteína. 

Já foi mostrado em proteínas de membrana que dependendo da conformação dos grampos 

presentes, eles podem ligar mais ou menos ao SDS, afetando assim a mobilidade dessas 

proteínas no gel (Rath et al. 2009). Vale ressaltar que as proteínas purificadas de MASP 

M1 (Black) e M2 (Blue) foram submetidas à espectrometria de massa (MS) e o resultado 
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da análise confirmou a identidade destas proteínas. As análises por MS das outras 

proteínas de MASP utilizadas neste trabalho já estão em andamento. 

Em seguida, partimos para a avaliação da antigenicidade dos membros de MASP 

M9(blue), M12(blue), M13(blue), M18(blue), M19(black) e M20(black) ao longo da 

infecção pelo T. cruzi. Para tanto, foram realizados ensaios de ELISA com soros de 

animais infectados coletados ao longo da fase aguda, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias após a 

infecção, assim como soros de animais infectados coletados na fase crônica, após 4 meses 

da infecção. No primeiro ensaio, foram utilizadas as proteínas de MASP M9, M12, M13, 

M18, M19 e M20 e o pool de soros de animais infectados de fase aguda. Esta avaliação 

demonstrou que estes membros de MASP são bem reconhecidos por estes soros de 

animais, sendo que há um aumento na reatividade destas proteínas e os soros de 20 dias 

após a infecção (Figura 17). No ensaio seguinte, foram utilizados os soros individuais de 

animais infectados, coletados na fase aguda e crônica da infecção, e as proteínas M2 e 

M18. Os resultados demonstraram que as proteínas de MASP M2 e M18 foram 

reconhecidas tanto pelos soros de fase aguda quanto pelos soros de fase crônica dos 

animais infectados, no entanto, a intensidade da reação foi distinta, sendo que os valores 

de OD obtidos na fase aguda foram superiores aos de fase crônica (Figura 18). Este 

resultado sugere que possivelmente a resposta imune anti-MASP não foi capaz de induzir 

uma mudança intensa do isotipo IgM para IgG, como também a produção de alta 

afinidade e a produção de células B de memória. Entretanto, estudos adicionais são 

necessários para confirmar estas hipóteses. 

Uma explicação que já foi considerada para esta diferença, é o fato de MASP ser 

preferencialmente expressas nas formas tripomastigotas do parasito (Bartholomeu et al. 

2009), que são encontradas em grande quantidade durante a fase aguda da infecção. Já na 

fase crônica, a parasitemia é altamente reduzida e um baixo número de tripomastigotas 

são detectadas na circulação, sendo que o parasito é mais frequentemente encontrado em 

ninhos de amastigotas nos tecidos. Entretanto, Balouz et al. em 2015 demonstraram que 

antígenos derivados de TSSA (Trypomastigote Small Surface Antigen), um polipeptídeo 

semelhante às mucinas de T. cruzi que tem sua expressão restrita à superfície de 

tripomastigotas, são fortemente reconhecidos por soros de pacientes chagásicos de fase 

crônica, tendo sido considerados bons candidatos para o sorodiagnóstico da doença de 

Chagas (Balouz et al. 2015; Buscaglia et al. 2002). O mesmo grupo de pesquisa usou esta 

mesma estratégia de mapeamento e seleção de peptídeos antigênicos derivados de TSSA, 
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para peptídeos de MASP (Balouz et al. 2015; Carmona et al. 2015; Durante et al. 2017). 

Porém, os pesquisadores observaram que os motivos de MASP testados não foram 

reconhecidos pela grande maioria das amostras de soros chagásicos crônicos utilizadas 

no trabalho. E ao contrário da TSSA, o desempenho geral de MASP não foi considerado 

bom o suficiente para diagnóstico sorológico (Durante et al. 2017). Desta forma, apesar 

deste trabalho ter sido realizado com amostras humanas, também foi observada a baixa 

reatividade de MASP com soros de fase crônica da infecção pelo T. cruzi, reforçando a 

hipótese da não soroconversão de IgG anti-MASP.  

Uma possível explicação para a presença de anticorpos anti-MASPs apenas na 

fase aguda da infecção pode ser a capacidade destas proteínas ativarem células B de 

maneira policlonal, promovendo uma intensa produção de anticorpos IgM de baixa 

afinidade sem o auxílio de células T CD4+, semelhante ao que já foi observado para trans-

sialidases (Gao, Wortis, and Pereira 2002; revisado por Cardoso, Reis-Cunha, and 

Bartholomeu 2016). Sabe-se que a participação das células T CD4+ é fundamental para 

que haja a expansão clonal, formação de células B de memória e maturação da afinidade 

dos anticorpos produzidos pelas células B. Além disso, o ambiente inflamatório com 

citocinas como IL-12, IL-4 ou IL-6 derivado da ativação de células T CD4+ é essencial 

para que haja a mudança de isotipo do anticorpo, como a troca de IgM para IgG (Acevedo, 

Girard, and Gómez 2018).  

Após esta etapa de avaliações, decidimos analisar a expressão das proteínas de 

MASP em células individuais de tripomastigotas de T. cruzi. Para tanto, foram utilizados 

os seguintes membros da família já expressos em nosso laboratório, M1 (Black), M2 

(Blue), M3 (Dark Green), M4 (Magenta), M5 (Red), M6 (Orange 1), M7 (Orange 2), 

M9(blue), M12(blue), M13(blue), M18(blue), M19(black) e M20(black), e os anticorpos 

policlonais gerados em camundongos contra cada uma destas proteínas. Os resultados de 

ensaios de citometria de fluxo, com tripomastigotas não permeabilizadas, demonstraram 

que a marcação dos parasitos com os diferentes anticorpos é bastante variada na 

população. Os que apresentaram maior percentual de marcação foram o anti-M2 com 

77% de marcação, anti-M5 com 61% e o anti-M18 com 43% de parasitos marcados. 

Sendo que a maioria dos anticorpos marcou menos de 30% da população de 

tripomastigotas, e alguns, como anti-M9, anti-M13, anti-M19 e anti-M20, marcaram 

menos de 5% de parasitos (Figura 19). Os dados indicam que a expressão das diferentes 

MASP é limitada a um número restrito de tripomastigotas da população, e apesar do 
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reconhecimento cruzado entre os anticorpos (Figura 21), estes dados são consistentes com 

a provável co-expressão de vários membros da família na população de parasitos. A 

expressão concomitante de múltiplas variantes de MASP na população de tripomastigotas 

já foi extensamente demonstrada in vitro e em modelo experimental murino (Atwood et 

al. 2005; Bartholomeu et al. 2009; dos Santos et al. 2012; Seco-Hidalgo, De Pablos, and 

Osuna 2015). É interessante notar também, que os anticorpos que apresentaram o maior 

percentual de tripomastigotas marcadas na população, não foram aqueles gerados contra 

as proteínas selecionadas pelo critério de expressão baseado nos dados de RNA-seq. 

Como os parasitos utilizados no estudo do transcriptoma de CL Brener foram obtidos a 

partir de células HFF, um fibroblasto humano, e as tripomastigotas não permeabilizadas 

para os ensaios de citometria de fluxo foram cultivadas em células L6, mioblastos de rato, 

é possível que o nível de expressão de diferentes membros de MASP pelo parasito esteja 

relacionado ao tipo celular de infecção. Entretanto, é possível também que não haja uma 

correlação direta entre os dados de expressão de mRNA e os níveis proteicos 

correspondentes. Maiores investigações são necessárias para avaliar esta questão. 

Em seguida, para observar o padrão de marcação dos parasitos de CL Brener de 

T. cruzi com os anticorpos anti-MASP, tripomastigotas não permeabilizadas foram 

analisadas por imunofluorescência utilizando anticorpos policlonais anti-M2 e anti-M18, 

que apresentaram maior percentual de marcação nos ensaios de citometria de fluxo. Pelo 

resultado também foi possível observar que a expressão das MASP M2(blue) e M18(blue) 

é limitada a um subgrupo de parasitos da população, já que nem todos foram marcados 

com os anticorpos policlonais. Além disto, neste experimento podemos verificar que há 

diferenças na intensidade de marcação dos anticorpos entre os parasitos marcados, o que 

explica o fato de não ocorrer uma separação evidente entre uma população negativa e 

positiva nos ensaios de citometria de fluxo. Possivelmente, isto acontece devido ao 

intenso polimorfismo e compartilhamento de epítopos que ocorre entre os membros de 

MASP, e assim os anticorpos reconhecem várias proteínas MASP, porém com 

intensidades diferentes. Somando-se a isto, pode-se observar nos resultados de 

imunofluorescência que as tripomastigotas que expressavam as proteínas M2(blue) e 

M18(blue) foram marcadas na superfície celular do parasito em forma de pontos e não 

homogeneamente (Figura 20). Este padrão de marcação pontilhado já foi observado para 

várias outras proteínas de superfície de tripomastigotas de T. cruzi, incluindo mucinas, 

TSSA, trans-sialidases e TcTASV-C, uma família de proteínas de T. cruzi que também é 
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predominantemente expressa na forma tripomastigota (Bernabó et al. 2013; Cámara et al. 

2017; Lantos et al. 2016). Lantos et al. 2016 relataram que proteínas de membrana 

incluindo TS e mucinas são distribuídas na superfície de T. cruzi em diferentes 

microdomínios de membrana altamente estáveis. A partir dos resultados, que indicaram 

a existência de lipid rafts em tripomastigotas de T. cruzi, foram realizadas análises de 

espectrometria de massa para determinar a composição destes microdomínios. Dentre as 

proteínas de membrana mais representativas identificadas estavam presentes dois 

membros da família MASP. Os autores especularam que, em T. cruzi, estas jangadas 

lipídicas podem constituir um princípio organizador, pelo qual as proteínas são 

especificamente segregadas em determinadas áreas da superfície, como demonstrado em 

células mamárias (Levental, Grzybek, and Simons 2011). Além disto, os autores 

destacam a possível relevância que a compartimentalização da membrana pode ter na 

biologia do parasito, uma vez que a distribuição espacial poderia estar associada às 

funções das proteínas (Lantos et al. 2016). 

Após os estudos feitos utilizando anticorpos policlonais anti-MASP, que 

apresentaram reconhecimento cruzado entre as várias proteínas de MASP, devido ao 

compartilhamento de epítopos que existe entre os membros da família (Bartholomeu et 

al. 2009; Najib M El-Sayed et al. 2005) (Figura 21), decidimos produzir anticorpos 

monoclonais. Assim, foram gerados anticorpos monoclonais (mAb) anti-MASP 2, 14 e 

18, selecionados pelo perfil de expressão e antigenicidade. Foi então realizado o 

mapeamento de epítopos lineares das sequências proteicas para as quais foram gerados 

os mAbs anti-MASP. Os resultados demonstraram que os sobrenadantes de cultura 

contendo os mAb anti-MASP reconheceram peptídeos das proteínas de MASP contra a 

qual eles foram gerados (Figura 22). Porém, apenas o mAb anti-M2 reconheceu spots 

com uma maior intensidade, isto possivelmente ocorre porque os mAb anti-M14 e anti-

M18 devem reconhecer epítopos conformacionais das proteínas.  

Os anticorpos monoclonais anti-MASP também foram testados através de ensaios 

de imunofluorescência com formas tripomastigotas não permeabilizadas. Nestes 

experimentos foram utilizados os mAb anti-M2 e anti-M14. Conforme visto 

anteriormente com os anticorpos policlonais, não foram todos os parasitos da população 

que foram marcados. Além disto, também pôde-se observar a marcação pontilhada destes 

monoclonais na superfície das tripomastigotas que expressavam as proteínas M2 e M14 

(Figura 23), assim como ocorreu com a marcação dos policlonais anti-M2 e anti-M18. 
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Após os testes realizados, os anticorpos monoclonais gerados foram conjugados a 

diferentes fluoróforos. Os mAbs purificados anti-M2 e anti-M14 foram marcados com 

Alexa Fluor 488 e o mAb anti-M18 foi marcado com Alexa Fluor 647. A conjugação dos 

mAbs aos anticorpos foi avaliada pela marcação de tripomastigotas de T. cruzi CL Brener 

e as análises feitas por citometria de fluxo. Todos os mAbs conjugados marcaram uma 

parte da população de tripomastigotas, o anti-M2 AF488 marcou 52% da população, o 

anti-M14 AF488 62%, enquanto o anti-M18 AF 647 marcou 36% da população de 

parasitos (Figura 24). Este ensaio foi padronizado com a intenção de se investigar o 

possível papel de MASP na infectividade de T. cruzi a partir de uma população 

enriquecida de parasitos reconhecida pelos anticorpos monoclonais. Para obter as 

populações enriquecidas foram utilizados os mAbs anti-M2 e anti-M14 conjugados a 

Alexa Fluor 488 no sorting celular utilizando o citometro FACS Aria (BD Biosciences). 

Inicialmente na população de tripomastigotas, 21% de parasitos foram marcados como 

mAb anti-MASP2 AF488, após o sorting, 64% dos tripomastigotas estavam marcados. Já 

no enriquecimento usando o mAb anti-M14 AF488, no pré- sorting a marcação com este 

monoclonal foi de 26% de tripomastigotas, e após o sorting foi obtida uma população 

com 92% de parasitos expressando a MASP M14 (Figura 25). A população de células 

marcadas com cada anticorpo foi delimitada a partir do ponto em que a população de 

tripomastigotas incubadas com apenas meio RPMI2%SFB não apresentou marcação. Em 

seguida, estas populações de parasitos enriquecidas foram utilizadas na infecção 

experimental de camundongos. 

O objetivo então do experimento de enriquecimento foi avaliar o impacto da 

infecção in vivo de camundongos C57BL/6 com tripomastigotas enriquecidas 

expressando as proteínas MASP M2 e M14, quando comparado à infecção com 

tripomastigotas não enriquecidos. Os resultados das curvas de parasitemia apresentaram 

um perfil bastante distinto entre o grupo WT (não marcado e não enriquecido) e o grupo 

enriquecido para M2 ao longo da infecção. No grupo M2, os picos de parasitemia 

oscilaram mais ao longo do tempo enquanto no grupo WT houve um pequeno pico por 

volta do 13º dia e depois um pico maior a partir do 23º dia que levou à morte dos animais 

(Figura 26). No enriquecimento da população de tripomastigotas de T. cruzi para a 

expressão de M14, as curvas de parasitemia entre os grupos controles, WT (não marcado 

e não enriquecido) e FT (marcado e não enriquecido), apresentaram um perfil bastante 

semelhante ao longo da infecção, com um pequeno pico por volta do 11º dia e depois um 
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pico maior a partir do 15º dia que levou à morte dos animais. Já no grupo de 

tripomastigotas enriquecidos para MASP M14, os animais apresentaram uma parasitemia 

menor que os grupos controles, não ocorrendo o pico inicial evidente por volta do 11º dia, 

havendo um atraso no aumento da parasitemia, que se iniciou apenas com 19 dias após a 

infecção, levando à morte dos animais (Figura 27).  

Para estabelecer uma infecção de longo prazo, o T. cruzi precisa escapar das 

respostas do sistema imunológico do hospedeiro vertebrado. Diferentemente de outros 

patógenos infecciosos que induzem mudanças rápidas na expressão gênica de células 

hospedeiras infectadas, T. cruzi provoca alterações significativas em fibroblastos 

humanos apenas 24h após a infecção (De Avalos et al. 2002). Após vários ciclos de 

infecção/proliferação pelo parasito, uma robusta resposta imune anti-T. cruzi é 

desenvolvida pelo hospedeiro, que é capaz de reduzir a parasitemia e o parasitismo 

tecidual, sem, entretanto, eliminar o parasito. A resposta imunológica retardada e a 

incapacidade de eliminação do parasito podem estar relacionadas ao grande repertório de 

proteínas de superfície altamente polimórficas e imunogênicas que são co-expressas por 

T. cruzi (Acevedo et al. 2018; Cardoso et al. 2016; Tarleton 2007). Esta expressão 

simultânea de diversos antígenos pode fornecer meios de evasão da resposta imune que 

são distintas da variação antigênica clássica empregada por parasitos como Trypanosoma 

brucei e Giardia lamblia (Cross, Wirtz, and Navarro 1998; Mugnier et al. 2016; Pinger, 

Chowdhury, and Papavasiliou 2017; Prucca and Lujan 2009; Prucca, Rivero, and Luján 

2011). 

A variação antigênica clássica se caracteriza pela expressão monoalélica de 

variantes antigênicas idênticas na superfície da maioria das células em uma população de 

parasitos em dado momento, enquanto um pequeno subconjunto expressa diferentes 

variantes. A resposta imune atinge os parasitos que expressam a variante mais frequente 

na população, e não identifica aquelas expressas por um número menor de parasitos. A 

infecção a longo prazo é alcançada pela variação dos antígenos que são expressos na 

superfície dos parasitos (McCulloch et al. 2017; Mugnier, Cross, and Papavasiliou 2015; 

Mugnier et al. 2016; Santos et al. 2018). Fatores genéticos ou epigenéticos levam a esta 

mudança de expressão de um membro para outro da mesma família, que não é 

reconhecido pelos anticorpos direcionados à variante anterior, levando a ondas sucessivas 

de parasitemia e depuração, à medida que novos determinantes antigênicos se espalham 



 

88 
 

na população de parasitos (Cestari and Stuart 2018; Morrison et al. 2014; Mugnier et al. 

2015, 2016; Santos et al. 2018) 

Não há evidências, entretanto, de que o T. cruzi adote esse tipo de variação 

antigênica, mas sim que a população de parasitos exponha simultaneamente uma 

variedade de proteínas de superfície antigênica, tais como as mucinas, as trans-sialidases 

e as MASP, que são codificadas por famílias multigênicas altamente polimórficas 

(Bartholomeu et al. 2009; Bayer-Santos et al. 2013; Belew et al. 2017; Brossas et al. 2017; 

Lantos et al. 2016; dos Santos et al. 2012). A co-expressão deste repertório antigênico 

diverso provoca uma resposta pelo sistema imunológico do hospedeiro ineficiente no 

combate da infecção, com a produção de anticorpos não neutralizantes, um mecanismo 

conhecido como “cortina de fumaça”, que atrasa a produção de anticorpos anti-T. cruzi 

de alta afinidade e ao priming eficaz de células de T-CD8+ (revisado por Cardoso et al. 

2016). 

A oscilação na parasitemia que ocorreu no grupo M2 (Figura 26) sugere que a 

infecção de camundongos com uma população de tripomastigotas de T. cruzi mais 

homogênea para expressão de um membro específico de MASP (M2) gera um controle 

da infecção diferente por parte do hospedeiro, daquele gerado pela infecção de uma 

população mais heterogênea (WT). A menor parasitemia do grupo M14 (Figura 27), 

indica que houve um controle melhor da infecção pelo hospedeiro quando esta foi feita 

com uma população de tripomastigotas mais homogênea para expressão da proteína de 

MASP M14 do que quando foi utilizada populações mais heterogêneas (WT e FT). Estes 

resultados sugerem que a expressão mais heterogênea de membros de MASP na 

população de tripomastigotas de T. cruzi pode funcionar como uma “cortina de fumaça”, 

em que a expressão de diferentes membros ao mesmo tempo dificulta a formação de uma 

resposta específica contra uma proteína de MASP, facilitando assim a sobrevivência do 

parasito no hospedeiro. Entretanto, outros experimentos serão realizados para continuar 

a investigação desta hipótese. 
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Invasão de células hospedeiras 

A capacidade de infectar vários tipos de células hospedeiras é uma estratégia 

chave de sobrevivência de T. cruzi. Uma outra função que especulamos para MASP, é 

que sua região central altamente variável e grande repertório de peptídeos da família possa 

contribuir para a capacidade de T. cruzi interagir com diferentes receptores de uma 

pluralidade de tipos de células hospedeiras (Bartholomeu et al. 2009; De Pablos and 

Osuna 2012; dos Santos et al. 2012). Além disto, a expressão desta família nas formas 

tripomastigotas infectantes do parasito, nos leva a hipotetizar que algumas proteínas 

codificadas por esses genes podem estar envolvidas no processo de invasão e/ou no 

estabelecimento da infecção no interior da célula hospedeira.  

A família Trypanosomatidae é composta por diversas espécies de parasitos que 

possuem estratégias de sobrevivência bem diferentes entre si. Devido às suas posições 

taxonômicas e estilos vida diversificados, a comparação entre os parasitos é uma 

oportunidade para identificar as bases genéticas de suas diferentes habilidades para 

invadir células, evadir respostas imunes do hospedeiro, e causar doenças (Bradwell et al. 

2018). Análise genômica de Leishmania major Friedlin, Trypanosoma brucei TREU 927 

e T. cruzi CL Brener (Berriman et al. 2005; Najib M El-Sayed et al. 2005; Najib M. El-

Sayed et al. 2005; Ivens et al. 2005), estudos de características específicas de linhagem 

em T. cruzi Sylvio X10/1 (TcI) e T. cruzi CL Brener (TcVI) (Franzén et al. 2011), e 

comparações entre o T. cruzi e o de T. cruzi marinkellei restrito a morcegos, sugerem que 

muitas diferenças estão associadas à expansão diferencial de famílias multigênicas 

(Bradwell et al. 2018). 

Em um trabalho publicado recentemente, Bradwell et al. 2018 fizeram uma 

comparação genômica entre Trypanosoma conorhini, Trypanosoma rangeli e cepas de 

Trypanosoma cruzi de alta e baixa virulência. T. conorhini é transmitido nas fezes de seu 

vetor, o Triatoma rubrofasciata, a uma gama restrita de hospedeiros mamíferos, onde 

causa uma infecção ligeira e transitória, embora também tenha sido relatado que infecta 

camundongos e primatas não humanos em laboratório (Deane, Deane, and Lourenço-de-

Oliveira 1986; Hoare 1972). Em contraste com T. cruzi e T. conorhini, T. rangeli é 

considerado não patogênico para hospedeiros mamíferos, mas prejudicial aos insetos 

vetores, especialmente os do gênero Rhodnius, sendo transmitido aos mamíferos por 

inoculação durante a hematofagia. T. rangeli apresenta antígenos em comum com T. cruzi 

e também é amplamente distribuído na América Central e do Sul, com uma ampla gama 
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de hospedeiros mamíferos que inclui humanos (Stoco et al. 2014; Wagner et al. 2013). 

As duas cepas de T. cruzi utilizadas no estudo foram T. cruzi G, isolado de um marsupial, 

que apresenta baixa parasitemia in vivo e induz infecção crônica de baixa virulência em 

camundongos (Yoshida 2006). T. cruzi CL foi isolado de um triatomíneo capturado na 

residência de um chagásico (Vargas, Pedroso, and Zingales 2004), apresenta altas 

parasitemia e virulência. Os resultados obtidos pelos pesquisadores demonstraram que T. 

rangeli e T. conorhini apresentam variações no número de genes que compõem as 

famílias multigênicas (Bradwell et al. 2018). As análises mostraram que os genes da trans-

sialidase (TS) e GP63 estão altamente expandidos em todos os genomas examinados. 

Uma das maiores diferenças encontradas no número de cópias gênicas entre as espécies 

foi para a família MASP, que são significativamente menos amplificadas em T. rangeli e 

T. conorhini do que nas cepas de T. cruzi. Este menor número de genes da família MASP 

em T. rangeli e T. conorhini pode estar relacionado à falta de infectividade de células 

hospedeiras por parte destes parasitos, como também a sua incapacidade de induzir 

infecções agudas com altos níveis de parasitemia ou infecções crônicas longas (Bradwell 

et al. 2018). Além disto, neste mesmo estudo, Bradwell et al. 2018 através de análises 

pelo OrthoFinder observaram que em T. rangeli os genes MASP divergiram 

significativamente dos presentes em T. cruzi CL (Bradwell et al. 2018). 

Estas diferenças no número de genes de MASP também foram observadas em um 

trabalho de análise genômica e de transcriptoma de Trypanosoma (Megatrypanum) 

theileri (Kelly et al. 2017). T. theileri é uma espécie de tripanossomatídeo infectante de 

mamíferos. São parasitos extracelulares durante a proliferação no hospedeiro vertebrado 

e que promovem uma infecção normalmente de baixa parasitemia. O estudo mostrou que 

T. theileri também apresenta números relativamente baixos de MASP no seu genoma 

(Kelly et al. 2017). Outro trabalho mostrou alterações na dinâmica de expressão de genes 

que codificam proteínas de superfície durante o ciclo intracelular de dois clones da cepa 

CL de T. cruzi: CL Brener, um clone virulento, e CL-14, um clone que não é infeccioso 

nem patogênico em modelos in vivo de infecção. Apesar de não haver diferenças 

significativas entre o número de cópias gênicas destas famílias entre os dois clones 

(Teixeira, comunicação pessoal), as análises de transcriptômica mostraram que há 

grandes diferenças na remodelação dos transcritos entre as duas linhagens quando a 

expressão gênica em 60 hpi e 96 hpi foram comparadas. Estas distinções foram 

particularmente observadas em relação à expressão de famílias de genes codificando 
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proteínas de superfície, que apresentam uma cinética mais rápida de expressão em CL 

Brener quando comparado com CL-14, apontando para um papel central destes grupos de 

proteínas no processo de diferenciação de amastigota replicativa para tripomastigota 

infectante, e o estabelecimento da infecção no hospedeiro vertebrado (Belew et al. 2017).  

A invasão de células hospedeiras por tripomastigotas de T. cruzi é um processo 

bastante complexo que envolve várias etapas (Andrade and Andrews 2005; Caradonna 

and Burleigh 2011). O reconhecimento inicial e a sensibilização da célula-alvo envolvem 

vários componentes de superfície do parasito aparentemente redundantes (Cámara et al. 

2017). A maioria destes são glicoproteínas ancoradas por GPI codificadas por famílias 

multigênicas, polimórficas e reguladas ao longo do desenvolvimento, como as moléculas 

de gp85, SAP, TcSMP e TSSA (Cánepa et al. 2012; Maria Júlia M. Alves 2008; Martins 

et al. 2015; Zanforlin et al. 2013).  

Para iniciar a investigação da participação de MASP na invasão de células 

hospedeiras por T. cruzi, avaliamos a capacidade de proteínas MASP recombinantes se 

ligarem à superfície das células L6. Foi possível observar que as proteínas MASP 

apresentam diferentes capacidades de ligação às células L6 (Figura 28). A incubação com 

as MASP M1(Black) e M3(Dark green) apresentaram uma menor capacidade de ligação. 

Já as MASPs M2(Blue), M4(Magenta), M6(Orange-1), M9(Blue), M12(Blue), 

M13(Blue), M14(Blue), M19(Black) e M20(Black) foram capazes de se ligar mais às 

células L6. Enquanto, as proteínas M5(Red), M7(Orange-2) e M18(Blue) de MASP 

apresentaram níveis intermediários de ligação. Estes dados indicaram uma provável 

interação de MASP com receptores de proteína das células L6. 

A partir do resultado do ensaio de ligação das proteínas MASP às células L6, 

decidimos investigar o possível envolvimento das MASP na invasão celular por T. cruzi. 

(Martins et al. 2015; Rodrigues et al. 2017; Zanforlin et al. 2013). No teste inicial, as 

monocamadas de célula L6 foram incubadas com um pool de proteínas recombinantes 

purificadas de MASP, que foram divididas em 3 grupos de acordo com a intensidade da 

ligação às células L6. Através dos resultados foi possível perceber que o tratamento com 

as proteínas MASP reduziu a taxa de invasão por T. cruzi, sendo que a incubação com 

pool 2 (M4, M9, M13 e M19) foi o que impactou mais a infecção pelo parasito, reduzindo 

62% o número de células infectadas em comparação ao grupo controle. (Figura 29). 

Com esta indicação de que as proteínas recombinantes de MASP podem 

influenciar na infecção pelo parasito, testamos individualmente a atuação das proteínas 
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de MASP que compunham o pool 2. O tratamento com as proteínas M4, M9 e M13 foi 

realizado em duas concentrações diferentes, 20μg/mL e 40μg/mL. O resultado 

demonstrou que o tratamento com a proteína M13 reduziu a invasão das células L6 pelo 

T. cruzi em 57% em relação ao grupo controle, quando utilizado 20μg/mL, e em 67% 

com a concentração de 40μg/mL de proteína. Porém, o tratamento com as proteínas M4 

e M9 de MASP, nas concentrações de 20μg/mL ou 40μg/mL, não apresentou uma 

redução significativa da invasão de células L6 pelo T. cruzi (Figura 30). Outros testes 

serão realizados com estas proteínas em diferentes concentrações para avaliar se a 

influência do tratamento de células L6 na infecção pelo T. cruzi é dose dependente.  

Foram realizados também ensaios de invasão com as proteínas M2, M18 e com 

M19. Nestes experimentos, apenas foi utilizada a concentração de 20μg/mL das proteínas 

e observou-se que a taxa de infecção do parasito foi reduzida em 63% após o tratamento 

com a M2, 49% com a M18 e 84% com a proteína M19, quando comparados ao controle 

(Figura 31). Desta forma, foi possível observar que o tratamento de células L6 com as 

proteínas de MASP M2, M13, M18 e M19 reduzem a infecção celular pelo T. cruzi.  

A proteína TSSA de T. cruzi foi capaz de reduzir a infecção de células Vero por 

tripomastigotas de CL Brener quando incubada com as células hospedeiras 

simultaneamente aos parasitos. (Cánepa et al. 2012). Experimentos similares de infecção 

de células L6 com as proteínas MASP M2, M13, M18 e M19 na concentração de 

20μg/mL demonstraram, porém, que o tratamento simultâneo das células L6 com estas 

proteínas de MASP não afetou a invasão das células hospedeira pelo parasito. Isto indica 

que a incubação conjunta das proteínas MASP e os parasitos não é o suficiente para inibir 

a infecção, provavelmente, porque com o tratamento prévio das células por uma hora 

antes da infecção, as proteínas recombinantes de MASP se ligam aos locais em que o 

parasito pode se utilizar para realizar a invasão das células L6, o que não ocorre em tempo 

hábil com o tratamento simultâneo. Porém, é necessário que sejam realizados testes com 

diferentes concentrações de proteínas para avaliar melhor a influência do tratamento 

simultâneo de células L6 com MASP e a infecção pelo T. cruzi. 

Para tentar compreender melhor o papel das proteínas de MASP na infecção por 

T. cruzi, as próximas etapas do trabalho incluem avaliar o tratamento prévio dos parasitos 

com os anticorpos anti-MASP. Verificar se o tratamento com proteínas MASP modifica 

a sinalização de cálcio e o recrutamento de lisossomos no sítio da invasão da célula 

hospedeira (Andrade and Andrews 2005; Fernandes et al. 2015; Lia et al. 2017; Martins 
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et al. 2015; Rodrigues et al. 2017; Zanforlin et al. 2013). Avaliar ainda se MASP 

influencia a dinâmica do ciclo intracelular, alterando o tempo de associação do parasito 

com os fagolisossomos. Além disto, um screening capaz de avaliar se o tratamento de 

células hospedeiras altera a taxa de invasão pelo T. cruzi, com vários membros de MASP 

em diferentes concentrações, já foi padronizado e está em andamento. O objetivo deste 

experimento é comparar impacto de diferentes proteínas de MASP na infecção de 

diversos tipos celulares por T. cruzi e determinar qual é a menor concentração necessária 

para observar a influência destas proteínas na invasão do parasito. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a extensa variabilidade da 

família MASP possa ser usada pelo parasito como parte de mecanismos de evasão do 

sistema imune do hospedeiro na fase aguda da infecção, contribuindo para a estratégia 

conhecida como “cortina de fumaça”. Esta estratégia consistiria na expressão de diversos 

membro de MASP pela população de parasitos, dificultando assim a geração de uma 

resposta imune específica e eficiente, facilitando o estabelecimento da infecção pelo 

parasito. Além disso, a variabilidade da família MASP pode contribuir para que as formas 

tripomastigotas do parasito tenham a habilidade de infectar diferentes células do 

hospedeiro mamífero, o que é crucial para o estabelecimento de uma infecção produtiva 

pelo T. cruzi. 
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