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RESUMO 

 

Durante a fase crônica da doença de Chagas, devido a baixa parasitemia e 

altos títulos de anticorpos anti-T.cruzi, o diagnóstico é realizado preferencialmente 

por testes sorológicos. Porém, resultados inconclusivos ou contraditórios 

principalmente relacionados as características dos antígenos utilizados são 

observados. Os fatores que influenciam as manifestações clínicas da doença de 

Chagas não são bem conhecidos, mas ambas as variações genéticas dos hospedeiros e 

do parasito parecem estar envolvidos. Vários estudos tentando correlacionar a cepa de 

T. cruzi envolvida na infecção com manifestações clínicas da doença, usando 

hemocultura e/ou genotipagem baseada em PCR dos parasitos originados de tecidos 

humanos infectados, porém, ambas as técnicas possuem limitações. O objetivo deste 

trabalho foi identificar epitopos lineares de célula B conservados e polimórficos entre 

as cepas de T. cruzi por predição in silico e triagem experimental. Proteínas derivadas 

de genes cópias simples representados por pares de alelos no genoma de CL Brener 

foram os alvos deste estudo. Esta estratégia foi utilizada porque CL Brener é um 

recente híbrido entre as linhagens TcII e Tc III, e epitopos polimórficos existentes 

entre os pares de alelos de CL Brener podem também ser polimórficos nos genótipos 

parentais. A reatividade de 150 peptídeos foi avaliada utilizando soro de 

camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com as cepas Y (TcII), Colombiana 

(TcI) e CL Brener (TcVI) de T. cruzi. Um total de 36 peptídeos foram considerado 

reativos e a reatividade cruzada entre as cepas está em concordância com a origem 

evolucionária das diferentes linhagens de T. cruzi. Dois peptídeos similarmente 

reativos com as diferentes cepas e três com reatividade específica para cada cepa 

foram sintetizados em solução e testados em experimentos de ELISA e ELISA de 

afinidade. Um dos peptídeos com reatividade similar entre as cepas apresentou 

reatividade sem diferença estatística entre as cepas e foi reconhecido por anticorpos 

de média afinidade com uma especificidade de 93% e sensibilidade de 87%. Este 

peptídeo também foi diferencialmente reconhecido por soros de pacientes chagásicos 

com a forma cardíaca quando comparado com soro de pacientes com a forma 

indeterminada da doença e poderiam ser usado, além do sorodiagnóstico, para 

prognóstico ou auxílio na identificação de manifestações clínicas. O outro apresentou 

baixos valores de especificidade de (35%) e de sensibilidade (58%). O peptídeo 

reativo com a cepa Y também foi reativo com soro de pacientes infectados com TcI  e 
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os aminoácidos críticos para o reconhecimento por anticorpos foram identificados 

apenas no par de alelo pertencente ao haplótipo Esmo. De forma contrária, o peptídeo 

reativo apenas com Colombiana não foi reconhecido por soro de pacientes chagásicos 

infectados com TcII e o mapeamento dos aminoácidos mostrou que apenas o par de 

alelo do haplótipo Non-esmo possui o padrão de ligação a anticorpos. O último 

peptídeo discriminou corretamente a cepa CL Brener. Os três peptídeos polimórficos 

foram derivados de regiões repetitivas e juntos apresentaram um alto potencial uso 

para sorotipagem do parasito.  
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ABSTRACT 

 

During chronic phase of Chagas disease, because of the low parasitemia and 

high anti-T.cruzi antibody titers, the diagnosis is made preferably by serological tests. 

However, contradictory or inconclusive results mainly related to the characteristics of 

the antigens used are observed. The factors influencing the variation in the clinical 

manifestation of Chagas disease have not been elucidated, but it is likely that genetic 

of the host and parasite is involved. Several studies trying to correlate the parasite 

strain and clinical manifestation have used hemoculture or PCR-based genotyping. 

However, both techniques have limitations. The goal of this work is to identify T. 

cruzi conserved and polymorphic B-cell linear epitopes that could be used for 

serodiagnostic and serotyping using ELISA. We have performed B-cell epitope 

prediction on proteins derived from single copy genes represented by pair of alleles in 

the CL Brener genome. The rationale behind this strategy is that because CL Brener is 

a recent hybrid between TcII and TcIII lineages, it is likely that polymorphic epitopes 

in its pair of alleles could also be polymorphic in the parental genotypes. The 

reactivity of 150 peptides has been tested using sera from C57BL/6 mice chronically 

infected with Colombiana (TcI) and CL Brener (TcVI) clones and Y (TcII) strain. A 

total of 36 peptides were reactive and the cross-reactivity between the strains is in 

agreement with the evolutionary origin of the different T. cruzi lineages. Two peptides 

similarly reactive with different strains and three with reactivity specific for each 

strain were synthesized in solution and tested in ELISA and ELISA affinity 

experiments. One of the peptides with similar reactivity showed no statistical 

difference between the strains and was recognized by intermediate affinity antibodies 

with 93% of specificity and sensitivity of 87%. This peptide was also differentially 

recognized by sera from chagasic patients with the cardiac form compared with serum 

from patients with the indeterminate form of the disease. In addition to the 

serodiagnosis, it could be used to prognosis or to aid in the identification of clinical 

manifestations. The other peptide had low specificity (35%) and sensitivity (58%) 

values . The peptide reactive with the Y strain was also reactive with sera from 

patients infected with TcII and the amino acid critical for recognition by antibodies 

were identified only in the allele of haplotype Esmo. Conversely, the peptide reactive 

only with Colombia was not recognized by sera from patients infected with TcII and 
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mapping of the amino acids showed that only the allele of Non-esmo haplotype has 

the pattern of antibodies binding. The last peptide correctly discriminated strain CL 

Brener. The three peptides were derived from polymorphic repetitive regions and 

together had a high potential use for serotyping of the parasite. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

5 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

 Doenças infecciosas causadas por protozoários continuam a ser uma das 

maiores causas de mortalidade em países pobres e em desenvolvimento (WHO, 

2007). Dentre elas está a doença de Chagas, uma zoonose causada pelo parasito 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi que está presente em 18 países da América 

Latina, do norte do México ao sul da Argentina. Segundo estimativas, 10 milhões de 

pessoas estão infectadas, 21.000 mortes ocorrem anualmente e são diagnosticados 

cerca de 50-200 mil novos casos por ano (WHO, 2010; Dias, 2007). A doença de 

Chagas é classificada pela Organização Mundial da Saúde no grupo das doenças 

negligenciadas, uma vez que as companhias farmacêuticas não  têm investido no 

desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra estas parasitoses por não ser 

economicamente atrativo (WHO, 2002). Atualmente não há vacinas disponíveis, e 

tão pouco há drogas efetivas para o tratamento da doença de Chagas crônica (WHO, 

2010). 

 

 
 
1.1 Ciclo de vida do T. cruzi e a doença de Chagas 

 

 O ciclo de vida do parasito encontra-se esquematizado na FIGURA 1. A 

transmissão se inicia quando os insetos hematófagos infectados da ordem Hemíptera, 

família Reduviidae e sub-família Triatominae, após sugarem o hospedeiro vertebrado, 

defecam e liberam as formas infectivas tripomastigotas metacíclicas do parasito sobre 

a pele (Chagas, 1909). Estas formas penetram através da pela lesada e mucosas e 

invadem as células hospedeiras, iniciando o ciclo intracelular. No citoplasma, o 

parasito se diferencia na forma amastigota que, após sucessivas divisões binárias, se 

diferencia em tripomastigotas sanguíneos, sendo liberados na corrente sanguínea após 

o rompimento da célula parasitada. Os tripomastigotas liberados pela ruptura celular 

são capazes de infectar uma variedade de células nucleadas iniciando um novo ciclo 

de reprodução assexuada. Eventualmente, as formas amastigotas liberadas pelo 

rompimento da célula parasitada podem ser fagocitadas ou invadir células não 

fagocíticas (Fernandes et al., 2007) iniciando um novo ciclo intracelular. Ao picar o 

hospedeiro infectado, o inseto vetor ingere o sangue contaminado e, as formas 
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tripomastigotas presentes no trato digestivo do triatomíneo se diferenciam nas formas 

epimastigotas. Essas formas, não infectivas para o hospedeiro vertebrado, são capazes 

de multiplicar rapidamente e, uma vez tendo atingido as porções terminais do 

intestino do vetor, se diferenciam novamente nas formas tripomastigotas metacíclicas 

(Brener, 1973; Garcia et al., 1991; De-Souza, 2002). 

 Apesar do progresso das últimas décadas quanto à erradicação do vetor 

Triatoma infestans, a transmissão vetorial da doença de Chagas por esta espécie ainda 

permanece em outros países da América Latina, e através de outras espécies no Brasil 

(Dias et al., 2002). Além da transmissão vetorial, também foram observados outras 

formas de transmissão do parasito, como a via oral, transfusional, congênita, por 

transplantes de órgãos, acidentes laboratoriais. A via transfusional é considerada a 

segunda via mais freqüente de infecção, tendo especial importância epidemiológica, 

uma vez que pode levar a doença a áreas sem transmissão natural (Dias et al., 2002; 

Vinhaes et al., 2000). 

 A doença de Chagas possui duas fases características: aguda e crônica. A fase 

aguda é caracterizada por uma alta parasitemia que resulta na disseminação do 

parasito em diversos tecidos do hospedeiro. As manifestações clínicas desta fase 

podem ser acompanhadas de febre, edema localizado e generalizado, hepatomegalia, 

esplenomegalia e, às vezes, perturbações neurológicas e insuficiência cardíaca. Esta 

fase tem uma duração média de 2 a 3 meses. Na fase crônica da doença, 

caracterizada por baixa parasitemia e persistência da infecção associada à presença 

de anticorpos contra vários antígenos do parasito, pode haver comprometimento do 

sistema cardíaco, digestivo ou ambos (Brener, 1973). Doentes nesta fase podem 

permanecer assintomáticos indefinidamente (Brener et al., 2000), sendo 

denominados pacientes de fase crônica indeterminada. Entretanto, em cerca de 20 a 

30% dos indivíduos infectados, ocorrem manisfestações cardíacas e/ou 

gastrointestinais. A maioria das mortes decorrentes da infecção chagásica ocorre 

devido à falha congestiva do coração (Brener et al., 2000). Apesar da infecção pelo 

T. cruzi resultar em um amplo espectro de manifestações clínicas, os fatores 

determinantes destas diferenças clínicas da doença não são bem conhecidos. 

Acredita-se que a variabilidade genética tanto do parasito quanto do hospedeiro 

devem influenciar a evolução clínica da doença. 

  Historicamente, as principais vias de transmissão no Brasil eram a vetorial 

e a transfusional. Porém, medidas de controle vetorial proporcionaram a eliminação 
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da transmissão da doença pelo Triatoma infestans, principal espécie vetora adaptada 

ao intradomicílio, e a transmissão transfusional sofreu uma importante redução após 

a implantação de medidas que visam o controle de doadores de sangue e de 

hemoderivados (Dias et al., 2002). Atualmente, as vias de transmissão vertical 

(congênita) e oral ganharam importância epidemiológica, sendo responsáveis pela 

maior parte dos novos casos identificados (Ministério da Saúde, 2006).  

 

 

 

 

 

FIGURA 1 - Ciclo de vida do T.cruzi (descrição no texto).  
Fonte: adaptado de Macedo et al., 2002. 
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1.2 Diagnóstico da doença de Chagas  

 

 O diagnóstico da doença pode ser realizado de diferentes formas, dependendo 

do estágio da infecção. Nos casos de suspeita de fase aguda da doença, devido ao 

elevado número de tripomastigotas circulantes, são priorizados os exames 

parasitológicos. Já na suspeita de fase crônica, devido à baixa parasitemia e uma forte 

e persistente resposta humoral induzida pela infecção pelo T. cruzi, a pesquisa de 

anticorpos específicos contra antígenos do parasito deve ser realizada. O diagnóstico 

seguro na fase crônica da doença é importante do ponto de vista epidemiológico, uma 

vez que a transmissão do T. cruzi por transfusão de sangue, doado por indivíduo 

assintomático, é um dos principais problemas de saúde pública nos países onde a 

doença é endêmica. Além disso,  na ausência de métodos de diagnóstico efetivos, 

indivíduos infectados podem não ser identificados e tratados e, mesmo quando 

tratados, a eficiência do tratamento não pode ser eficientemente avaliada. Além disto, 

a avaliação da eficiência de qualquer iniciativa de bloqueio da transmissão ou 

vacinação fica comprometida (Ministério da Saúde, 2006). 

 Os três testes sorológicos mais utilizados são a hemaglutinação indireta (HAI), a 

imunofluorescência indireta (IFI) e o teste imunoenzimático (ELISA) (Ministério da 

Saúde, 2006). Nos testes de ELISA e HAI, pesquisa-se a reação de anticorpos de 

pacientes contra antígenos do parasito, enquanto que na IFI, pesquisa-se a reação de 

anticorpos contra epimastigotas fixados em lâminas. A Organização Mundial da 

Saúde recomenda o uso de pelo menos dois testes sorológicos de princípios diferentes 

(WHO, 2002). Testes sorológicos inconclusivos ou contraditórios provenientes de 

diferentes laboratórios têm sido observados. Estas discrepâncias têm sido relacionadas 

a diferenças em relação ao antígeno utilizado nos testes imunológicos, principalmente 

quando utilizados extrato bruto ou semi-purificado geralmente das formas 

epimastigotas, as quais estão presentes no inseto vetor, mas ausentes no hospedeiro 

mamífero ou a erros técnicos (Gomes, 1997; Tarleton et al., 2007). Além disto, vários 

autores têm relatado a ocorrência de resultados falso-positivos devido à reatividade 

cruzada com antígenos de Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (Guhl et al., 1985; 

Andrade et al., 1988; Chiller et al., 1990). 

Recentemente, o uso de antígenos recombinantes e peptídeos sintéticos têm 

sido preferencialmente usados em substituição a lisados do parasito. Essas novas 

metodologias possuem maior reprodutibilidade dos resultados e eliminação de etapas 
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que envolvam a manutenção e processamento de parasitos vivos (Frasch et al., 1991; 

Da-Silveira et al., 2001; Meira et al., 2002). Muitos desses antígenos são altamente 

específicos, mas em alguns casos a sensibilidade não é ideal (Caballero et al., 2007). 

A fim de se aumentar a sensibilidade dos testes, foi proposto o uso de coquetéis de 

proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos (Da-Silveira et al., 2001). O uso 

combinado dos antígenos CRA (antígeno repetitivo citoplasmático) e FRA (antígeno 

repetitivo flagelar) (Frasch et al., 1991) e a mistura de antígenos B13 correspondente 

a uma proteína de superfície, a proteína flagelar 1F8 e a proteína de citoesqueleto H49 

(Umezawa et al., 2003)  tem gerado resultados promissores. 

 Apesar dos avanços obtidos nos últimos anos, os métodos de diagnóstico 

disponíveis da doença de Chagas ainda possuem diversas limitações. Entre elas, a 

variabilidade genética do parasito pode ser responsável por casos de falso-negativos 

na diagnóstico da doença (Bhattacharyya et al., 2010). 

 

 

1.3 Variabilidade genética de T. cruzi  

 

 Estudos epidemiológicos, bioquímicos e moleculares têm demonstrado que o 

táxon T. cruzi é extremamente heterogêneo tanto genotipicamente quanto 

fenotipicamente. Baseado em vários marcadores moleculares, o táxon T. cruzi foi 

dividido inicialmente em duas linhagens geneticamente distintas denominadas T. cruzi 

I e T. cruzi II (Souto et al., 1996). Posteriormente foi proposto que a linhagem II fosse 

subdividida em cinco sub-linhagens nomeadas IIa-IIe (Brisse et al., 2001). Evidências 

foram então reportadas para a existência de uma terceira linhagem denominada T. 

cruzi III (De-Freitas et al., 2006). Recentemente, houve uma reclassificação das cepas 

de T. cruzi mostrada na FIGURA 2, agora divididas em seis linhagens nomeadas Tc I-

VI, com os grupos Tc V e VI englobando cepas híbridas (Zingales et al., 2009). 

Apesar de sua reprodução ser predominantemente clonal, evidências de raros eventos 

envolvendo troca de material genético já foram detectadas (Brisse et al., 2001; 

Machado et al., 2001; Sturm et al., 2003; Westenberger et al., 2006). 
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FIGURA 2 – Relação filogenética entre as seis linhagens Tc I-VI de T. cruzi. 
Fonte: adaptado de (Sturm et al., 2003) 

 

 

Diferentes linhagens possuem diferentes características biológicas, 

susceptibilidade a drogas, bem como tropismo teciduais diferenciados. A 

sensibilidade in vivo das cepas Peru, Sonya e Y de T. cruzi a 15 drogas mostrou ser 

bastante variável quando mensurado a porcentagem de parasitos resistentes (Cover et 

al., 2004). Quanto ao tropismo, verificou-se um maior número de amastigotas no 

coração e baço de camundongos com a cepa MORC-1, quando comparado com a cepa 

MORC-2 e esta diferença parece estar relacionada uma resposta imunológica perfil 

Th-2 na infecção pela cepa MORC-1, enquanto MORC-2 estimula principalmente um 

perfil de resposta Th-1 (Caetano et al., 2010). Em um outro trabalho, parasitismo 

extremo foi observado no baço, fígado e medula óssea de camundongos inoculados 

com as cepas Y e Berenice. Em contraste, a cepa CL não foi detectada nestes órgãos 

(Melo et al., 1978). Forma sanguínea destas três cepas aparentemente apresentaram 

diferenças quanto a taxa de internalização por macrófagos e o parasitismo da 

musculatura de órgãos cavitários foi maior para a cepa Berenice do que Y e CL (Melo 

et al., 1978). Outro trabalhou mostrou um maior parasitismo da cepa JG em corações 

de camundongos BALB/c que foram infectados com uma mistura artificial contendo 
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igual proporção de tripomastigotas das cepas JG e Colombiana (Andrade et al., 1999). 

Um segundo trabalho deste mesmo grupo mostrou que Colombiana invade com maior 

eficiência as células cardíacas, mas a multiplicação dos parasitos da cepa JG é mais 

eficiente, o que explica o maior parasitismo do coração por esta cepa (Andrade et al., 

2010). Este trabalho mostrou que o desenvolvimento intracelular é importante para 

determinar o tropismo tecidual do parasito. As características biológicas das cepas 

também variam de acordo com o hospedeiro como observado no estudo experimental 

em roedor Zygodontomys lasiurus. Neste hospedeiro, a patência da infecção variou de 

26 a 29 dias nos animais inoculados com a cepa Y, enquanto que em camundongos 

esta patência varia de 14 a 16 dias (Borges et al., 1983).  

A grande variabilidade genética entre as linhagens do parasito, sobretudo 

devido ao tropismo diferencial, poderia ser um dos fatores envolvidos na evolução 

diferentes manifestações clínicas em pacientes chagásicos. Contudo, nenhum estudo 

conseguiu identificar claramente um padrão entre linhagem e manifestação clínica da 

doença de Chagas. Apesar disso, esta hipótese não foi descartada uma vez que 

correlações entre padrões de distribuição geográfica associadas as diferentes linhagens 

de T. cruzi e manifestações clínicas da doença de Chagas têm sido reportados. Em 

países do clone sul da América do Sul (Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai, 

Uruguai) onde a doença de Chagas é considerada mais severa, T. cruzi I (atual Tc I) 

está associado com o ciclo silvestre de transmissão infectando principalmente 

mamíferos arbóreos, enquanto que as cepas T. cruzi II (atual Tc II, V e VI) 

predominam no ciclo doméstico infectando homens e outros mamíferos terrestres 

(Freitas et al., 2005; Yeo et al., 2005). Por outro lado, Tc I predomina na bacia 

Amazônica e em áreas endêmicas para doença de Chagas na Venezuela. 

Manifestações patológicas digestivas associadas à infecção pelo T. cruzi são mais 

comuns nas regiões do Brasil Central e sul da América do sul, mas raras ou ausentes 

no norte da América do Sul e América Central (Buscaglia et al., 2003).  

 

 

1.4 Genotipagem e sorotipagem dos parasitos 

 

 A fim de investigar a correlação entre a variabilidade genética do T. cruzi e as 

diversas manifestações clínicas da doença de Chagas, várias metodologias têm sido 

usadas para identificar a linhagem do parasito que está causando a infecção. Com a 
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atual reclassificação das linhagens de T. cruzi em Tc I-VI (Zingales et al., 2009), três 

marcadores moleculares combinados são capazes de discriminar essas linhagens. 

(FIGURA 3) O primeiro marcador se baseia no polimorfismo de dois sítios de 

restrições da enzima AluI presentes no gene codificador da COII presente nas 

sequências de maxicírculos do parasito. A região alvo é amplificada por PCR e os 

“amplicons” são digeridos com a enzima AluI. O padrão dos fragmentos obtido 

permite separar as linhagens de T. cruzi em três grupos diferentes (De-Freitas et al., 

2006). Outro marcador se baseia na diferença do tamanho de fragmentos obtidos da 

amplificação por PCR da região intergênica dos genes codificadores de mini-éxon 

presentes nos minicírculos de T. cruzi (Burgos et al., 2007). O último marcador 

também se baseia na diferença do tamanho de fragmentos obtidos da amplificação por 

PCR, porém da região codificadora da subunidade 24S! do RNA ribosomal de T. 

cruzi (Souto et al., 1996). 

 A maioria das técnicas usadas para genotipagem requer o isolamento do parasito 

a partir de sangue de pacientes e posterior crescimento em meio de cultura ou em 

animais. Como muitas populações de T. cruzi são policlonais, acredita-se que esta 

estratégia possa selecionar sub-populações de parasitos mais adaptadas às condições 

de crescimento usadas (Macedo e Pena, 1998). Além disto, em face da ocorrência de 

tropismo tecidual diferencial em algumas cepas de T. cruzi (Andrade et al., 1999), os 

clones presentes no sangue do paciente podem não ser os mesmos encontrados nas 

lesões teciduais. Para contornar estas limitações foram desenvolvidas técnicas 

baseadas em PCR convencional e real-time PCR para genotipagem de parasitos 

diretamente de tecidos humanos cronicamente infectados (Vago et al., 1996; Freitas et 

al., 2005).  
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FIGURA 3 – Discriminação das linhagens de T. cruzi utilizando três marcadores 
moleculares. Inicialmente, parasitos devem ser analisados por PCR-RFLP do gene 
COII seguido por digestão por AluI (Freitas et al., 2006), o qual permite a 
discriminação de Tc I e Tc II entre si e as outras linhagens (Tc III-VI) apresentam o 
mesmo padrão de fragmentos. A fim de discriminar as linhagens Tc III a VI, são 
analisados outros dois marcadores. Um deles é região ITS de miniexon (Burgos et al., 
2007) e resulta em dois distintos “clusters”, um formado por Tc III e Tc IV e outro 
por Tc V e Tc VI. O passo final compreende a PCR para amplificar rDNA 24S! 
(Souto et al., 1996). Fonte: extraído de Macedo e Segatto, 2010. 
 

 

 Ainda não existe uma metodologia para sorotipagem de T. cruzi. Porém alguns 

polimorfismos de sequência e de tamanho em proteínas antigênicas entre diferentes 

cepas do parasito já foram identificados (Pais et al., 2008; Bhattacharyya et al., 2010). 

Essas diferenças podem resultar em um reconhecimento diferencial por anticorpos 

presentes no soro de indivíduos infectados por diferentes cepas  (Bhattacharyya et al., 

2010). 

 

 

1.5 O genoma da cepa CL-Brener 

 

As sequências completas dos genomas do parasito T. cruzi e de outros dois 

tripanosomatídeos, T. brucei e parasitos do gênero Leishmania, têm sido elucidadas 
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(El- Sayed et al., 2005; Berriman et al., 2005; Ivens et al., 2005; Peacock et al., 2007). 

No caso de T. cruzi, o clone CL Brener pertencente a linhagem Tc VI (Zingales et al., 

2009) foi escolhido para ter o genoma sequenciado por ser bem caracterizado 

experimentalmente (Zingales et al., 1997). Sua uma natureza hibrída e altamente 

repetitiva dificultou a montagem do genoma resultando em 32746 ”contigs“ 

parcialmente agrupados em 638 ”scaffolds” (El-Sayed et al., 2005; Weatherly et al, 

2009).  

Alguns estudos sugerem que a linhagem Tc VI, a qual pertence o clone CL 

Brener, pode ter se originado a partir de um evento de hibridação envolvendo a 

linhagem ancestral de Tc II e TcIII conforme mostrado na FIGURA 2 (Sturm et al., 

2003). Com o objetivo de se tentar discriminar os dois haplótipos de CL Brener,  

como parte da iniciativa do projeto genoma de T.cruzi, o genoma da cepa Esmeraldo, 

pertencente a linhagem Tc II, foi também parcialmente sequenciado com uma 

cobertura de 2,5X. Os “contigs” de CL Brener foram então comparados com as 

sequências individuais (reads) de Esmeraldo, permitindo distinguir os dois haplótipos 

para algumas regiões do genoma de CL Brener. Assim, para cerca de metade dos 

genes de CL Brener foi possível determinar qual alelo é mais similar às sequências do 

genoma de Esmeraldo, sendo denominado Esmeraldo-like. Por outro lado, os alelos 

menos similares às sequências de Esmeraldo foram denominados Non-Esmeraldo-

like. Aproximadamente 22570 genes codificadores de proteínas foram preditos  no 

genoma diplóide, com 6159 representando alelos presentes no haplótipo similar a Tc 

II (Esmeraldo-like), 6043 genes representando alelos do outro haplótipo (Non-

esmeraldo-like) e 10368 representando sequências que não puderam ser classificados 

para um haplótipo particular. Os dois haplótipos possuem alto nível de sintenia, com 

as maiores divergências devido a inserção e/ou deleção em regiões intergênicas e 

subteloméricas e amplificações de sequências repetitivas (FIGURA 4). A média de 

divergência entre os dois haplótipos é 5,4%, sendo que esta diferença diminui para 

2,2% em regiões codificadoras (El-Sayed et al., 2005). 

 



  

15 
 

 
 

FIGURA 4 – Comparação da arquitetura genômica de tripanossomatídeos. 
Sequências codificadoras dos cromossomos 7 de T. brucei foram alinhadas com  
sequências codificadoras dos cromossomos 22 de L. major e “scaffolds” do genoma 
da cepa CL Brener de T. cruzi. Retângulos vermelhos, roxos de azuis representam 
genes de L. major, T. brucei e T. cruzi, respectivamente. As linhas cinza conectam 
genes ortólogos. Linhas azuis conectam pares de alelos nos dois haplótipos de CL 
Brener. Triângulos laranja representam retroelementos, triângulo preto representa uma 
região telomérica. Caixas boninas e verdes destacam clusters gênicos codificadores de 
proteínas de superfície em T.cruzi. 
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2 JUSTIFICATIVA E MOTIVAÇÃO 

 

A doença de Chagas continua sendo um grave problema de saúde pública na 

América Latina. Não há vacinas contra a doença e o tratamento possui sérias 

limitações, sendo de eficiência restrita praticamente à fase aguda, quando a infecção 

pode não ser detectada devido à ocorrência de sintomas pouco específicos. Os 

métodos de diagnóstico também apresentam problemas. Vários testes utilizam 

extratos brutos ou semi-purificados de epimastigotas, formas que não são encontradas 

no hospedeiro mamífero. Além disso,  resultados falso-positivos devido à reação 

cruzada com parasitos do gênero Leishmania e T. rangeli têm sido reportados. Um 

outro aspecto importante ainda não elucidado diz respeito aos fatores determinantes 

da variabilidade clínica da doença de Chagas. Acredita-se que tanto componentes 

genéticos do parasito quanto do hospedeiro sejam importantes na definição da 

evolução clínica da doença. Estudos buscando correlacionar as cepas envolvidas na 

infecção com a manifestação clínica da doença têm utilizado, na maioria das vezes, 

técnicas de crescimento in vitro usando sangue de pacientes como inóculo 

(hemocultura) e genotipagem do parasito diretamente de tecidos infectados através de 

técnicas de PCR. Ambas estratégias apresentam limitações. A hemocultura pode levar 

à seleção de subpopulações de parasitos mais adaptados ao crescimento in vitro, 

enquanto que a identificação do parasito no sítio da infecção pode limitar o número de 

amostras analisadas já que envolvem técnicas de custos elevados, são laboriosas, são 

realizadas em equipamentos sofisticados e requerem tecidos de pacientes obtidos por 

procedimentos cirúrgicos ou autópsias. Nenhuma metodologia de sorotipagem do 

parasito foi até o momento proposta. Neste contexto, propomos identificar peptídeos 

derivados de epitopos de célula B conservados e polimórficos entre as diferentes 

cepas do parasito, visando contribuir para melhorar o sorodiagnóstico e realizar 

sorotipagem dos parasitos por ELISA, respectivamente. A técnica de ELISA foi 

escolhida por ser menos invasiva, de fácil execução e automação, permitindo estudos 

e aplicação em grande número de amostras. A identificação destes alvos foi facilitada 

com a publicação do genoma do parasito que, conjuntamente com a disponibilidade 

de algoritmos de predição de epitopos, permite o uso de abordagens em larga escala 

para a identificação de novos antígenos. Assim, utilizando os dados  do proteoma 

predito de T. cruzi e algoritmos de predição de epitopos de célula B, nós nos 

propusemos a identificar potenciais alvos específicos para sorodiagnóstico e 
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sorotipagem de T. cruzi. Esta estratégia foi utilizada porque CL Brener é um recente 

híbrido entre as linhagens TcII e Tc III, e epitopos polimórficos existentes entre os 

pares de alelos de CL Brener podem também ser polimórficos nos genótipos parentais 

e serem extrapoladas para as linhagens de T. cruzi existes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

18 
 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

  

 Rastrear o proteoma de T. cruzi para identificar epitopos de células B usando os 

dados gerados no projeto genoma de T. cruzi, ferramentas de bioinformática e ensaios 

experimentais de validação com um objetivo de identificar epitopos conservados em 

diferentes cepas do parasito visando melhorias do diagnóstico sorológico da doença 

de Chagas e epitopos polimórficos visando a sorotipagem dos parasitos que infectam 

cada paciente. 

 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

1. Identificar epitopos polimórficos e conservados entre os pares de alelos de genes 

cópias simples dos haplótipos Esmo e Non-esmo  do proteoma predito da cepa CL 

Brener de T. cruzi utilizando o algoritmo de predição de epitopos lineares de células B 

BepiPred (Larsen et al., 2006) e análises de polimorfismo.  

 

2. Realizar triagem dos epitopos preditos através da avaliação da reatividade de soros 

de camundongos C57BL/6 infectados com três cepas de T. cruzi pertencentes a 

diferentes linhagens evolutivas do parasito contra um “array” de peptídeos 

covalentemente ligados a uma membrana de celulose; 

 

3. Validar por ELISA e ELISA de afinidade a reatividade de soros de camundongos 

C57BL/6 infectados com diferentes cepas do parasito contra os peptídeos mais 

promissores para sorotipagem e sorodiagnóstico sintetizados na forma solúvel; 

 

5. Avaliar reconhecimento dos peptídeos selecionados por IgM e IgG em soro de 

cobaias (Cavia porcellus) em diferentes tempos após a infecção com a cepa Y de T. 

cruzi. 

 

4. Testar a reatividade cruzada dos peptídeos selecionados com soros de 

camundongos C57BL/6 infectados com Trypanosoma rangeli e de pacientes 
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infectados com Leishmania braziliensis; 

 

5. Mapear os aminoácidos envolvidos no reconhecimento dos peptídeos pelos soros 

de camundongos C57BL/6 infectados com as diferentes cepas de T. cruzi, T. rangeli e 

soros de pacientes infectados com L. braziliensis; 

 

6. Testar a reatividade dos soros de pacientes chagásicos genotipados contra o painel 

de peptídeos selecionados; 

 
 
7. Testar a reatividade dos soros de pacientes chagásicos com diferentes formas 

clínicas da doença contra o painel de peptídeos selecionados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 
4.1 Reagentes e produtos: 

 

• 4-metilpiperidina – Merck; 

• Acetonitrila P.A.-A.C.S.– Synth 

• Ácido cítrico – CRQ; 

• Ácido sulfúrico A.C.S. – Isofar; 

• Ácido trifluoroacético – Merck; 

• Albumina sérica bovina – Fitzgerald; 

• Agarose ultrapure – Life Technologies; 

• Anidrido acético –  Merck; 

• Anti-IgG humano conjugado com peroxidase – SIGMA ALDRICH; 

• Anti-IgG murino conjugado com peroxidase – SIGMA ALDRICH; 

• Anti-IgG porquinho-da-índia conjugado com peroxidase – SIGMA ALDRICH; 

• Anti-IgM porquinho-da-índia conjugado com peroxidase – SIGMA ALDRICH; 

• Azul de bromofenol – SIGMA ALDRICH; 

• Bis acrilamida 40% - Bio-Rad 

• Carbonato de sódio – SIGMA ALDRICH; 

• Cloreto de potássio P.A. – Synth; 

• Cloreto de sódio P.A. – Synth; 

• Cloreto de cálcio P.A.-A.C.S. – Synth; 

• Cloreto de magnésio – Synth; 

• DIC – Novabiochem; 

• Diclorometano – SIGMA ALDRICH; 

• ECL Plus Western blotting – GE Healthcare; 

• Enzima de restrição Alu I – Fermentas; 

• Etanol – Merck; 

• Éter diisopropílico – Merck; 

• Fmoc-aminoácidos – Intavis AG; 

• Fosfato básico de sódio P.A. – Nuclear; 

• Fosfato bibásico de sódio P.A. – Nuclear; 

• GIBCO RPMI – Invitrogen; 
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• Glicose P.A.-A.C.S. – Vetec; 

• GoTaq DNA Polymerase 5X – Promega; 

• Hemina – SIGMA ALDRICH; 

• Hidróxido de sódio – Merck; 

• HOBt – Novabiochem; 

• Infusão de Fígado – Difco BD; 

• Nitrato de prata – Merck; 

• OPD – SIGMA ALDRICH; 

• Peróxido de hidrogenia 30 V – Vetec; 

• L-Prolina – Merck; 

• Resina RINK amidada – Novabiochem; 

• Solução Penicilina/Estreptomicina – SIGMA ALDRICH; 

• Soro Bovino Fetal – Cultilab; 

• Sulfato de cobre – Proquímios; 

• Taq polimerase – Phoneutria; 

• Tripsina/EDTA – Cultilab 

• Triptose – HIMEDIA; 

• Triisopropilsilano – Merck; 

• Tween 20 U.S.P. – Synth; 

• Uréia P.A. – Vetec; 

 
 

4.2 Bancos de dados 

  

 Os dados originados do projeto genoma da cepa CL Brener de T. cruzi (El-

Sayed et al., 2005) encontram-se em um servidor no Laboratório de Imunologia e 

Genômica de Parasitos no Departamento de Parasitologia/UFMG. Estes dados estão 

estruturados em um banco relacional MySQL v5.0. Neste trabalho utilizou-se um 

banco de dados de sequências nucleotídicas do genoma diplóide, e suas respectivas 

sequências protéicas preditas de pares de alelos de  genes cópia simples, excluindo-se 

pseudogenes e genes parciais. Os pares de alelos de cada gene foram classificados 

como Esmeraldo-like (Esmo) e Non-esmeraldo (Non-esmo) por possuírem maior ou 

menor identidade com sequências da cepa Esmeraldo, respectivamente (El-Sayed et 

al., 2005).  
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4.3 Identificação in silico de epitopos lineares de células B 

  

 O pipeline da análise, resumido na FIGURA 5, foi desenvolvido com scripts em 

Bash e linguagem PERL. Inicialmente epitopos lineares de célula B foram preditos 

em todo o proteoma da cepa CL Brener de T. cruzi utilizando o programa BepiPred 

(Larsen  et al., 2006). Este programa atribui a cada aminoácido da sequência uma 

pontuação de predição que se correlaciona positivamente com a probabilidade daquele 

aminoácido participar de um epitopo linear de célula B. Nesta análise utilizamos uma 

abordagem conservativa com valor de corte igual a 1.3, o que significa que apenas 

aminoácidos com pontuação de predição acima de 1.3 foram considerados como 

prováveis participantes de epitopos. Este valor de corte fornece 96% de especificidade 

e 13 % de sensibilidade, minimizando a seleção de muitos epitopos falso-positivos 

(CBS, 2010). Utilizamos dois peptídeos controle correspondente ao epitopo 

AAKTAAKPAAKSAAKPAAKP previamente mapeado na proteína L7a 

(Tc00.1047053506401.320) (Pais et al., 2008) e ao epitopo AEPKSAEPKPAEPKS 

mapeado em um trans-sialidase (Tc00.1047053510307.284) de T. cruzi (Peralta et al., 

1994). O controle negativo corresponde ao peptídeo  PIELVLWMPTLCRAN está 

presente na região da proteína L7a para a qual não é observada reatividade com o soro 

de indivíduos infectados (Pais et al. 2008). 

 Utilizando também o proteoma predito de T. cruzi, os pares de alelos de genes 

cópias simples Esmo e Non-esmo previamente identificados (El-Sayed, Myler et al. 

2005) foram alinhados utilizando o programa Clustal W (Chenna et al., 2003). Cada 

aminoácido alinhado recebeu uma pontuação, de acordo com a interpretação do seu 

alinhamento, conforme a TABELA 1. Um script em Perl utilizando a metodologia de 

janela deslizante percorreu sequências de 15 aminoácidos ao longo de toda a proteína, 

a fim de correlacionar as pontuações de polimorfismo e de predição de epitopos 

lineares de célula B. Optou-se por avaliar sequências de 15 aminoácidos, pois este é o 

tamanho ideal para as metodologias de síntese de peptídeo utilizadas neste trabalho. 

Sequências com o somatório dos scores de polimorfismo acima de 6 e score  médio de 

predição do Bepipred acima de 1.3 foram consideradas como epitopos polimórficos. 

Sequências de 15 aminoácidos com score médio de predição de epitopo igual entre as 

duas sequências e acima de 1.3 e score de polimorfismo igual a zero foram 
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considerados epitopos conservados (FIGURA 5A).  

   

                        

 

 

FIGURA 5 – Pipeline para identificação de epítopos polimórficos e conservados 
T. cruzi específicos. A) Epitopos identificados no proteoma predito da cepa CL-
Brener de T. cruzi  foram classificados em polimórficos e conservados de acordo com 
o alinhamento dos pares de alelos de genes cópias simples que continham sua 
sequência. B) Epitopos com sequência similar em genomas e proteomas de outros 
parasito evolutivamente  próximos a T. cruzi foram eliminados. 
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TABELA 1 – Pontuação de alinhamento entre proteínas Esmo e Non-esmo de T. 
cruzi. 
Interpretação do alinhamento Pontuação 
Aminoácidos idênticos 0 
Aminoácidos diferentes com propriedades químicas similares 1 
Aminoácidos diferentes com propriedades químicas diferentes 2 
Gap em sequência 3 

 

 

Para minimizar a chance de reação cruzada com outros parasitos 

filogeneticamente relacionados, sequências de peptídeos com alta similaridade com 

proteínas de outros tripanossomatídeos foram identificadas utilizando o algoritmo 

BLAST (Altschul et al., 1990) e descartadas (FIGURA 5B). A versão do algoritmo 

denominada blastp foi utilizado para comparar epitopos polimórficos e conservados 

com o proteoma predito de L. braziliensis, L. infantum, L. major e T. brucei. Epitopos 

polimórficos e conservados também foram comparados com “contigs” de T. rangeli 

utilizando a versão  tblastn do algoritmo.  Epitopos com mais de 70% de identidade ao 

longo de mais de 70% da sequência foram eliminados das análises subsequentes. 

 

 

4.4 Parasitos 

 

 Foram utilizadas neste estudo cepas pertencentes a três diferentes linhagens de 

T. cruzi, conforme especificado na TABELA 2. Culturas de epimastigotas mantidas a 

28ºC em meio LIT (Camargo, 1964) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 

100 ug de estreptomicina/ml e 100 unidades de penicilina/ml. As culturas foram 

repicadas a cada 3 dias mediante inóculos de 1 x 106
 células/ml até a fase logarítmica 

de crescimento, quando a densidade celular era de aproximadamente 1 x 107
 

células/ml (Bartholomeu et al., 2002). A fim de se obter formas tripomastigotas 

metacíclicas para a infecção in vitro, formas epimastigotas de cultura em fase 

logarítmica de crescimento foram submetidas a um estresse nutricional. Para isso, os 

parasitos foram centrifugados a 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) por 10 

minutos a 4 ºC, ressuspensos em meio TAU, na concentração de 1 x 106
 células/ml e 

mantidos a 28ºC por 2 horas (Camargo, 1964). Após este período de estresse 
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nutricional, o meio foi suplementado com 10 mM de L-Prolina (TAUG) e os parasitos 

foram cultivadas por 72 horas a 28ºC. Durante este período os parasitos aderiram às  

paredes das garrafas de cultivo e diferenciaram-se em formas tripomastigotas 

metacíclicas, soltando-se então do substrato (Bonaldo et al., 1988). Formas 

tripomastigotas metacíclicos foram recolhidas do sobrenadante e concentradas por 

centrifugação 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) a 4 °C por 10 min.  

 
 
    TABELA 2 – Cepas de T. cruzi utilizadas. 

Cepa  Linhagem 
Colombiana Tc I 
Y Tc II 
Cl Brener Tc VI 

 

 

Os tripomastigotas metacíclicos obtidos foram utilizados para infectar células L6 

(mioblasto de rato) e a infecção mantida em meio RPMI suplementado com 2% de 

soro fetal bovino, 100 ug de estreptomicina/ml e 100 unidades de penicilina/ml a 37 
oC e 5% de CO2 (Bartholomeu et al., 2002). Os tripomastigotas obtidos de cultura que 

foram separados do meio por centrifugação 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) 

a 4°C por 10 min. 

 Epimastigotas da cepa SC-58 de T. rangeli mantidos em meio LIT a 28 ºC 

suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 ug de estreptomicina/ml e 100 

unidades de penicilina/ml até a fase logarítmica de crescimento (108 parasitos/ml). Ao 

atingir esta densidade, a cultura era repicada a uma densidade de 106 parasitos/ml. Na 

fase logarítmica, epimastigotas foram separadas do meio de cultura por centrifugação 

3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) a 4°C por 10 min, seguido de três sucessivas 

lavagens com PBS e centrifugações. Diferenciação das formas epimastigotas para 

formas tripomastigotas foi induzida em meio DMEM com pH 8, por 6 dias e 

densidade de 106 parasitos/ml (Koerich et al., 2002). 

 
 
 
4.5 Camundongos infectados com T. cruzi 

 

 Camundongos C57BL/6, machos e de duas a quatro semanas de vida foram 

infectados intraperitonealmente com diferentes cepas de T. cruzi.  Cada grupo 
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experimental era composto de seis animais. Devido a diferença na suscetibilidade e 

mortalidade causada por cada cepa, diferentes inóculos foram utilizados. Um grupo 

foi infectado com 50 tripomastigotas da cepa Colombina e outro grupo com 500 

tripomastigotas da cepa Y. Para o clone CL Brener, foram utilizados três inóculos  

diferentes de parasitos, sendo um grupo de animais infectados com 50 

tripomastigotas, outro grupo com 100 tripomatigotas e um último grupo com 500 

tripomastigotas. Um grupo contendo seis animais não infectados foi utilizado como 

controle negativo dos experimentos. Dez dias após a inoculação, a infecção foi 

confirmada através da observação tripomastigotas por exame a fresco. Para isso,  5 uL 

de sangue coletado da cauda de cada animal foram colocados em lâminas de vidro, 

cobertos com lamínulas e observadas em microscópio óptico para a identificação e 

contagem dos parasitos. O sangue dos animais infectados foi coletado por punção 

cardíaca três meses após a infecção. Destas amostras também foi obtido o soro. Para 

isso, incialmente deixou-se as amostras coagularem em repouso por um período de 30 

minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se uma etapa de  centrifugação a 5000 rpm 

(Eppendorf centrifuge 5424) por 15 minutos e retirada cuidadosa do sobrenadante, 

denominado soro. Todas as metodologias envolvendo animais estão de acordo com o 

código de ética do COBEA, foram previamente aprovadas pelo CETEA/UFMG e 

registrado como protocolo n° 143/2009 (item anexo 1).  

 

 

4.6 Camundongos infectados com T. rangeli 

 

 Na ausência de soroteca humana de indivíduos infectados com T. rangeli SC-

58, soro de animais infectados por este parasito serão utilizados para avaliação da 

reação cruzada dos peptídeos usados neste trabalho e extratos brutos de T. cruIcom 

esta parasitose. Para isso, foi realizada diferenciação in vitro dos parasitos para obter 

tripomastigotas conforme (Koerich et al., 2002). 1 x 105 parasitos) obtidos após este 

período foram inoculados intraperitonealmente em seis camundongos C57BL/6,  

machos  e com duas a quatro semanas de vida. Após a inoculação, a infecção foi 

acompanhada de dois em dois dias através da observação tripomastigotas por exame a 

fresco, conforme descrito no item 4.5. O sangue dos animais infectados na fase aguda 

foi coletado por punção cardíaca 45 dias pós-inoculação. O soro foi então obtido, 

esperando-se um tempo de coagulação de 30 minutos, seguido por  centrifugação a 
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5000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) e retirada cuidadosa do soro no 

sobrenadante. 

 

4.7 Soroteca de cobaias infectados com T. cruzi 

 

 Soros de cobaias (Cavia porcellus) infectados com a cepa Y de T. cruzi foram 

cedidos pelo Dr. Robert Gilman da Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, 

Peru e Johns Hopkins Boomberg School of Public Health, EUA. Soros individuais 

foram obtidos de seis animais infectados com 104 parasitos em cinco diferentes 

tempos: 5, 13, 27, 41, 117 e 167 dias após a infecção. Soro de seis cobaias inoculados 

apenas com meio RPMI foram utilizados como controle negativo.  

 

 

4.8 Soroteca de pacientes chagásicos tipados 

 

 Dez soros de pacientes chagásicos previamente tipados e pertencentes a 

linhagem Tc II foram cedidos pela Professora Lucia Maria da Cunha Galvão do 

Centro de Ciências da Saúde /UFRN. Dez soros de indivíduos não infectados foram 

utilizados como controle negativo.  

 

 

4.9 Sorotecas de pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença 

 

 Duas sorotecas de pacientes com formas clínicas da doença de Chagas 

caracterizadas foram utilizadas neste trabalho. A primeira, cedida pela Professora 

Juliana de Assis Gomes Estanislau do Departamento de Morfologia/UFMG, continha 

cinco amostras de pacientes com a forma indeterminada da doença. A segunda, cedida 

pelo Professor Mauro Martins Teixeira do Departamento de Bioquímica e 

Imunologia/UFMG continha soro de cinco indivíduos com a forma indeterminada da 

doença de Chagas, cinco com cardiopatia chagásica crônica grau 1 e seis com 

cardiopatia chagásica crônica grave. Dez soros de indivíduos não infectados foram 

utilizados como controle negativo. 
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4.10 Soroteca de pacientes com leishmaniose 

 

 Amostras de soros e sangue de pacientes infectados com parasitos do gênero 

Leishmania coletados no Centro de Referência em Leishmaniose do município de 

Januária/MG foram cedidos pelo Professor Ricardo Toshio Fujiwara do Departamento 

de Parasitologia/UFMG. Soros e sangue foram coletados de 15 indivíduos com 

leishmaniose cutânea. 

 

4.11 Extração do DNA  

 

 Para extração de DNA genômico foi utilizado o kit GFXTM Genomic Blood 

DNA Purification (GE Healthcare) seguindo o protocolo do fabricante. Foram 

utilizados em cada extração 108 epimastigotas ou 105 tripomastigotas ressuspendidos 

em 300 uL de PBS  ou 300 uL de sangue imediatamente coletado de camundongos ou 

conservado em tampão citrato para amostras humanas. As formas epimastigotas e 

tripomastigotas foram submetidas à centrifugação a 3.000 rpm (Eppendorf centrifuge 

5804 R) a 4°C por 10 minutos. Após essa centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento lavado duas vezes com 10 mL de PBS com centrifugação a 

3.000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) a 4°C por 10 minutos em cada lavagem. A 

300 uL de cada amostra foi adicionado 20 uL de proteinase K e 400 uL do tampão de 

lise, seguido de vortexação por 15 segundos e incubação por 10 minutos em 

temperatura ambiente. DNA genômico foi separado da mistura inicial por sua 

afinidade a uma coluna de sílica. A coluna com o DNA ligado foi lavada 3 vezes com 

tampão de lavagem. O DNA extraído foi eluído da coluna de sílica com água milliQ 

autoclavada, quantificado no espectrofotômetro NanoDrop® Spectrophotometer ND-

1000 e armazenado a -20°C até o momento do seu uso. 

 

4.12 Diagnóstico molecular de T. cruzi 

 

 Diagnóstico de infecção por T. cruzi foi realizado por PCR que possui como 

alvo o DNA satélite 195 SAT (Moser et al., 1989). A amplificação foi realizada 

utilizando o par de primers TcZ1 (CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT) e TcZ2 

(CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG). As reações foram compostas de 1X 

tampão GoTaq,  1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs, 0.75 U Taq e 10 pM de cada 
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primer. As condições de PCR incluem uma desnaturação inicial a 94 °C por 10 

minutos, seguidas de 25 ciclos com desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento 

dos primers a 62 °C  por 30 segundos e extensão a 72 °C por 1 minuto e uma extensão 

final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese 

em gel de agarose 1,2%. A infecção de T. cruzi foi considerada positiva pela presença 

de um rastro de DNA acima de 195 pb. 

 

 

4.13 Genotipagem dos parasitos. 

 

 Genotipagem dos parasitos foram realizadas por PCR  utilizando DNA extraído 

de formas tripomastigotas de cultura e três marcadores conforme descrito previamente 

(Macedo e Segatto, 2011). Os três marcadores utilizados são: COII (De-Freitas et al., 

2006), rDNA 24S! (Souto et al., 1996) e Mini-exon SL-IRac (Burgos et al., 2007). 

Reações foram compostas de 1X tampão GoTaq,  1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs, 

0.75 U Taq e 10 pM de cada primer. A sequência dos primers, bem como os 

programas de PCR utilizados para cada marcador estão resumidos na TABELA 3.  

 
 

TABELA 3 – Primers e programas utilizados para PCR dos marcadores dos grupos de T. cruzi. 
Marcador: COII Mini-exon  rDNA 24S!  
Primer foward CCATATATTGTTGCATTATT CGTACCAATATAGTACAGAAACTG AAGGTGCGTCGACAGTGTGG 
Primer reverse TTGTAATAGGAGTCATGTTT CTCCCCAGTGTGGCCTGGG TTTTCAGAATGGCCGAACAGT 
Desnaturação inicial 94 °C por 5 min 94 °C por 3 min 94 °C por 10 min 
Desnaturação  94 °C por 45s 94 °C por 1 min 94 °C por 30 s 
Anelamento 45 °C por 45s 68 °C por 1 min (2*) 

66 °C por 1 min (2*) 
64 °C por 1 min (2*) 
62 °C por 1 min (2*) 

60 °C por 1 min (35*) 

60 °C por 30 s 

Extensão  72 °C por 1 min 72 °C por 1 min 72 °C por 30 s 
Número de ciclos 40 43** 30 
Extensão final 72 C por 5 min 72 °C por 10 min 72 °C por 10 min 

* Número de ciclos com diferentes temperatura de anelamento. 
**  Número de ciclos total, somando todos os ciclos com diferentes temperatura de anelamento. 

 

 

 O produto de PCR obtido para o marcador COII foi digerido com a enzima AluI, 

1U para cada 20 uL, por cerca de 16 horas a 36 °C. Os produtos de PCR dos 

marcadores Mini-exon SL-IRac e rDNA 24S! e o produto de digestão do marcador 

COII foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, seguido por 
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coloração com nitrato de prata. Os fragmentos obtidos para cada amostra foram então 

comparados com os fragmentos esperados de cada marcador para cada linhagem de T. 

cruzi (TABELA 4). 

 
TABELA 4 – Perfil dos fragmentos esperados dos marcadores moleculares 
para cada linhagem de T. cruzi 
 Marcadores – fragmentos (pb)  
Linhagem COII Mini-exon SL-IRac rDNA 24S!  

Tc I 30, 81  e 264 150 110 
Tc II 81, 82 e 212 150 125 
Tc III 81 e 294 200 110 
Tc IV 81 e 294 200 125 
Tc V 81 e 294 150 110 e 125 
Tc VI 81 e 294 150 125 

 

 

4.14 Diagnóstico molecular de L. braziliensis  

  

 Diagnóstico de infecção por L.braziliensis foi realizado por PCR usando como 

alvo uma região específica do minicírculo do parasito (De-Bruijn et al., 1992). A 

amplificação foi realizada utilizando o par de primers B1  

(GGGGTTGGTGTAATATAGTGG) e B2 (CTAATTGTGCACGGGGAGG). As 

reações foram compostas de 1X tampão GoTaq,  1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs, 

0.75 U Taq e 10 pM de cada primer. As condições de PCR incluem uma desnaturação 

inicial a 96 °C por 6 minutos, seguidas de 26 ciclos com desnaturação a 93 °C por 30 

segundos, anelamento dos primers a 67,5 °C  por 1 minuto e extensão a 72 °C por 1 

minuto e uma extensão final a 72 °C por 11 minutos. Os produtos de PCR foram 

separados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. A infecção de L. braziliensis foi 

considerada positiva pela presença de um banda de aproximadamente 750 pb. 

 

 

4.15 Diagnóstico molecular de T. rangeli 

 

 Diagnóstico de infecção por T. rangeli foi realizado por PCR usando como alvo 

o gene SnoRNA-cl1 (Morales et al., 2002). A amplificação foi realizada utilizando o 

par de primers TrF (CGCCCCGTCTTGCCCTGT) e TrR2 

(CGCAGCAAGGACAGGAGGGA). As reações foram compostas de 1X tampão 



  

31 
 

GoTaq,  1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs, 0.75 U Taq e 10 pM de cada primer. As 

condições de PCR incluem uma desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, seguidas 

de 35 ciclos com desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 

63°C  por 1 minuto e extensão a 72°C por 30 segundos e uma extensão final a 72°C 

por 5 minutos. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de 

agarose 1,2%. A infecção de T. rangeli foi considerada positiva pela presença de um 

banda de aproximadamente 650 pb. 

  

 

4.16 Spot síntese  
 
 
 Um total de 150 peptídeos foram sintetizados em membrana de celulose pré-

ativada e derivatizada com um espaçador de 10 resíduos de polietilenoglicol (Intavis 

AG) conforme Frank, 2002. Duas membranas foram sintetizadas em duplicata, uma 

possuindo 30 peptídeos em um arranjo de 10 X 3 e a outra com 120, em um arranjo de 

10 X 12 utilizando o equipamento MultiPep SPOT (Intavis AG). Inicialmente, os 

Fmoc-aminoácidos a 0,5 mM foram ativados  por 20 minutos  com HOBt 0,05 mM  e 

DIC 0,1 mM.  Após dispensação de cada Fmoc-aminoácido pré-ativado nas 

membranas em sua respectiva posição, foi esperado um tempo de reação de 30 

minutos. Sítios da membrana que não se ligaram a aminoácidos foram então 

bloqueados com anidrido acético 10%, seguido pela desproteção dos Fmoc-

aminoácidos com 4-metilpiperidina 25%. A desproteção dos aminoácidos foi 

confimada corando os spots com solução de azul de bromofenol 2%. Um novo ciclo 

de dispensação de aminoácidos foi então realizado. Essas etapas se repetem até que o 

último aminoácido seja incorporado ao peptídeo que está sendo sintetizado. Após o 

término da síntese dos peptídeos, foi realizada a desproteção das cadeias laterais 

utilizando 25:25:1,5:1 de TFA,  DCM, triisopropilsilano e água e posterior 

monitoramento da desproteção com azul de bromofenol 2%, que coram resíduos 

básicos e por isso, confirmam que estes grupos estão livres nos peptídeos sintetizados.  

 

 

4.17 Immunoblotting 

 

 Os experimentos de reatividade das membranas contendo os arranjos de 
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peptídeos contra diferentes soros foram realizados como previamente descrito  por 

Frank, 2002. Inicialmente, as membranas foram bloqueadas com uma solução 5% 

BSA e 4% de sacarose em PBS pH 7,4 e incubadas por uma hora sob agitação. Em 

seguida, as membranas foram incubadas por uma hora sob agitação com soro de 

camundongo diluído 1:500 em solução de bloqueio. Após lavagem com PBS, as 

membranas foram incubadas por uma hora sob agitação com anticorpos secundários 

anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase e diluídos 1:10000 na solução de 

bloqueio. Novamente realizou-se uma etapa de lavagem com PBS, seguindo a 

revelação da membrana com ECL Plus Western blotting utilizando o 

fotodocumentador Kodak. Como controle negativo, membranas foram submetidas às 

mesmas condições experimentais usando soro de camundongos não infectados. Em 

seguida, para cada cepa foi realizado análise densitométrica de cada “spot” utilizando 

o software ImageMasterTM  2D Platinum (GE). 

 Após revelação, as membranas foram regeneradas para retirar qualquer 

anticorpo ligado a elas. Inicialmente, as membranas foram lavadas três vezes com 

DMF por 10 minutos cada, seguida de uma lavagem com água deionizada por 1 

minuto. Em seguida, foram realizadas três lavagens de 30 minutos cada com uma 

solução desnaturante de uréia 8 M e SDS 10%, seguida por mais uma lavagem de 1 

minuto com água deionizada.   As membranas foram submetidas a três lavagens com 

uma solução ácida de etanol 55% e ácido acético 10%, seguida de uma última 

lavagem de 1 minuto com água deionizada. As membranas foram colocadas em etanol 

duas vezes, por 5 minutos cada, para retirar umidade e secas em ar frio. Após este 

protocolo de regeneração, estavam prontas para serem reutilizadas. 

 

 

4.18 Síntese dos peptídeos solúveis 

 

 Os peptídeos selecionados serão sintetizados em fase sólida pelo método de N-

9-fluorenilmetoxicarbonil (Wellings and Atherton, 1997) na escala de 30 umol. Toda 

síntese foi realizada no equipamento PSSM8 (Shimadzu, Kyoto, Japan). Fmoc-

aminoácidos foram ativados por 30 minutos com 1 equivalente de HObt e 2 

equivalentes de DIC. Após este tempo, os aminoácidos ativados foram colocados em 

contato com a resina Rink amidada com grau de substituição de 0,61 por 45 minutos. 

Os grupos Fmoc foram então removidos com solução de 4-metilpiperidina 25%. A 
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ativação, incorporação na resina e desproteção do grupo Fmoc foram então repetidas 

até síntese completa da cadeia dos peptídeos. Depois de terminada a síntese, os 

peptídeos foram clivados da resina juntamente com a  desproteção da cadeia lateral 

com uma mistura contendo 9,4% de TFA, 2,4% de água e 0,1% de triisopropilsilano. 

O peptídeo foi precipitado do material bruto com éter diisopropílico por 16 horas a 4 
oC, seguido de centrifugação a 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) por 5 

minutos. O sólido obtido foi lavado duas vezes com éter diisopropílico gelado e 

centrifugado novamente. O precipitado contendo o peptídeo foi então solubilizado em 

água e liofilizado. Os peptídeos sintetizados foram purificados por cromatografia em 

fase reversa utilizando-se a coluna Sephasil Peptide C18  (Shimadzu) acoplada a 

sistema de HPLC (Shimadzu). Primeiramente, a coluna foi lavada com a solução de 

TFA 1.1% por 10 minutos. Os peptídeos foram eluídos posteriormente utilizando-se 

um gradiente de 0 a 25% de acetonitrila durante 75 minutos com 0 –10 minutos até 

10% de acetonitrila. Após a purificação, os peptídeos foram submetidos à 

espectrometria de massa em equipamento Autoflex Speed MALDI/TOF (Bruker) para 

confirmação de sua massa molecular. 

 
 

4.19 Preparação do antígeno bruto 

 

 Antígeno bruto foi preparado através de lise por ultrassom conforme adaptado 

de (Vitor and Chiari, 1987). Um total de 1 x 1010 epimastigotas obtidas conforme o 

ítem 5.3 foram ressuspendidos em 5 mL de PBS pH 7.4. Os parasitos foram então 

submetidos à ruptura por ultrassom  cinco vezes a 25 hertz por 45 segundos cada, com 

intervalos entre as repetições de 30 segundos. Todo procedimento foi realizado com 

as amostras no gelo. A concentração de proteínas foi determinada pelo método de 

Lowry (Lowry et al., 1951). Para a construção da curva de calibração, foi utilizado 

BSA 4 mg/mL que foram diluídos em diferentes soluções padrões para as seguintes 

concentrações: 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 mg/mL. Em placas de poliestireno de 96 poços 

eram aplicadas: 960 uL da solução de Na2CO3 3% em NaOH 0,1 N, 20 uL de tartarato 

de sódio e potássio 4%, 20 uL de sulfato de cobre 2%, 10"L das amostras ou das 

soluções padrões de BSA e 90 uL de água. Após agitar, aguardou-se 10 minutos e  em 

seguida adicionou-se 100 "L da solução de Folin 1:3. Após 10 minutos, as amostras 

foram lidas em um espectrofotômetro a 660 nm. A curva de calibração foi construída 
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com os valores de absorbância das soluções padrões e as concentrações de proteína da 

amostra foram determinadas utilizando a curva obtida. 

 

 

4.20 ELISA 

 

Ensaios de ELISA foram realizados em placas de PVC flexível de 96 poços 

(BD Falcon). Em cada poço, 2 ug de peptídeo sintético ou de antígeno bruto diluídos 

em 50 uL de água Milli-Q foi adicionado e as placas incubados a 37°C até evaporação 

de todo o líquido. Em seguida, o bloqueio foi realizado tratando-se as placas com 

tampão de bloqueio 5% de soro bovino fetal em PBS por 1 hora a 37°C. Peptídeos e 

excesso da solução de bloqueio não ligados foram removidos lavando-se os poços três 

vezes com tampão PBS-0.05% Tween 20. Após a lavagem das placas, 50 uL dos 

soros diluídos 1:100 em tampão de bloqueio foram adicionados, seguido de incubação 

por 1 hora a 37°C. As placas foram novamente lavadas por quatro vezes e anticorpo 

anti-IgG humano ou murino conjugado a peroxidase diluído 1:2000 no tampão de 

bloqueio foi adicionado. Após incubação das placas por 1 hora a 37°C, um novo ciclo 

de quatro lavagens foi realizado e 100 uL da solução substrato contendo ácido cítrico 

0,1 M, Na2PO4 0,2 M, OPD 0,05% e H2O2 0,1% foi então adicionada. As placas 

foram incubadas à temperatura ambiente ao abrigo de luz por cerca de 15 minutos, 

quando se adicionou 50 uL de H2SO4 e a absorbância lida em leitor de ELISA a 492 

nm. Os valores de cutoff (C) foram calculados para cada placa como sendo: 

C=m+3SD, onde m é a média da absorbância e SD é o desvio padrão de resultados 

obtidos com soro de indivíduos saudáveis ou camundongos não infectados. 

 
  

4.21 ELISA de avidez 

 

 Ensaios de ELISA  de avidez foram baseados  no método dissociativo usando 

uréia como agente desnaturante proposta por (Hedman et al., 1989). Também foram 

realizados em placas de PVC flexível de 96 poços (BD Falcon) e os experimentos 

realizados em duplicata. Em cada poço, 2 ug de peptídeo sintético ou de antígeno 

bruto diluídos em 50 uL de água Milli-Q foi adicionado e as placas incubadas a 37°C 

até evaporação de todo o líquido. O bloqueio foi então realizado tratando-se as placas 
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com tampão de bloqueio 5% de soro bovino fetal em PBS por 1 hora a 37°C. 

Peptídeos e excesso da solução de bloqueio não ligados foram removidos lavando-se 

os poços três vezes com tampão PBS-0.05% Tween 20. Após a lavagem das placas, 

50 uL dos soros diluídos 1:100 em tampão de bloqueio foram adicionados, seguido de 

incubação por 1 hora a 37°C. As placas foram novamente lavadas por quatro vezes. 

Como o experimento foi feito em duplicata, previamente à adição do anticorpo 

conjugado com peroxidase, foi adicionado em uma réplica 50 uL de uréia 6 M em 

PBS e na outra réplica, apenas 50 uL de PBS. Anticorpo anti-IgG humano ou murino 

conjugado a peroxidase diluído 1:2000 no tampão de bloqueio foi adicionado. Após 

incubação das placas por 1 hora a 37°C, um novo ciclo de quatro lavagens foi 

realizado e 100 uL da solução substrato contendo ácido cítrico 0,1 M, Na2PO4 0,2 M, 

OPD 0,05% e H2O2 0,1% foi então adicionada. As placas foram incubadas à 

temperatura ambiente ao abrigo de luz por cerca de 15 minutos, quando se adicionou 

50 uL de H2SO4 e a absorbância lida em leitor de ELISA a 492 nm. Os resultados 

foram apresentados como índice de avidez (IA), determinados pela razão entre os 

valores de absorbância das amostras tratadas com uréia  e os valores de absorbância 

das amostras não tratados e expressos em porcentagem. Um IA menor que 40% foi 

considerado de baixa avidez, entre 41 e 70% de média avidez e maior que 70% de alta 

avidez. 

 

 

4.22 Ala scan 

 

 O mapeamento dos aminoácidos de epitopos que são importantes nas ligações 

com anticorpos foi realizada pela técnica de Ala scan (Winkler and Campbell, 2008). 

Para isso, utiliza-se a técnica de spot síntese descrita no item 5.8 para construção de 

uma membrana de celulose com peptídeos ligados covalentemente. Na técnica de Ala 

scan, o aminoácido alanina é usado para substituir sequencialmente cada resíduo de 

aminoácido do peptídeo original. A substituição de um resíduo crítico no 

reconhecimento do anticorpo resulta em uma diminuição de reatividade. Após a 

síntese da membrana, experimentos de imunoblotting foram realizados conforme o 

item 5.9. Durante a análise por densitometria utilizando o software ImageMasterTM 

2D Platinum (GE), os spots  que deixaram de ser reconhecidos ou tiveram o nível de 

reconhecimento diminuído foram identificados.  
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4.23 Identificação de padrões no proteoma de parasitos 

 

 Identificação de padrões de aminoácidos em sequências de proteínas do 

proteoma de L. braziliensis foi realizada utilizando o programa fuzzpro do pacote 

EMBOSS (Rice et al., 2000). Este programa recebe como entrada um arquivo 

multifasta contendo as sequências protéicas e um determinado padrão de “strings” 

com tamanho definido. Para posições variáveis da sequência do padrão é utilizado o 

caracter X. O programa retorna o identificador de todas as sequências protéicas do 

arquivo multifasta que contenham o padrão. 

 
 
4.24 Análise estatística  

 

 A análise estatística foi realizada utilizando software Prism 5.0. Para cada 

análise foram  obtidos os valores das médias, dos desvios-padrão e erros-padrão para 

cada grupo experimental e controle. Antes dos testes de comparação entre grupos 

experimentais e controle, foi utilizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov 

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. Em distribuições não gaussianas, foi utilizado o 

teste Mann-Whitney para comparação de grupos experimentais diferentes. Valores p 

< 0,05 foram considerados como diferenças estatisticamente significativas. Para os 

peptídeos conservados entre as diferentes cepas de T. cruzi, foram realizados cálculos 

de especificidade e sensibilidade para peptídeos conservados com potencial de serem 

usados para o diagnóstico de T. cruzi. A sensibilidade é a fração das amostras que 

obtiveram resposta positiva no teste entre aqueles infectados com T. cruzi e foi 

calculada pela expressão: 

  

S =    VP ,                 

     VP + FN 

 

onde S é a sensibilidade, VP é o número de soros de indivíduos infectados com T. 

cruzi que possuem reatividade acima do cutoff para um determinado peptídeo e FN é 
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o número de soros de indivíduos infectados que possuem reatividade abaixo do cutoff 

para o mesmo peptídeo.  

 A especificidade é a fração das amostras que obtiveram resposta negativa no 

teste entre aqueles que não estão infectados por T. cruzi, mas estavam infectados por 

L. braziliensis: 

 

E =    VN                    

     VN + FP 

 

onde E é a especificidade, VN é o número de soros de indivíduos infectados com L. 

braziliensis e não infectados T. cruzi que não possuem reatividade acima do cutoff 

para um determinado peptídeo e FP é o número de soros de indivíduos infectados com 

L. braziliensis e não infectados T. cruzi que possuem reatividade acima do cutoff para 

o mesmo peptídeo. 
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

As principais etapas realizadas neste trabalho são apresentadas na Figura 4. 

 

 

 

FIGURA 6 – Delineamento experimental. O fluxograma apresenta as principais 
etapas para identificação de epitopos lineares de célula B polimórficos e 
conservados de T. cruzi e para a caracterização do potencial destes peptídeos para o 
sorodiagnóstico e sorotipagem do parasito (descrição no texto).  



  

39 
 

 Inicialmente, sequências de aminoácidos com alto potencial de ser um epitopo 

de célula B no proteoma da cepa CL Brener de T. cruzi foram identificadas 

utilizando ferramentas de bioinformática. As sequências mais promissoras foram 

então selecionadas e sintetizadas em membrana  de celulose para  a triagem 

experimental através da avaliação da reatividade dos epitopos contra “pool” de 

soros de camundongos C57BL6 infectados com três diferentes cepas de T. cruzi 

por imunoblotting. Dois epitopos com reatividade alta e similar entre as três cepas 

e três peptídeos com reatividade positiva para apenas para uma das três cepas 

foram selecionados para a síntese solúvel permitindo validação e caracterização do 

seu potencial no sorodiagnóstico e sorotipagem do parasito. A validação da 

reatividade dos peptídeos foi realizada utilizando as técnica de ELISA e ELISA de 

afinidade. Para cada peptídeo,  inicialmente foi analisada a reatividade contra os 

soros individuais de cada animal que compunham o pool de soro usado na triagem 

por imunoblotting. Também testou-se o efeito da quantidade de inóculo sobre o 

reconhecimento dos peptídeos. A avaliação da possível utilização dos peptídeos 

para diagnóstico durante a fase aguda e crônica da doença de Chagas foi realizado 

utilizando soro de cobaias (C. porcellus) com diferentes tempos após a infecção. 

Como é freqüente a ocorrência de reação cruzada no sorodiagnóstico de T. cruzi 

principalmente com soro de pacientes infectados com outros tripanossomatídeos, 

rezalimos teste de reação cruzada utilizando soro de pacientes infectados com L. 

braziliensis e camundongos C57BL/6 com infectados com T. rangeli. Para melhor 

entendimento do reconhecimento diferencial dos peptídeos pelas diferentes cepas 

de T. cruzi e reações cruzadas com outras parasitoses, os aminoácidos de 

importância para interação com anticorpos foram mapeados utilizando a técnica de 

Ala scan. Após caracterização da reatividade e afinidade utilizando modelos 

animais, avaliou-se a aplicabilidade destes epitopos para diagnóstico sorológico de 

amostras de pacientes através da mensuração e caracterização do perfil de 

reatividade de soro de pacientes chagásicos infectados com parasitos pertencente 

da linhagem TcII e pacientes com diferentes manifestações clínicas da doença de 

Chagas. A seguir descrevemos detalhadamente os resultados de cada uma das 

etapas deste trabalho. 

  

 

 



  

40 
 

6 RESULTADOS  

 

6.1 Seleção in silico de peptídeos polimórficos e conservados na cepa CL Brener 

utilizando predição de epitopo de célula B   

 

Inicialmente, sequências de aminoácidos com alto potencial de ser um epitopo 

de célula B no proteoma da cepa CL Brener de T. cruzi foram identificadas utilizando 

o algoritmo Bepipred (Larsen  et al., 2006). Este algoritmo calcula um valor de 

predição para cada aminoácido que se correlaciona positivamente com a 

probabilidade deste participar de um epitopo linear de célula B. O valor de “cutoff” 

escolhido foi 1.3 para minimizar a identificação de epitopos falso-positivos, pois 

fornece 96% de especificidade e 13 % de sensibilidade (CBS, 2010). Este valor de 

“cutoff” foi capaz de identificar um epitopo extensivamente caracterizado (Pais et al., 

2008), na sequência da proteína L7a (Tc00.1047053506401.320) de T. cruzi 

(FIGURA 7) que foi utilizado como um dos controles positivos na etapa de triagem 

experimental. 

 

 

 
 
FIGURA 7 – Correspondência entre epitopos preditos e experimentalmente 
mapeados proteína L7a de T. cruzi. Os resíduos destacados em cinza foram preditos 
como parte de um epitopo linear de célula B, enquanto que os resíduos em negrito 
foram experimentalmente mapeados como participantes de epitopos de célula B (Pais, 
DaRocha et al. 2008). 

 

 

 Iniciando com 16502 proteínas completas do proteoma predito da cepa CL 

Brener de T. cruzi, foram identificados 3983 pares de alelos Esmo e Non-esmo de 

acordo com a anotação do genoma do parasito (El-Sayed et al., 2005). Os pares de 

alelos foram então alinhados globalmente utilizando o algoritmo Clustal W (Chenna 



  

41 
 

et al., 2003) e os dados de polimorfismo foram correlacionados com os dados 

predição de epitopos lineares de célula B obtidos para cada sequência. Em seguida, os 

peptídeos foram classificados como epitopos preditos polimórficos e conservados 

utilizando os seguintes critérios:  

 

(i) sequências de 15 aminoácidos com valor de predição do Bepipred acima 

de 1.3;  

 

(ii) para epitopos preditos polimórficos deveria existir um somatório de 

polimorfismo acima de 6 conforme a TABELA 1 e  cada variante deveria 

ter valor de predição do Bepipred diferencial entre os haplótipos Esmo e 

Non-esmo;  

 

(iii) para serem considerados epitopos preditos conservados não deveria existir 

polimorfismo e variação entre o valor de predição do Bepipred entre 

sequências dos pares de alelos Esmo e Non-esmo. 

 

 Desta seleção foram obtidos 1488 epitopos preditos conservados entre os pares 

de alelos dos haplótipos Esmo e Non-esmo e 428 epitopos preditos polimórficos entre 

os dois haplótipos. 

 Nos testes de sorodiagnóstico convencionais para identificar infecção por T. 

cruzi frequentemente é observado reações cruzadas com outros parasitos. Para 

minimizar a chance de ocorrer tal tipo de reação contra os epitopos selecionados in 

silico, eliminou-se peptídeos com sequências similares em outros parasitos 

filogeneticamente relacionados. Para isso, as sequências dos epitopos preditos foram 

alinhadas com as sequências do proteoma de Leishmania major, Leishmania 

braziliensis, Leishmania infantum, Trypanosoma brucei e Trypanosoma rangeli e 

aqueles peptídeos com mais que 70% de identidade ao longo de 70% da sequência 

foram eliminados das análises subsequentes. Ao final da seleção in silico, obteve-se 

242 epitopos preditos polimórficos e 1086 epitopos preditos conservados, ambos T. 

cruzi específicos baseado nas análises in silico. Destas sequências, 49 peptídeos 

conservados e 98 peptídeos polimórficos (49 Esmo e 49 Non-esmo específicos) foram 

selecionados utilizando o critério de maior valor de predição de Bepipred. Como 

controles positivos foram selecionados os peptídeos experimentalmente mapeados 
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derivados das proteínas L7a (Pais et al., 2008) e trans-sialidase (Peralta et al., 1994). 

O controle negativo corresponde ao peptídeo  PIELVLWMPTLCRAN está presente 

na região da proteína L7a para a qual não é observada reatividade com o soro de 

indivíduos infectados (Pais et al., 2008). Os peptídeos foram sintetizados em 

membrana de celulose pela técnica spot síntese. 

 

 

6.2 Caracterização dos soros usados neste estudo 

 

6.2.1 Soro de camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com diferentes 

cepas de T. cruzi  

 

Soros de camundongos C57BL6 utilizados neste estudo foram obtidos através 

da infecção dos animais  com três cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes 

linhagens evolutivas do parasito:  Colombiana (TcI), Y (TcII) e CL Brener (Tc VI). A 

linhagem de cada cepa foi confirmada utilizando os marcadores moleculares COII, 

rDNA 24S! e Mini-exon SL-IRac (FIGURA 8). Para a cepa Colombiana foi 

observado fragmentos de aproximadamente  81 e 264 pb para o marcador COII, 110 

pb para o marcador rDNA 24S! e a presença da banda representando um fragmento 

de aproximadamente 150 pb para o marcador Mini-exon SL-IRac. Estes resultados 

juntos confirmam que uma das cepas utilizadas neste estudo pertence a TcI, linhagem 

da cepa Colombiana. Para a cepa Y,  obteve-se padrões de fragmentos para os três 

marcadores característicos da linhagem TcII e são eles: aproximadamente 81 e 212 

pares de bases para COII, 125 para 24S! e a presença da banda de 150 para Mini-

exon SL-IRac. A linhagem TcVI foi confirmada para a cepa CL Brener, onde foram 

observados os  seguintes fragmentos com aproximadamente 81 e 294 pb para COII, 

125 pb para 24S! e a presença da banda de150 pb para Mini-exon SL-IRac. 
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FIGURA 8 – Genotipagem de tripomastigotas de cultura de três  cepas de T. 
cruzi. A) Marcador molecular COII após digestão com enzima de restrição Alu I. B) 
Marcador molecular rDNA 24S!. C) Marcador molecular mini-exon SL-IRac. C-, 
controle negativo. 1, cepa Colombiana. 2, cepa Y. 3, cepa CL Brener usadas neste 
estudo. Os fragmentos de DNA foram fracionados em gel de poliacrilamida 6% e 
corado pela prata. 
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Uma vez tendo sido confirmada a linhagem das cepas selecionadas neste 

estudo, tripomastigotas de cultura foram utilizados para infectar cronicamente seis 

camundongos C57BL/6 conforme especificado na TABELA 5. Como as cepas 

utilizadas apresentam diferentes padrões de virulência em modelo murino, para 

permitir a cronificação da infecção, foram utilizadas diferentes inóculos de cada cepa. 

Como controle, obteve-se também soro de C57BL/6 infectados com três diferentes 

quantidades de tripomastigotas da cepa CL Brener. As infecções foram confirmadas 

pela observação e contagem dos parasitos no sangue de cada animal após 15 dias de 

infecção. Após 90 dias de infecção, foi realizada uma nova mensuração de 

parasitemia de cada animal, além da detecção de anticorpos IgG contra o antígeno 

bruto do parasito. A negativação da parasitemia (TABELA 5) bem como a 

soroconversão dos camundongos (FIGURA 9) confirmaram que os animais estavam 

na fase crônica da infecção. Soro de seis camundongos C57BL/6 não infectados com 

mesma idade e sexo dos animais infectados foram utilizados como controle negativo. 

 

 

TABELA 5 – Parasitemia por exame a fresco dos animais infectados com 
diferentes cepas de T. cruzi. 

Cepa Inóculo Parasitemia (tripomastigotas/5mL de sangue) 

 (tripomastigotas/ 

animal) 
15 p.i. 90 p.i. 

Colombiana 25 1750 ± 149 NO 

Y 1000 908 ± 56 NO 

CL Brener 50 742 ± 84 NO 

CL Brener 100 954 ± 68 NO 

CL Brener 500 636 ± 106 NO 

p.i., pós-infecção. 
NO, não observado. 
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FIGURA 9 – Reconhecimento do antígeno bruto da cepa CL Brener de  T. cruzi 
por IgG presente no soro de camundongos infectados por diferentes cepas do 
parasito. CL Brener 50, 100 e 500 representam camundongos infectados com 50, 
100 e 500 tripomastigotas da cepa CL Brener, respectivamente. C-, controle negativo. 
 

 

6.4.2 Soro de cobaias (C. porcellus) infectados com a cepa Y após diferentes dias 

de infecção  

  

A dinâmica do reconhecimento dos antígeno bruto foi avaliada através da 

reatividade e afinidade dos anticorpos IgM e IgG de soro de cobaias (C. porcellus)  

infectados por 5, 13, 27, 41, 117 e 167 dias com a cepa Y de T. cruzi (FIGURA 10). 

Para IgM, a partir do 5° dia após infecção observa-se positividade na reatividade 

(FIGURA 10A) com detecção de anticorpos de baixa afinidade (FIGURA 10C). O 

pico da reatividade foi obtido aproximadamente no 13° juntamente com a detecção de 

anticorpos de afinidade média ao antígeno bruto que se mantém com este perfil até o 

41 dia após a infecção. A partir deste momento, há um decaimento na reatividade de 

IgM, que torna-se negativa, abaixo do “cutoff”, 167 dias após a infecção 

acompanhada pela redução da afinidade dos anticorpos. A reatividade de IgG contra o 

antígeno bruto torna-se positiva, ou seja,  “acima do “cutoff”, a partir do 13° dia com 

leve tendência a aumentar ao longo dos dias de infecção (FIGURA 10B). Este perfil 

foi acompanhado pelo aumento da afinidade destes anticorpos (FIGURA 10C).  
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FIGURA 10 – Dinâmica do reconhecimento do antígeno bruto de T. cruzi por 
soro de cobaias infectados. A) Reatividade de IgM. B) Reatividade de IgG. C) 
Afinidade dos anticorpos da classe IgM e IgG. 
 

 

6.4.3 Soro de camundongos infectados com T. rangeli  

 

Na falta de uma soroteca de humanos infectados com T. rangeli, soros de 

camundongos C57BL/6 infectados com este parasito foram utilizados neste trabalho. 

Os animais foram infectados com 1 x 105 tripomastigotas metacíclicas de T. rangeli e 

a avaliação de parasitos no sangue foi realizada de dois em dois dias por duas 

semanas. A parasitemia foi negativa durante todo este período, porém foi possível 

detectar material genético do parasito em amostras de sangue de todos os animais 

após 7 dias de infecção. Para tanto, nós realizamos análises de PCR usando 

iniciadores específicos para um fragmento do gene SnoRNA-cl1 de T. rangeli 

(Morales et al., 2002) resultando um um produto de amplificação de 650 pb (Figura 

11A). A reatividade cruzada de IgG contra o antígeno bruto de T. cruzi ocorreu com o 

soro de todos os animais infectados (FIGURA 11B).  
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FIGURA 11 – Camundongos C57BL/6 infectados com T. rangeli. A) Padrão de 
amplificação usando amostras de sangue de camundongos após 7 dias de infecção e 
iniciadores específicos para o gene SnoRNA-cl1 de T. rangeli (Morales et al., 2002). 
Presença de uma banda de 650 pb confirma a infecção. B) Reatividade  de IgG  contra 
o antígeno bruto de T. cruzi obtida após 90 dias de infecção. C-, controle negativo. 
C+, controle positivo DNA de epimastigotas de T. ragenli cultivadas em meio 
axênico. 1 a 6, camundongos infectados. 
 
 
6.4.4 Pacientes com leishmaniose 

 

Amostras de soro e sangue de 15 indivíduos com lesão característica e 

diagnóstico parasitológico de leishmaniose foram submetidas à análise de PCR 

utilizando “primers” específicos para um fragmento de aproximadamente 750 pb do 

minicírculo do kDNA de L. braziliensis (Maarten et al., 1992) (FIGURA 12A). Além 

disso, para eliminar reatividade cruzada devido a uma possível co-infecção com T. 

cruzi, as amostras foram submetidas a nova reação de PCR usando primers 

específicos para a sequência do DNA satélite 195 SAT de T. cruzi (Moser et al., 

1989) (FIGURA 12B). 195 SAT é uma sequência satélite  de 195 pb que se repete em 

tandem e compreende aproximadamente 5% do genoma do parasito. Uma vez que os 

primers podem se anelar a diferentes unidades da sequência satélite é esperado que 
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amplicons de diferentes tamanhos sejam obtidos, produzindo um rastro acima de 195 

pb que confirma a positividade da reação.  

 

 

 

FIGURA 12 – Amostras de pacientes infectados com L. braziliensis. A) Padrão de 
amplificação usando iniciadores específicos para um fragmento de minicírculo de 
kDNA de L. braziliensis. Presença de uma banda de 750 pb confirma a infecção. 
Como controle positivo foi utilizado DNA de promastigotas de L. braziliensis 
cultivadas em meio axênico. B) Padrão de amplificação usando iniciadores 
específicos para a sequência de DNA satélite 195 SAT de T. cruzi. Presença de um  
rastro de tamanho acima de 195 pb confirma a infecção. Como controle postivo foi 
utilizado DNA de formas epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi cultivadas em 
meio axênico. C) Reconhecimento do antígeno bruto de T. cruzi por IgG de soro de 
pacientes. C-, controle negativo. C+, controle positivo. L1 a L15, pacientes com 
diagnóstico parasitológico de leishmaniose. 
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Apenas o indivíduo L12 apresentou confirmação de co-infecção. Esta amostra 

biológica não foi utilizada nas análise subsequentes. Além da pesquisa dos 

marcadores moleculares, a reatividade cruzada do soro dos indivíduos selecionados 

foram avaliados contra o antígeno bruto de T. cruzi, resultando em 50% de 

positividade (FIGURA 12C).  

 
 
6.4.5 Pacientes chagásicos tipados e com diferentes formas clínicas da doença de 
Chagas 
 

Inicialmente, testou-se a reatividade de indivíduos monoinfectados por 

parasitos da linhagem TcII identificados pela técnica de genotipagem, os quais os 

soros foram reativos com antígeno bruto de T. cruzi (FIGURA 13A). Soro de 

pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença de Chagas também 

foram reativos contra o antígeno bruto (FIGURA 13B). Como controle negativo, 

foram utilizados soro de indivíduos não infectados com T. cruzi e L. braziliensis. 

Estas amostras foram negativas na pesquisa dos marcadores moleculares destes 

parasitos (FIGURA 14). 

 

 
FIGURA 13 – Reconhecimento dos antígeno bruto de T. cruzi por soro de 
pacientes chagásicos. A) Pacientes monoinfectados por parasitos pertencente a 
linhagem TcII de T. cruzi. B) Pacientes com  diferentes formas clínicas. C-, controle 
negativo. Indet, soros de pacientes chagásicos com a forma indeterminada da doença 
de Chagas. CCC1, soros de pacientes chagásicos com cardiopatia chagásica crônica 
grau 1. CCCG, soros de pacientes chagásicos com cardiopatia chagásica crônica grave. 
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FIGURA 14 – Pacientes não infectados utilizados como controle negativo. A) 
Marcador molecular DNA satélite 195 SAT de T. cruzi. Como controle postivo foi 
utilizado DNA de formas epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi cultivadas em 
meio axênico. B) Região do minicírculo de kDNA de 750 pb específicos de L. 
braziliensis. Como controle positivo foi utilizado DNA de promastigotas de L. 
braziliensis cultivadas em meio axénico. C-, controle negativo. C+, controle positivo. 
N1 a N10, indivíduos não infectados. 
 

 

6.3 Triagem dos peptídeos por “immunoblotting”  

 

A reatividade dos peptídeos na membrana contra os “pools” de soros  de 

camundongos infectados com cada uma das três diferentes cepas de T. cruzi e 

camundongos não infectados foram então avaliados pela  técnica de 

“immunoblotting”. O perfil de reconhecimento dos peptídeos da membrana por cada 

cepa é mostrado na FIGURA 15  A quantificação da reatividade de cada peptídeo da 

membrana foi realizada por análise de densitometria, seguida do cálculo do valor de 

intensidade relativa para cada “spot” reconhecido pelo soro de animais infectados 

por cada cepa utilizando a seguinte equação: 

 

IR = VDi , 

        VDn 

 



  

51 
 

onde IR é a intensidade relativa, VDi é o valor de densitometria de cada spot com 

“pool” de soro de animais infectados por cada uma das cepa de T. cruzi e VDn é o 

valor de densitometria de cada spot obtido pelo reconhecimento inespecífico por soro 

de animais não infectados. Para ser considerado reativo, um “spot” deveria ter IR 

acima de 2, ou seja, ter duas vezes maior valor de densitometria para o “pool” de soro 

de animais infectados do que o controle negativo.  

 Dos 150 peptídeos analisados, 36 foram reativos com “pool” de soros de 

animais infectados com pelo menos uma cepa  de T. cruzi (FIGURA 14). Os valores 

de IR dos peptídeos reativos com soro de animais infectados com cada uma das cepas 

e anotação das proteínas que contém os epitopos são mostrados na TABELA 6. O 

controle positivo L7a (A1_120), destacado como vermelho na TABELA 6, foi reativo 

com soro de camundongos infectados com Y e CL Brener. Já o controle positivo 

trans-sialidase (B1_30), destacado em azul na TABELA 6, foi reativo apenas para 

soro de camundongos infectados com Y. Dos 36 peptídeos reativos, 12, 11  e 4 foram 

reativos com pool de soro de animais infectados apenas com Y, Colombiana e CL 

Brener, respectivamente. Além disso, 4 peptídeos  foram reativos com as três cepas do 

parasito (FIGURA 16). 

 

 

6.4 Seleção de peptídeos para síntese solúvel 

 

Como a técnica de “immunoblotting” seguido de análise de densitometria é 

apenas semi-quantitativa é necessário validação dos resultados por uma técnica 

quantitativa, como ELISA. Para tanto, 5 dos 36 epitopos reativos foram selecionados 

para a síntese solúvel e posterior análise de antigenicidade por ELISA (Destacados em 

amarelo na TABELA 6). Dois destes epitopos (C6_30_cons e B7_30_cons) foram 

escolhidos por seu potencial para o sorodiagnóstico de T. cruzi, pois foram 

reconhecidos por “pool” de soros de animais infectados por todas as cepas e por isso, 

foram denominados como conservados. Os outros três peptídeos do parasito foram 

reconhecidos diferencialmente apenas por uma das cepas em estudo. Assim, os 

peptídeos A6_30_col, B2_30_Y e B6_30_cl foram escolhidos por ter reatividade 

preferencial com o “pool” de soros de camundongos infectados com a cepa 

Colombiana, Y ou CL Brener, respectivamente.  
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A)                     B) 

  
 

C)              D) 

  
FIGURA 15 – Padrão de reconhecimento da membrana por soro de animais 
infectados por diferentes cepas do parasito. A) “Pool” de soros de animais não-
infectados (controle). B) “Pool” de soros de animais infectados com a cepa CL 
Brener. C) “Pool” de soros de animais infectados com a cepa Y. D) “Pool” de soros 
de animais infectados com a cepa Colombiana. 
 
 

 
 

FIGURA 16 – Distribuição do número de peptídeos reconhecidos 
por soro de animais infectados por diferentes cepas de T. cruzi. 
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TABELA 6 – Peptídeos reativos com soro de camundongos infectados com diferentes cepas de T. cruzi.  

Membrana ID Intensidade Relativa Gene  Peptídeo Anotação 

 Colombiana CL Brener Y    

A1_120 1,67 2,09 2,15 Tc00.1047053506401.320 AAKTAAKPAAKSAAKPAAKP 60S ribosomal protein L7a, putative   

A5_120 1,23 1,23 2,83 Tc00.1047053508831.140 PSPFGIAAAGDKPSPFGQA surface antigen 2 (CA-2), putative   

C9_120 1,02 4,80 1,85 Tc00.1047053511529.150 KENEEGASGPDDSAG hypothetical protein, conserved     

C10_120 2,24 1,26 1,79 Tc00.1047053506531.40 GGSNEEKDPGETPAC hypothetical protein, conserved     

D6_120 2,09 0,93 1,60 Tc00.1047053503813.10 SPSESKTTPGQPSLE hypothetical protein, conserved     

E2_120 2,00 0,96 1,02 Tc00.1047053506825.150 VGEPSNNGTPDEERE hypothetical protein, conserved     

E7_120 2,10 1,30 1,48 Tc00.1047053508539.50 EANGSCSDYAQSADD hypothetical protein, conserved     

F10_120 2,31 2,22 2,64 Tc00.1047053506825.30 PHAASPTGTGANRST hypothetical protein, conserved     

G2_120 1,10 2,90 2,47 Tc00.1047053505807.120 SLSSSPSPLEPKKPR lysyl-tRNA synthetase, putative     

G10_120 1,28 1,03 2,86 Tc00.1047053503853.10 TPNDTANETTNELED hypothetical protein, conserved     

H2_120 2,02 1,08 0,81 Tc00.1047053504431.10 SDRDRDQRSREGPEE hypothetical protein, conserved     

I4_120 2,14 1,36 1,46 Tc00.1047053511907.190 PADPGGEDATDSSFR hypothetical protein      

I8_120 2,50 0,88 0,95 Tc00.1047053508857.90 PAGKTHTAERGEEKT hypothetical protein, conserved     

J3_120 3,35 1,26 2,21 Tc00.1047053511859.50 SRGESGGVAPSDGVA hypothetical protein, conserved     

J10_120 1,52 1,64 2,00 Tc00.1047053509937.220 STGDAPQGAPSAPPM protein kinase, putative     

K3_120 1,32 2,64 0,93 Tc00.1047053510219.10 KRTTSPQISPEKSAS hypothetical protein, conserved     

K4_120 2,41 1,67 1,26 Tc00.1047053511291.40 QNRDSGVLEGPTATT protein kinase, putative     

K5_120 1,53 1,07 3,23 Tc00.1047053508153.300 ERTSSTEGSQPHLPG hypothetical protein, conserved     

L3_120 1,80 1,50 2,03 Tc00.1047053506509.50 AGGTSAGPAAGNSTQ hypothetical protein, conserved     

L4_120 1,37 1,03 2,63 Tc00.1047053508175.20 KGGTTKSAVGTPFSS hypothetical protein, conserved     

L6_120 2,13 2,21 3,00 Tc00.1047053506303.150 ALAEPDPGGERNASD hypothetical protein, conserved     

L8_120 2,07 1,61 1,37 Tc00.1047053511907.220 VSRRVSGDGDDGGVG hypothetical protein, conserved     

A2_30 1,39 1,00 2,95 Tc00.1047053507221.30 NGSGKGGTDREGDDDFN hypothetical protein, conserved     
A5_30 1,09 2,73 3,30 Tc00.1047053510857.40 FEGPSPGDPDKDF RNA-editing complex protein, putative    
A6_30 2,61 1,71 0,73 Tc00.1047053511837.129 ENSANPPPPDRSLPTP RNA-binding protein, putative     
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A8_30 1,10 1,10 2,83 Tc00.1047053506401.330 GDDNDDDDGEEGDNTAL hypothetical protein, conserved     
B1_30 1,26 1,45 3,92 Tc00.1047053510307.284 AEPKSAEPKPAEPKS trans-sialidase, putative      
B2_30 1,39 1,77 4,26 Tc00.1047053511589.70 FFQPQPQPQPQPQPQQF ADP-ribosylation factor GTPase activating protein, 

putative  
B3_30 1,64 1,06 2,38 Tc00.1047053506251.40 ATAASGGGGGGGRNPSE hypothetical protein      
B4_30 1,68 2,87 2,89 Tc00.1047053508675.20 KVDDDDDDDKN DNA excision repair protein, putative   
B6_30 2,50 1,33 1,50 Tc00.1047053511041.20 FSDGAHGSGASRGSGR hypothetical protein, conserved     
B7_30 2,97 2,82 3,32 Tc00.1047053506661.120 KRRKRQQQQQQQ hypothetical protein      
B9_30  0.78 2,43 1,30 Tc00.1047053510359.320 MDDDDDERTGGG DNA-directed RNA polymerase III subunit, putative  
B10_30 0,92 2,20 1,25 Tc00.1047053506859.150 VGAEGEGEKNDVPSEEQ hypothetical protein      
C6_30 2,59 2,70 2,31 Tc00.1047053510421.310 QRMSNASGGGGGGMRQNE hypothetical protein, conserved     
C7_30 1,34 2,11 2,97 Tc00.1047053511153.100 ARKNEDVNKADEEREEI RNA-binding protein, putative     

Os peptídeos controle positivos estão destacados em azul(proteína L7a) e vermelho (trans-sialidase). Peptídeos selecionados para a síntese 
solúvel estão destacados em amarelo
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6.5 Validação dos peptídeos 

 
6.5.1 Validação e caracterização do peptídeo conservado C6_30_cons 

  
 O peptídeo C6_30_cons, originado de uma proteína hipotética de T. cruzi 

(Tc00.1047053510421.310), durante a etapa de triagem apresentou intensidade 

relativa de reatividade acima de 2 com “pools” de soros de animais infectados por 

todas as cepas de T. cruzi utilizadas (TABELA 6). Validação este peptídeo contra 

soros individuais de camundongos C57BL/6 por ELISA mostraram que para as três 

cepas houve reconhecimento acima do “cutoff” e sem diferença estatística (FIGURA 

17A). Além disso, para a maioria das amostras, os anticorpos possuíam média 

afinidade pelo peptídeo, com algumas amostras possuindo anticorpos de alta afinidade 

(FIGURA 17A). Este perfil de reatividade dos soros e afinidades dos anticorpos 

foram independentes da quantidade de inóculo utilizado na infecção dos animais, uma 

vez que não foi observado diferença estatística entre os soro de camundongos 

C57BL/6 infectados com diferentes quantidades de inóculos da cepa CL Brener 

(FIGURA 17 B). 

Acompanhando temporalmente a reatividade de IgM do soro de cobaias 

infectados com a cepa Y de T. cruzi foi possível observar reatividade acima do 

“cutoff” entre os dias 13 e 117 após a infecção (FIGURA 17C). Além disso, durante o 

período, estes anticorpos apresentaram média afinidade.  Quanto aos anticorpos da 

classe IgG, a reatividade foi também foi considerada positiva a partir do 13° dia e foi 

mantida durante todo período avaliado. Entre o dias 13 e 41 a afinidade dos 

anticorpos destas amostras foi classificada como média e após este período foram 

observados anticorpos de alta afinidade (FIGURA 17C). 

Nenhuma amostra de soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. 

rangeli apresentou reatividade acima do “cutoff” com o peptídeo conservado 

C6_30_cons (FIGURA 18A). Em relação às 14 amostras de pacientes infectados com 

L. braziliensis e não infectados com T. cruzi, apenas uma apresentou reatividade 

acima do valor de “cutoff” e esta reatividade é associada a anticorpos de alta 

afinidade (FIGURA 18B). 

 Como o peptídeo apresentou reatividade similar para as três cepas de T. cruzi, 

identificou-se quais os aminoácidos seriam importantes para interação com anticorpos 

produzidos por camundongos infectados com cada uma destas cepas utilizando a 
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técnica de Ala scan (Winkler e Campbell, 2008). Observou-se um padrão conservado 

GXXXXMRQNE na região carboxi-terminal  do peptídeo que sugere ser a principal 

sequência à qual os anticorpos provenientes das três cepas se ligariam (FIGURA 19).  

 

 

 

 

 
FIGURA 17 – Validação e caracterização da reatividade do peptídeo conservado 
C6_30_cons. A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de 
T. cruzi. Painel à esquerda, ELISA convencional; Painel à direita, ELISA de 
afinidade. B) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com diferentes inóculos da 
cepa CL Brener. C) Dinâmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes 
tempos de infecção com a cepa Y. C-, controle negativo. 
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FIGURA 18 – Avaliação de reação cruzada do peptídeo C6_30_cons com outros 
tripanossomatídeos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com T. rangeli.  
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados por T. cruzi. C-, 
controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA 
de afinidade. 
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FIGURA 19 – Mapeamento dos aminoácidos de importância para interação com 
anticorpos de animais infectados com diferentes cepas de T. cruzi com o peptídeo 
conservado C6_30_cons. A) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados  
com a cepa Colombiana. B) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados 
com a cepa Y. C) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa 
CL Brener. No eixo das abscissas, 1 representa a sequência original do peptídeo 
C6_30_cons e os demais símbolos de aminoácidos (conforme IUPAC) indicam que o 
respectivo aminoácido foi substituído por alanina na sequência do epitopo. A 
intensidade relativa (IR) foi calculada pela razão do valor de densitometria do 
peptídeo alterado pelo valor de densitometria do peptídeo nativo. Em vermelho estão 
os aminoácidos que apresentaram IR menor que 0.5. Em azul estão destacados os 
aminoácidos de importância para interação com anticorpos produzidos por animais 
infectados pelas três cepas de T. cruzi. 
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Além de modelos animais, a reatividade do peptídeo C6_30_cons foi avaliada 

utilizando soro de pacientes chagásicos. Oito de dez soros de pacientes chagásicos 

com parasitos genotipados pertencentes a linhagem TcII apresentaram reatividade 

acima com valor de “cutoff” (FIGURA 20A). Os anticorpos destas amostras 

possuíam de média a alta afinidade. Além destas amostras, a reatividade e afinidade 

de anticorpos presentes em soro de pacientes chagásicos com diferentes formas 

clínica da doença foram também mensurados. Dos 20 soros de pacientes chagásicos, 

18 possuíram reatividade acima do valor de “cutoff” (FIGURA 20B). Soro de 

pacientes sintomáticos com cardiopatia chagásica crônica apresentaram 

significativamente maiores níveis de reatividade do que pacientes com a forma clínica 

indeterminada. Porém, para todas as amostras, os anticorpos possuíam afinidades 

baixas e médias. O peptídeo solúvel conservado C6_30_cons apresentou uma 

especificidade de 93% (13/14) e sensibilidade de 87% (27/31) para soros humanos.  

 
 

 
FIGURA 20 – Reatividade do peptídeo conservado C6_30_cons contra soro de  
pacientes chagásicos. A) Soro de pacientes chagásicos infectados com a linhagem 
TcII. B) Soro de pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença. C-, 
controle negativo. Indet, pacientes com forma clínica indeterminada. CCC1, pacientes 
com cardiopatia chagásica crônica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia 
chagásica crônica grave. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, 
ELISA de afinidade. 
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6.5.2 Validação e caracterização do peptídeo conservado B7_30_cons 

 

O segundo peptídeo conservado analisado foi o B7_30_cons originado de uma 

proteína hipotética de T. cruzi (Tc00.1047053506661.120). Este peptídeo também 

apresentou intensidade relativa de reatividade acima de 2 com “pools” de soros de 

animais infectados por todas as cepas Colombiana, Y e CL Brener de T. cruzi 

(TABELA 6). Validação deste peptídeo contra soros individuais de camundongos 

C57BL/6 por ELISA mostraram que para as cepas Colombiana e Y houve 

reconhecimento acima do “cutoff” para todas as amostras (FIGURA 21A). Para a 

cepa CL Brener, apenas um soro dos seis testados apresentou reatividade abaixo do 

valor de “cutoff”e não houve diferença estatística entre as cepas estudadas (FIGURA 

21A). Os anticorpos das amostras de Colombiana possuíam média e alta afinidade 

pelo peptídeo com a média dos valores significativamente maior que a encontrada 

para as amostras de Y, que apresentaram na maioria das vezesbaixa afinidade pelo 

epitopo (FIGURA 21A). Já os anticorpos dos soros provenientes de animais 

infectados com CL Brener  possuíam variáveis afinidades e sem diferença estatística 

com as outras duas cepas (FIGURA 21A). O perfil de reatividade dos soros e 

afinidades dos anticorpos foram independentes da quantidade de inóculo utilizado na 

infecção dos animais como observado para reatividade os soro de camundongos 

C57BL/6 infectados com diferentes números de tripomastigotas da cepa CL Brener 

(FIGURA 21B). 
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FIGURA 21 – Validação e caracterização da reatividade do peptídeo conservado 
B7_30_cons. A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de 
T. cruzi. B) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes inóculos da 
cepa CL Brener. C) Dinâmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes 
tempos de infecção com a cepa Y. C-, controle negativo. 
 
 

A dinâmica de reatividade de IgM do soro de cobaias infectados com a cepa Y 

de T. cruzi mostrou-se positiva, acima do “cutoff”, a partir do 27° dia após a infecção 

e coincide com o pico de reatividade desta classe de anticorpos (FIGURA 21C). A 

reatividade destes IgM prosseguiu como positiva até o final do experimento, porém 

com tendência a redução dos valores ao longo do tempo. Este perfil de curva de 

reatividade de IgM foi acompanhado pelo aumento da afinidade destes anticorpos 

pelo peptídeo, que passou de baixa para média afinidade quando a absorbância foi 

acima do “cutoff” e torna-se novamente baixa com o decréscimo da reatividade 

(FIGURA 21C). Os anticorpos da classe IgG apresentaram reatividade positiva a 
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partir do 41° dia e manteve-se positiva ao longo da evolução da infecção (FIGURA 

21C). Os anticorpos desta classe possuíam baixa afinidade pelo peptídeo, alcançando 

níveis de média afinidade apenas no 41° dia após a infecção, período que coincide 

com o pico de reatividade de IgG (FIGURA 21C). 

As seis amostra de soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. rangeli 

apresentaram reatividade acima do “cutoff” com o peptídeo conservado B7_30_cons 

e os anticorpos possuíam média afinidade (FIGURA 22A). Nove das quatorzes 

amostras de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados com T. cruzi 

também apresentaram reatividade positiva acima do valor de “cutoff” com este 

peptídeo (FIGURA 22B). A maioria destas amostras possuíam anticorpos de baixa e 

média afinidade (FIGURA 22B). 

 Como o peptídeo apresentou reatividade cruzada com soro de animais e 

pacientes infectados com outros tripanossomatídeos, o mapeamento dos aminoácidos 

importantes para interação com anticorpos além de ser realizado para as cepas de T. 

cruzi, foi também executado para L. braziliensis. Correlacionando o resultado de 

mapeamento entre todas as amostras, observou-se um padrão conservado RXR que 

sugere ser a sequência a qual anticorpos provenientes das amostras interagem 

(FIGURA 23A-C). Além disso, para as cepa Colombiana e CL Brener foi identificado 

um outro aminoácido que também parece ser importante para a interação resultando 

em uma sequência consenso  RXRXXXXXQ (FIGURA 23A e 23C). A utilização de 

soro de pacientes infectados com L. braziliensis possibilitou a identificação do padrão 

RXRQXQQ (FIGURA 23D). A busca por este padrão no proteoma predito de L. 

braziliensis identificou 21 proteínas que contém esta subsequência (TABELA 7).  

 Oito de dez soros de pacientes chagásicos com parasitos genotipados 

pertencentes a linhagem TcII apresentaram reatividade positiva com o peptídeo 

solúvel conservado B7_30_cons (FIGURA 24A). A maioria destas amostras 

possuíam anticorpos de baixa  
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FIGURA 22 – Avaliação de reação cruzada do peptídeo B7_30_cons com outros 
tripanossomatídeos. A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. rangeli.  
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados por T. cruzi. C-, 
controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA 
de afinidade. 
 
 
 
afinidade contra o epitopo. Quanto as 21 amostras de pacientes com diferentes formas 

clínicas, 11 soros de pacientes chagásicos apresentaram reatividade negativa abaixo 

do valor de “cutoff” (FIGURA 24B). Para todas estas amostras, os anticorpos 

possuíam afinidades baixas e médias. Para soro de humanos, a especificidade e a 

sensibilidade do peptídeo solúvel conservado B7_30_cons foi 35% (5/14) e 58% 

(18/31), respectivamente.  
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FIGURA 23 – Mapeamento dos aminoácidos de importância para interação com 
anticorpos de animais infectados com T. cruzi e L. braziliensis com o peptídeo 
conservado B7_30_cons. A) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados  
com a cepa Colombiana. B) “pool”de soro de camundongos C57BL/6 infectados com 
a cepa Y. C) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa CL 
Brener D) “pool” de soro de pacientes infectados com L. braziliensis. No eixo das 
abscissas, 1 representa a sequência original do peptídeo B7_30_cons e os demais 
símbolos de aminoácidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoácido 
foi substituído por alanina na sequência do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi 
calculada pela razão do valor de densitometria do peptídeo alterado pela valor de 
densitometria do peptídeo nativo. Em vermelho estão os aminoácidos que 
apresentaram IR menor que 0.5. Em azul estão destacados os aminoácidos de 
importância para interação com anticorpos produzidos por animais infectados pelas 
três cepas de T. cruzi. 
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TABELA 7 – Proteínas de L. braziliensis contendo a sequência RXRQXQQ. 

Gene Sequência Anotação 

LbrM.11.0390 RKRQQQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.24.0250 RHRQRQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.10.0260 RFRQSQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.04.0290 RQRQQQQ RNA pseudouridylate synthase-like protein 

LbrM.28.1470 RTRQQQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.33.2940 RXRQXQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.29.0210 RVRQHQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.29.1300 RARQRQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.34.1470 RHRQQQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.17.0150 RQRQAQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.20.2010 RKRQCQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.03.0500 RRRQQQQ DNA repair helicase, putative 

LbrM.15.0570 RKRQMQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.13.1230 RGRQSQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.24.0970 RARQRQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.20.1530 RHRQAQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.04.1100 RSRQTQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.26.1300 RMRQQQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.22.1070 RQRQHQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.22.1090 RQRQRQQ hypothetical protein, conserved 

LbrM.34.0980 RLRQEQQ hypothetical protein, conserved 
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FIGURA 24 – Reatividade do peptídeo conservado B7_30_cons contra soro de  
pacientes chagásicos. A) Soro de pacientes chagásicos infectados com a linhagem 
TcII. B) Soro de pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença. C-, 
controle negativo. Indet, pacientes com forma clínica indeterminada. CCC1, pacientes 
com cardiopatia chagásica crônica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia 
chagásica crônica grave. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, 
ELISA de afinidade. 
 

 

6.5.3 Validação e caracterização dos peptídeos com reatividade específica para a 

cepa Colombiana baseado nos experimentos de imunoblotting 

  

O peptídeo polimórfico A6_30_col presente em uma proteína anotada como 

“RNA-binding protein” de T. cruzi (Tc00.1047053511837.129) foi selecionado por 

ter intensidade relativa de reatividade acima de 2 apenas com “pools” de soros de 

animais infectados com a cepa Colombiana de T. cruzi durante a fase de triagem 

(TABELA 6). Validação deste peptídeo contra soros individuais de camundongos 

C57BL/6 por ELISA mostraram que a reatividade do peptídeo com amostras de 

animais infectados com a cepa Colombiana foi significativamente maior que a 

reatividade com soro de animais infectados com a cepa Y (FIGURA 25A). A 

afinidade dos anticorpos das amostras de Colombiana foram classificadas como alta e 

significativamente maior que aquelas de Y e CL Brener (FIGURA 25A). Entre 
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amostras de camundongos infectados com diferentes inóculos de tripomastigotas não 

foi observado diferença significativa no reconhecimento do peptídeo A6_30_col 

(FIGURA 25B).  

A reatividade de IgM e IgG do soro de cobaias infectados com a cepa Y de T. 

cruzi foi abaixo do “cutoff” durante todo período de experimento (FIGURA 25C).  

Metade das amostras de soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. 

rangeli apresentaram reatividade acima do “cutoff” com o peptídeo A6_30_col e os 

anticorpos possuíam em sua maioria média afinidade (FIGURA 26A). Para amostras 

de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados com T. cruzi, três dos 

quatorzes soros também apresentaram reatividade positiva com este peptídeo e os 

anticorpos apresentavam baixa afinidade (FIGURA 26B).  

 O mapeamento dos aminoácidos importantes para interagir com anticorpos de 

soro de animais infectados com a cepa Colombiana de T. cruzi identificou o padrão 

PPXDXSLXXP (FIGURA 27A). Este padrão está presente na sequência sintetizada 

obtida do alelo pertencente ao haplótipo Non-esmo do genoma da cepa CL Brener de 

T. cruzi e quando comparados com o alelo pertencente ao haplótipo Esmo observa-se 

a ausência de aminoácidos importantes para o reconhecimento pelo anticorpo 

(FIGURA 27B).  
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FIGURA 25 – Validação e caracterização da reatividade do peptídeo A6_30_col. 
A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de T. cruzi. B) 
Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes inóculos da cepa CL 
Brener. C) Dinâmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes tempos 
de infecção com a cepa Y. C-, controle negativo. 
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FIGURA 26 – Avaliação de reação cruzada do peptídeo A6_30_col com outros 
tripanossomatídeos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com T. rangeli.  
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados por T. cruzi. C-, 
controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA 
de afinidade. 
 

 
FIGURA 27 – Mapeamento dos aminoácidos de importância para interação com 
anticorpos de animais infectados com T. cruzi com o peptídeo A6_30_col. A) 
mensuração de densitometria da interação de anticorpos do “pool” de soro de 
camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana com o peptídeo por Ala 
scan. B) Comparação dos aminoácidos importantes para interação com anticorpo 
entre as sequência dos pares de alelos dos dois haplótipos de T. cruzi. No eixo das 
abscissas, 1 representa a sequência original do peptídeo A6_30_col e os demais 
símbolos de aminoácidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoácido 
foi substituído por alanina na sequência do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi 
calculada pela razão do valor de densitometria do peptídeo alterado pelo valor de 
densitometria do peptídeo nativo. Em vermelho estão os aminoácidos que 
apresentaram IR menor que 0.5.  
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 Apenas dois soros de pacientes chagásicos com parasitos genotipados 

pertencentes a linhagem TcII apresentaram reatividade positiva acima do “cutoff” 

com o peptídeo solúvel conservado A6_30_col e a maioria das amostras possuíam 

anticorpos possuíam baixa afinidade (FIGURA 28A). Um perfil semelhante de 

reatividade e afinidade foi observado para  soro de pacientes com diferentes formas 

clínicas da doença e não houve diferença estatística entre as amostras de pacientes 

com a forma indeterminada e os dois graus de cardiopatia chagásica crônica 

analisados (FIGURA 28B).  

 

 

FIGURA 28 – Reatividade do peptídeo A6_30_col contra soro de  pacientes 
chagásicos. A) Soro de pacientes chagásicos infectados com a linhagem TcII. B) Soro 
de pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença. C-, controle 
negativo. Indet, pacientes com forma clínica indeterminada. CCC1, pacientes com 
cardiopatia chagásica crônica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia chagásica 
crônica grave. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA de 
afinidade. 
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6.5.4 Validação e caracterização do peptídeo com reatividade específica para a 

cepa Y   

 

O peptídeo polimórfico B2_30_Y identificado de uma sequência protéica 

anotada como “ADP-ribosylation factor GTPase activating protein” de T. cruzi 

(Tc00.1047053511589.70) foi escolhido por ter intensidade relativa de reatividade 

acima de 2 somente com “pool” de soros de animais infectados com a cepa Y de T. 

cruzi durante o “immunoblotting” dos peptídeos ligados a membrana de celulose 

(TABELA 6). A reatividade do peptídeo por ELISA com o soro de camundongos 

C57BL/6 infectados com a cepa Y foi estatisticamente maior que a reatividade com 

soros de animais infectados com a cepa Colombiana (FIGURA 29A). A afinidade dos 

anticorpos de todas amostras de Y foram altas e significativamente maior que aquela 

para Y e CL Brener, que possuíram anticorpos em suas amostras classificadas como 

de média afinidade (FIGURA 29A). Entre amostras murinas infectadas com 

diferentes quantidades de tripomastigotas não foi observado diferença significativa no 

reconhecimento do peptídeo (FIGURA 29B).  

A reatividade de IgM do soro de cobaias infectados com a cepa Y de T. cruzi 

foi abaixo do “cutoff” durante todo período de experimento. (FIGURA 29C). Para 

anticorpos da classe IgG, observou-se positividade do reconhecimento do peptídeo 

117 dias após a infecção, com tendência a aumento da mensuração ao longo do tempo  

(FIGURA 27C). Anticorpos de alta afinidade desta classe de imunoglobulinas foram 

encontrados durante todo o período experimental. 

Os soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. rangeli apresentaram 

pouca reatividade com o peptídeo conservado B2_30_Y com apenas um soro com 

mensuração acima do valor de “cutoff” e estes anticorpos possuíam baixa afinidade 

pelo epitopo (FIGURA 29A). Apenas uma amostra de pacientes infectados com L. 

braziliensis e não infectados com T. cruzi foi reativa com este peptídeo (FIGURA 

29B). Os anticorpos da maioria destes pacientes apresentaram média afinidade.   

 O mapeamento do aminoácidos importantes para interagir com anticorpos de 

soro de animais infectados com a cepa Y de T. cruzi utilizando a técnica de Ala scan 

identificou o padrão QPQPXPQXXXQP (FIGURA 30A). Este padrão está presente 

na subsequência sintetizada do alelo pertencente ao haplótipo Esmo do genoma da 

cepa CL Brener de T. cruzi. Quando comparado com o alelo pertencente ao haplótipo 

Non-esmo, observa-se a ausência de aminoácidos importantes para o reconhecimento 
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pelo anticorpo (FIGURA 30B).  

 

 

 
 
FIGURA 29 – Validação e caracterização da reatividade do peptídeo B2_30_Y. 
A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de T. cruzi. B) 
Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes inóculos da cepa CL 
Brener. C) Dinâmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes tempos 
de infecção com a cepa Y. C-, controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA 
convencional; Painéis à direita, ELISA de afinidade. 
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FIGURA 30 – Avaliação de reação cruzada do peptídeo B2_30_Y com outros 
tripanossomatídeos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com T. rangeli.  
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados por T. cruzi. C-, 
controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA 
de afinidade. 
 

 

 

 O peptídeo B3_30_Y foi capaz de identificar sete dos dez soros de pacientes 

chagásicos com parasitos genotipados pertencentes a linhagem TcII e os anticorpos 

destes soros apresentaram de média a alta afinidade pelo epitopo (FIGURA 30A). 

Seis de dez, quatro de cinco e cinco de seis soros de pacientes com as respectivas 

formas clínicas indeterminadas, cardiopatia crônica chagásica de grau 1 e de grau 

grave apresentaram reatividade positiva acima do “cutoff” (FIGURA 30B). Houve 

diferença estatisticamente significativa entre os pacientes com cardiopatia grau 1 e 

com forma clínica indeterminada com estes últimos possuindo menor valor médio de 

reatividade. Os anticorpos dos pacientes com a forma indeterminada apresentaram em 

média menor afinidade do que os anticorpos dos pacientes sintomáticos que foram 

classificados como de alta afinidade (FIGURA 30B). 
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FIGURA 31 – Mapeamento dos aminoácidos de importância para interação com 
anticorpos de animais infectados com T. cruzi com o peptídeo B2_30_Y. A) 
mensuração de densitometria da interação de anticorpos do “pool” de soro de 
camundongos C57BL/6 infectados  com a cepa Y com o peptídeo por Ala scan. B) 
Comparação dos aminoácidos importantes para interação com anticorpo entre as 
sequência dos pares de alelos dos dois haplótipos de T. cruzi. No eixo das abscissas, 1 
representa a sequência original do peptídeo B2_30_Y e os demais símbolos de 
aminoácidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoácido foi substituído 
por alanina na sequência do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi calculada pela 
razão do valor de densitometria do peptídeo alterado pelo valor de densitometria do 
peptídeo nativo. Em vermelho estão os aminoácidos que apresentaram IR menor que 
0.5.  

 
FIGURA 32 – Reatividade do peptídeo conservado B2_30_Y contra soro de  
pacientes chagásicos. A) Soro de pacientes chagásicos infectados com a linhagem 
TcII. B) Soro de pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença. C-, 
controle negativo. Indet, pacientes com forma clínica indeterminada. CCC1, pacientes 
com cardiopatia chagásica crônica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia 
chagásica crônica grave. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, 
ELISA de afinidade. 
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6.5.5 Validação e caracterização do peptídeo com reatividade específica para a 

cepa CL Brener   

  

  O peptídeo polimórfico B9_30_cl identificado de uma sequência protéica 

anotada como “DNA-directed RNA polymerase III subunit” de T. cruzi 

(Tc00.1047053510359.320) foi escolhida por ter intensidade relativa de reatividade 

acima de 2 somente com “pool” de soros de animais infectados com a cepa CL Brener 

de T. cruzi durante a etapa de triagem (TABELA 6). Os soros individuais de 

camundongos C57BL/6  infectados com a cepa CL Brener foram significativamente 

mais reativos com o peptídeo do que soros de animais infectados com as outras duas 

cepas (FIGURA 33A). Os anticorpos das amostras das três cepas possuíam em sua 

maioria de média a alta, sem diferença estatística entre elas (FIGURA 33A). Para 

amostras de soros de camundongos infectados com diferentes quantidades de 

tripomastigotas de CL Brener não foi observado diferença significativa na reatividade 

com o peptídeo, bem como entre as afinidades dos anticorpos, que também possuíam 

de média a alta afinidade (FIGURA 33B). 

A reatividade dos anticorpos da classe IgM do soro de cobaias infectados com 

a cepa Y de T. cruzi tornou-se acima do “cutoff” apenas nos dias 27 e 41 após a 

infecção (FIGURA 33C). Apesar disso os anticorpos presentes nestes soros 

apresentaram variável afinidade, sendo considerados na maioria dos pontos de 

mensuração de baixa a média (FIGURA 33C). A reatividade dos anticorpos da classe 

IgG apresentaram reatividade abaixo do “cutoff” durante todo o período do 

experimento (FIGURA 33C). 

Todas as amostra de soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. 

rangeli apresentaram reatividade abaixo do “cutoff” (FIGURA 34A). Apenas dois 

dos dez soros de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados com T. 

cruzi apresentaram reatividade positiva com este peptídeo e maioria das amostras 

possuíam anticorpos com média afinidade ao epitopo (FIGURA 34B).  

 O mapeamento do aminoácidos importantes para interagir com anticorpos de 

soro de animais infectados com a cepa CL Brener de T. cruzi identificou o padrão 

DEXXXXG (FIGURA 35A). O padrão está presente na sequência sintetizada obtida 

do alelo pertencente ao haplótipo Esmo do genoma da cepa CL Brener de T. cruzi e 

quando comparados com o alelo pertencente ao haplótipo Non-esmo observa-se a 

existência de expansão de repetição do aminoácido aspartato na regiões onde estes 
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importantes aminoácidos estão presentes (FIGURA 35B).  

 
 

 

 
FIGURA 33 – Validação e caracterização da reatividade do peptídeo B9_30_cl. 
A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de T. cruzi. B) 
Soro de camudongos C57BL/6 infectados com diferentes inóculos da cepa CL Brener. 
C) Dinâmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes tempos de 
infecção com a cepa Y. C-, controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA 
convencional; Painéis à direita, ELISA de afinidade. 
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FIGURA 34 – Avaliação de reação cruzada do peptídeo B9_30_cl com outros 
tripanossomatídeos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com T. rangeli.  
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e não infectados por T. cruzi. C-, 
controle negativo. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA 
de afinidade. 

 
FIGURA 35 – Mapeamento dos aminoácidos de importância para interação com 
anticorpos de animais infectados com T. cruzi com o peptídeo B9_30_cl. A) 
mensuração de densitometria da interação de anticorpos do “pool” de soro de 
camundongos C57BL/6 infectados  com a cepa CL Brener com o peptídeo por Ala 
scan. B) Comparação dos aminoácidos importantes para interação com anticorpo 
entre as sequência dos pares de alelos dos dois haplótipos de T. cruzi. No eixo das 
abscissas, 1 representa a sequência original do peptídeo B9_30_cl e os demais 
símbolos de aminoácidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoácido 
foi substituído por alanina na sequência do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi 
calculada pela razão do valor de densitometria do peptídeo alterado pelo valor de 
densitometria do peptídeo nativo. Em vermelho estão os aminoácidos que 
apresentaram IR menor que 0.5.  
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 Apenas um soro de pacientes chagásicos com parasitos genotipados 

pertencentes a linhagem TcII apresentaram reatividade positiva acima do “cutoff” 

com o peptídeo solúvel B9_30_cl (FIGURA 36A).. Para  soro de pacientes com 

diferentes formas clínicas da doença, dez amostras foram reativas com o epitopo e 

não houve diferença estatística entre as amostras de pacientes com a forma 

indeterminada e os dois graus de cardiopatia chagásica crônica analisados (FIGURA 

36B). Os anticorpos destas amostras possuíam de baixa a média afinidade ao 

peptídeo. 

 

 
FIGURA 36 – Reatividade do peptídeo B9_30_cl contra soro de  pacientes 
chagásicos. A) Soro de pacientes chagásicos infectados com a linhagem TcII. B) Soro 
de pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas da doença. C-, controle 
negativo. Indet, pacientes com forma clínica indeterminada. CCC1, pacientes com 
cardiopatia chagásica crônica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia chagásica 
crônica grave. Painéis à esquerda, ELISA convencional; Painéis à direita, ELISA de 
afinidade. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Diagnóstico parasitológico durante a fase crônica da doença de Chagas 

apresenta baixos níveis de sensibilidade variando entre 50-65% (Brofen et al., 1989; 

Portela-Lindoso et al., 2003). Como os títulos de anticorpos contra o parasito 

Trypanosoma cruzi, principalmente da classe IgG, estão altos nesta fase da doença, 

métodos de diagnóstico baseado em sorologia são escolhidos para detectar infecção 

pelo parasito nesta fase da doença de Chagas através da pesquisa de anticorpos anti-T. 

cruzi. Entre estes métodos, o ELISA possui maior potencial para automatização, 

permitindo a triagem de grandes quantidades de amostra quando comparado com os 

primeiros métodos comercialmente avaliados baseados em reação de 

imunofluorescência indireta (IFI) e hemoaglutinação indireta (HAI) (Peralta et al., 

1994) e por isso foi o método selecionado para o teste de novos antígenos neste 

estudo. A OMS preconiza e o Brasil acata a utilização de pelo menos dois testes 

sorológicos baseado em princípios distintos para confirmação de infecção pelo 

parasito (WHO, 1991; Ministério da Saúde, 2006) porque as preparações de antígenos 

freqüentemente apresentam importantes problemas como resultados discrepantes e 

significativas taxas de falso positivos e negativos (Sáez-Alquézar, 2003). Por isso, a 

identificação e validação de melhores alvos para diagnóstico se faz necessária.  

De fato, os primeiros testes comerciais baseados em antígeno bruto obtido da 

lise do parasito possuíam alta reação cruzada principalmente com outros 

tripanossomatídeos e dificuldade na padronização de seus componentes que 

comprometem a reprodutibilidade dos resultados (Sáez-Alquézar et al., 2000). Uma 

segunda geração de antígenos baseia-se na purificação de proteínas de T. cruzi 

utilizando metodologias bioquímicas clássicas. Apesar da melhoria na especificidade 

e reprodutibilidade dos testes sorológicos utilizando estes antígenos, as metodologias 

de purificação são caras e laboriosas, dificultando a produção em grande escala destes 

(Da-Silveira et al., 2001). O uso da tecnologia do DNA recombinante para expressão 

de proteínas de T. cruzi em bactérias e leveduras permitiu obtenção antígenos de alta 

qualidade e em grande quantidade para o diagnóstico da doença de Chagas (Da-

Silveira et al., 2001). Porém, antígenos provenientes da expressão heteróloga podem 

conter componentes protéicos de bactérias ou leveduras que podem contribuir para 

reação cruzada com outras enfermidades. Nos últimos anos, a síntese química de 

pequenos peptídeos vem apresentando alta especificidade e sensibilidade com  
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resultados promissores, bem como facilidade para produção em alta escala de 

produtos altamente purificados (Peralta et al., 1994; Aguirre et al., 2006; Macipar et 

al., 2005). Assim, uma abordagem baseada em peptídeos sintéticos foi escolhida para 

estudo de um grande número de alvos. 

Neste trabalho, nós propusemos identificar peptídeos derivados de novos 

epitopos de célula B do T. cruzi. Dois tipos de epitopos foram pesquisados. Primeiro, 

peptídeos T. cruzi-específicos potencialmente reativos com diferentes cepas do 

parasito visando contribuir para otimizar o sorodiagnóstico da doença de Chagas. 

Outro grupo de peptídeos compreende sequências com potencial aplicação para 

sorotipagem. Usando ferramentas de bioinformática, estes epitopos conservados e 

polimórficos foram preditos nas proteínas dos pares de alelos de genes cópias simples 

do proteoma da cepa híbrida CL Brener de T. cruzi. Posteriormente os peptídeos 

selecionados foram validados por “imunoblotting” e ELISA. A premissa que usamos 

para buscar in silico epitopos polimórficos no proteoma do parasito é que diferenças 

entre os pares de alelos da cepa híbrida CL Brener (Tc VI) poderiam refletir 

diferenças entre estes epitopos de cepas de outros grupos de T. cruzi, uma vez que os 

haplótipos do genoma híbrido de CL Brener se originaram de ancestrais do grupo Tc 

II e Tc III (Sturm et al., 2003). Especula-se ainda que Tc II e Tc III possam ter se 

originado de um evento de hibridação envolvendo linhagens ancestrais de Tc I e Tc II 

(Westenberger et al., 2005). Desta forma, é possível que polimorfismos presentes nas 

diferentes linhagens de T. cruzi possam estar impressos nos haplótipos de CL Brener.  

Durante a etapa de triagem dos peptídeos por “immunoblotting” duas 

sequências controles provenientes da proteína L7a e de uma trans-sialidase foram 

utilizadas. Estas sequências foram anteriormente caracterizadas e mapeadas e por isso 

foram selecionadas. O peptídeo proveniente da proteína L7a foi reativo com soro de 

animais infectados as cepas Y e CL Brener e não foi observado reatividade contra a 

cepa Colombiana do parasito. Este peptídeo representa uma porção repetitiva 

altamente antigênica da proteína e os autores do trabalho observaram expansão destas 

repetições em sequências do antigo grupo II de T. cruzi (atual TcII-VI). A linhagem 

TcI não possui expansão desta sequência repetitiva e isso provavelmente pode induzir 

uma resposta humoral mais fraca, resultando em baixa reatividade contra o peptídeo. 

Já o peptídeo proveniente da trans-sialidase foi reativo apenas para cepa Y (Tc II). 

Esse dado pode ser relacionado ao fato de durante a identificação deste epitopo, foram 

usados soros de animais infectados apenas com a cepa Y, bem como soro de pacientes 
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da cidade de Virgem da Lapa em Minas Gerais, região endêmica da doença de Chagas 

onde ocorre infecção de predominantemente por linhagem Tc II (Devera et al., 2002; 

D'Avila et al., 2009). Estes exemplos pontuam as implicações da variabilidade 

genética de T. cruzi durante o desenvolvimento de um método de diagnóstico. Como 

controle negativo foi utilizado uma subsequência não reconhecida por anticorpos 

contra a proteína L7a. Como esperado, este peptídeo não foi considerado reativo para 

nenhuma das cepas de T. cruzi. 

Interessantemente, apesar dos peptídeos terem sido identificados no proteoma 

da cepa CL Brener, quando analisados os peptídeos na triagem inicial por 

“imunoblotting”, o “pool” de soros de animais infectados com a cepa CL Brener foi 

de maneira geral menos reativo quando comparado com os “pools” de soros de 

animais infectados com Colombiana e Y, respectivamente. Diversas hipóteses foram 

levantadas sobre este fato. Uma delas é que o alelo para o qual o peptídeo foi 

desenhado poderia ter menor expressão, principalmente nas formas evolutivas 

presentes no hospedeiro vertebrado, fenômeno conhecido como “Allelic imbalance”. 

Um exemplo de proteína que sofre este fenômeno é a caseína quinase 1 que possui 

dois alelos no genoma de T. cruzi. Um destes alelos é mais expresso na forma 

tripomastigota, enquanto o outro é mais expresso em amastigotas (Spadafora et al., 

2002). A menor expressão da proteína resultaria em menor indução do sistema imune 

do hospedeiro devido a baixa abundância do peptídeo e consequentemente menores 

valores de reatividade contra o epitopo seriam mensurados. Por outro lado, uma 

expressão semelhante de dois alelos com epitopos polimórficos podem levar a uma 

resposta imune menos direcionada e eficiente para produção de anticorpos específicos 

para cada alelo. Esta ideia é compatível com hipótese de “smoke screen” que postula 

que o parasito utiliza de uma variedade de proteínas altamente polimórfica em sua 

superfície para induzir uma resposta menos direcionadas a alvos essenciais e por isso 

menos eficiente na eliminação do parasito (Ibañez et al., 1988). Além disso, 

polimorfismos ao longo da proteína podem alterar sua conformação (Silla et al., 2011; 

Zhou et al., 2010), aumentando ou diminuindo a exposição de um epitopo e por isso, 

alterando sua reatividade.  

O perfil de epitopos reconhecidos pelas três cepas de T. cruzi usadas neste 

estudo, mostrados na FIGURA 8, refletiu a distância provável as cepas estudadas 

conforme apresentado na  FIGURA 2. Assim, a cepa de referência do genoma CL 

Brener possui mais epitopos compartilhados com a cepa Y do que com a cepa 
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Colombiana. A maioria dos peptídeos reativos são proteínas hipotéticas, sem função 

definida para o parasito. Um segundo grupo protéico contendo peptídeos identificados 

nesta análise são  proteínas envolvidas no processamento e manutenção de ácidos 

nucléicos. Um trabalho de triagem de antígenos de amastigota de T. cruzi utilizando 

bibliotecas de expressão também identificou sequência protéicas de ligação ao DNA e 

RNA, bem como proteínas ribossomais, flagelares e “heat-shock” como antigênicas 

(DaRocha et al., 2002). Estas sequências geralmente formam complexos 

nucleoprotéicos que são essenciais para estes parasitos bem como para outros 

organismos e por isso são evolutivamente bastante conservadas. Assim, a resposta 

imune dominante contra várias destas proteínas pode ser o resultado de vários fatores 

tais como sua abundância e alta estabilidade como partículas nucleoprotéícas, bem 

como sua aumentada capacidade para ser fagocitada e processada por células 

apresentadoras de antígenos. Além disso, exposição prévia a similares antígenos de 

outros microrganismos também contribuem para a geração de rápida e forte reposta 

imune contra estes epitopos conservados (Requena et al., 2000). 

A seguir iremos discutir os resultados obtidos na caracterização de peptídeos 

selecionados para sorodiagnóstico e, posteriormente, os resultados relacionados com 

peptídeos com potencial aplicação para o sorotipagem.   

 

 

7.1 Sorodiagnóstico 

 

A motivação para a busca de um peptídeo conservado para melhoria do 

sorodiagnóstico da doença de Chagas baseia-se no fato de que o táxon T. cruzi possuir 

grande variabilidade genética e por isso um antígeno ideal para sorodiagnóstico deve 

ser necessariamente conservado entre todas as cepas, evitando resultados falso-

negativos. De fato, algumas falhas na reatividade de soro de pacientes chagásicos 

contra proteínas e peptídeos triados para testes sorológicos foram associados à 

variabilidade entre cepas que infectavam estes indivíduos (Umezawa et al., 1999). Por 

outro lado, a comparação de sequências de proteínas usadas no sorodiagnóstico como 

FRA, Ag1, Jl7 e H49 são muitas vezes idênticas entre as cepas estudadas, indicando 

que o domínio que interage com anticorpos destes antígenos é altamente conservado 

(Cotrim et al., 2005). A triagem dos peptídeos por “immunoblotting” permitiu a 

identificação de quatro peptídeos com reatividade semelhante com soro da três cepas 
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de T. cruzi utilizadas e por isso são potenciais candidatos para o sorodiagnóstico da 

doença de Chagas. Dois deste peptídeos foram sintetizados e caracterizados neste 

trabalho.  

O peptídeo C6_30_cons conservado entre as cepas Colombiana, Y e CL 

Brener, mostrou boas características para o sorodiagnóstico. Primeiro apresentou 

reatividade  acima do “cutoff”, sem diferença estatística entre as cepas, tendo sido 

reconhecidos por anticorpos de média afinidade. A quantidade inicial de inóculo 

também não influenciou o reconhecimento do peptídeo, um fato importante uma vez 

que a quantidade de inóculo em infecções naturais deve ser bastante variável (Coura, 

2007). Observou-se que assim como este reconhecimento independente da quantidade 

de inóculo, a parasitemia entre estes animais foi muito próxima. Isso pode ser 

explicado pelo fato de T. cruzi ter uma multiplicação rápida e por isso, mesmo 

iniciando de uma população pequena é capaz de alcançar densidade populacional 

suficiente para induzir a resposta imune e o reconhecimento de tal epitopo. O 

mapeamento do epitopo pelo metodologia de Ala scan sugere que aminoácidos 

situados principalmente na região carboxiterminal do peptídeo são importantes para 

interação com anticorpos independente da cepa do parasito, fortalecendo a hipótese 

que este peptídeo é conservado entre elas. 

Quanto à análise de diferentes classes de imunoglobulinas, tanto IgM quanto 

IgG foram detectadas, sugerindo que o peptídeo poderia ter utilidade no diagnóstico 

tanto na fase aguda quanto crônica na doença de Chagas. O perfil de reconhecimento 

de IgG iniciou no mesmo período que se observa IgG acima do valor de “cutoff” 

contra o antígeno total do parasito, sugerido os anticorpos são produzidos logo no 

início da fase aguda e se manteve persistente por todo tempo analisado. Esta 

precocidade na produção de anticorpos é importante em um diagnóstico pois pode ter 

função preventiva, uma vez que as formas clínicas aparecem mais tardiamente ao 

longo da infecção (Coura, 2007). Este peptídeo se mostrou específico, sendo reativo 

com apenas um soro de paciente infectado com L. braziliensis. 

Apesar do modelo animal fornecer uma boa alternativa para estudos em 

condições padronizadas de infecção, como quantidade de inóculo e confiabilidade de 

infecção por apenas uma cepa do parasito, existem diferenças na resposta imune 

destes animais contra T. cruzi quando comparados com o homem. Assim se faz 

necessário a validação dos resultados obtidos em modelo animal e em humanos. Para 

o peptídeo C6_30_cons, amostras de pacientes chagásicos infectados por parasitos da 
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linhagem Tc II previamente tipadas  reconheceram o epitopo, similarmente ao que 

observamos para amostras murinas infectadas com a mesma linhagem.  

Interessantemente, o peptídeo foi capaz de discriminar formas clínicas 

sintomática cardíaca de pacientes de amostras de forma indeterminada assintomática. 

Esta maior reatividade pode estar relacionada a fatores induzidos pela resposta imune 

contra os parasitos que têm importância na patogênese da miocardite chagásica, 

como, por exemplo, alterações dos mecanismos de imunorregulação. A mobilização 

do sistema imune é importante na redução da carga parasitária, mas, por outro lado, 

pode contribuir para o aparecimento das manifestações crônicas (Vago et al., 1996; 

Higuchi et al., 1997, Añez et al., 1999, Palomino et al., 2000; Tarleton, 2001). Por 

exemplo, em avaliação histopatológica de cortes de tecido de cólon de pacientes 

infectados pelo T. cruzi, portadores de megacólon, observa-se um alto percentual de 

células B (Corbett et al., 2001, Da-Silveira et al., 2008). Além disso, se observou um 

alto percentual das células B na circulação de pacientes sintomáticos (Dutra et al., 

1994).  Este aumento no percentual de determinados clones de células B poderia ser 

acompanhado do aumento da produção de anticorpos contra determinados epitopos e 

consequentemente maior reatividade ser encontrada em amostras de pacientes 

sintomáticos. A identificação de um peptídeo que detecta este perfil diferencial entre 

pacientes assintomáticos e sintomáticos poderiam auxiliar no prognóstico da doença, 

bem como auxiliar na triagem de indivíduos que irão necessitar de tratamento 

específico. 

Resumindo, este peptídeo apresentou uma especificidade de 93% e 

sensibilidade de 87%. Estes valores são superiores ao encontrado para outros 

peptídeos (Peralta et al., 1994; Aguirre et al., 2006) e compatíveis com metodologias 

que utilizam mistura de antígenos recombinantes (Da-Silveira et al., 2001). Quando 

realizado dois testes  para diagnóstico da doença de Chagas, como recomendados pela 

OMS, se ambos os testes forem realizados por técnicos treinados com kits de boa 

qualidade é possível uma sensibilidade de 98%. Entretanto, na rotina de laboratórios 

de diagnóstico, hospitais e bancos de sangue com o uso de kits comercialmente 

disponíveis pode-se obter valores de sensibilidade bem menores do que o mencionado 

(Salles et al, 1996). Porém a maioria destes trabalhos não avaliaram o impacto da 

variabilidade das cepas no reconhecimento destes antígenos. O uso de amostras de 

pacientes na etapa de triagem de antígenos e na validação do potencial de 

sorodiagnóstico sobre um grande painel soro de uma mesma região geográfica pode 
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não refletir a variabilidade de T. cruzi. Isso porque determinadas regiões possuem 

predominância de uma ou poucas linhagens como no caso de Tc II em Minas Gerais 

(Devera et al., 2002; D'Avila et al., 2009; Freitas et al., 2005).  

Diferente do que foi observado para o primeiro epitopo, o peptídeo 

B7_30_cons não apresentou características satisfatórias para o uso de 

sorodiagnóstico. Apesar dos resultados promissores durante a etapa de triagem, a 

validação por ELISA mostrou que os anticorpos contra este peptídeo em soros de 

camundongos infectados com a cepa Y apresentaram em média baixa afinidade, 

resultado também observado com o soro de cobaias infectados pela mesma cepa. Este 

peptídeo também foi reativo tanto para a fase aguda, quanto para a fase crônica da 

infecção. A afinidade dos anticorpos em soro de indivíduos infectados com parasitos 

da linhagem Tc II foi semelhante ao resultado do modelo murino e de cobaia e 52% 

do soro de pacientes de com diferentes formas clínicas apresentaram reatividade 

negativa. Especula-se que este resultado possa refletir o fato de que maior parte destes 

soros é possivelmente de indivíduos infectados por linhagem Tc II, uma vez que estes 

pacientes são residentes de Minas Gerais e exista predominância desta linhagem neste 

Estado (Devera et al., 2002; D'Avila et al., 2009).  Quando comparado com as outras 

cepas, o mapeamento de aminoácidos de importância para interação mostrou que 

apenas uma pequena região de importância é compartilhada. Por outro lado, as cepas 

Colombiana e CL Brener possuem outros aminoácidos de importância para a 

interação antígeno-anticorpo e provavelmente, o soro de animais infectados por estas 

cepas teriam maior reatividade e afinidade com este peptídeo.  

Outro importante problema com o peptídeo B7_30_cons foi a observada 

reação cruzada com outros tripanossomatídeos, mesmo após as análises in silico para 

eliminar sequências similares com  parasitos do gênero Leishmania e T. rangeli. O 

mapeamento do epitopo utilizando soro de pacientes infectados com L. braziliensis 

identificou um padrão de aminoácidos de importância maior para interação do que o 

visto para T. cruzi, inclusive englobando o padrão observado para este último. Este 

perfil de reconhecimento cruzado mostra que apenas a eliminação de sequências 

semelhantes entre organismos por análises in silico pode não resultar em eliminação 

da reação cruzada, uma vez que a estrutura padrão de reconhecimento de anticorpos 

ocupa pequena porcentagem da sequência e pode aparecer em proteínas com baixa 

similaridade dos demais tripanossomatídeos e outros organismos, como foi visto com 

L. braziliensis. 
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 Todos estes problemas resultaram em baixos valores de especificidade de 

(35%) e de sensibilidade (58%) do peptídeo B7_30_cons. Estes valores são bem 

inferiores àqueles encontrados para a primeiro peptídeo testado neste trabalho e 

antígenos testados por outros grupos de pesquisa. Por isso, este peptídeo não seria 

indicado para compor um painel de peptídeos para melhorar o sorodiagnóstico da 

doença de Chagas.  

 

 

7.2 Sorotipagem 

 

 Acredita-se que as manifestações patológicas, tanto na fase aguda quanto na 

fase crônica da doença de Chagas, sejam consequência de mecanismos multifatoriais 

relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro vertebrado, como a variabilidade 

das cepas, o tropismo, a antigenicidade e o tamanho do inóculo bem como a faixa 

etária, e fatores imunológicos do hospedeiro (Dias, 2000). Os mecanismos envolvidos 

no desenvolvimento das formas graves da doença de Chagas e sua morbidade são 

ainda pouco compreendidos. Dentro deste quadro, a grande variabilidade genética de 

T. cruzi sempre apresentou uma sedutora característica que poderia estar associada a 

este espectro de manifestações clínicas. Apesar de não ser observada clara correlação 

entre cepa ou linhagem e a sintomatologia da doença (D'Avila et al., 2009), alguns  

indícios de possíveis correlação foram observados. Por exemplo, Tc I parece estar 

associado a ocorrência de cardiopatia chagásica na América Central e norte da 

América do Sul, enquanto Tc II, V e VI no cone sul é correlacionado com cardiopatia 

e a presença de megasíndromes chagásicas do colon e esôfago (Prata, 2001).  

Para identificação das diferentes linhagens de T. cruzi, a principal metodologia 

baseia-se na genotipagem, onde é necessário obtenção do material genético do 

parasito (Devera et al., 2002; Freitas et al., 2005; D'Avila et al., 2009). Na fase 

crônica, devido a baixa parasitemia, conseguir DNA suficiente para o trabalho é 

muito difícil e algumas metodologias tem sido usadas para facilitar essa obtenção, 

onde destaca-se a hemocultura (Chiari et al., 1989; Miyamoto et al., 2006) e a 

obtenção de material genético diretamente do tecido (Freitas et al., 2005). 

Hemocultura pode ser negativa quando a parasitemia é baixa e também fornece 

chance de seleção de populações de parasitos, comprometendo a identificação de co-

infecções (Marcelo e Pena, 1998; Luz et al., 1994). Biopsia de tecido infectado é um 
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método muito invasivo que necessita de cuidados médicos e por isso, inviabiliza 

estudos que requerem um grande número de amostras (Lescure et al., 2010). Desta 

maneira, acreditamos que a identificação de peptídeos que possam ser empregados em 

testes de sorotipagem constitui-se em uma estratégia interessante e promissora. 

Primeiro, a obtenção de soro para realização das análises é uma abordagem muito 

menos invasiva que a obtenção de tecidos infectados. Segundo, a técnica de ELISA 

permite automação o que resultaria em um teste adequado para testar grande números 

de amostra, como é necessário em grandes estudos epidemiológicos.  

É do nosso conhecimento apenas um trabalho sugerindo a utilização de um 

antígeno nomeado TSSA (“trypomastigote small surface antigen”), pertencente a 

família TcMUC III, para discriminar pacientes infectados com Tc I de pacientes 

infectados com Tc II-VI (Di Noia et al., 2002). Porém estudos moleculares 

posteriores mostraram que este antígeno seria capaz de agrupar Tc I com Tc III e Tc 

IV, separando estas linhagens de Tc II, V e VI (Bhattacharyya et al., 2010).  Por isso, 

identificar epitopos linhagem-específica ainda é um desafio e teria um grande impacto 

para o diagnóstico da doença de Chagas.  

Durante a etapa de triagem, 32 dos peptídeos reativos dos 98 epitopos 

classificados como polimórficos nas análises in silico apresentaram reconhecimento 

abaixo do “cutoff” para pelo menos uma cepa de T. cruzi, mostrando que o 

embasamento teórico deste trabalho para seleção de peptídeos para sorotipagem foi 

bem sucedida. De fato, os três peptídeos polimórficos selecionadas  para síntese 

solúvel juntos foram capazes de discriminar as três linhagens do parasito utilizadas.  

Como esperado, o peptídeo A6_30_col foi mais reativo com soro de animais 

infectados com a cepa Colombiana. Observamos reatividades diferenciais para este 

peptídeo nos modelos animal e humano. Soro de humanos infectados com Tc II foram 

negativos contra o peptídeo A6_30_col reconhecido por animais infectados com 

Colombiana e esse mesmo peptídeo é reativo com soro de animais infectados com a 

cepa Y. Essa diferença pode estar associada por exemplo ao tipo e à quantidade de 

inóculo da transmissão,  tripomastigotas de cultura em camundongos e provavelmente 

tripomastigotas metacíclicos em humano.  Além disso, os pacientes podem estar em 

fase crônica mais tardia da doença, enquanto que os animais estavam no início da fase 

crônica. O mapeamento mostra que a sequência reconhecida por estes anticorpos está 

presente no par de alelo do haplótipo Non-esmo da cepa CL Brener, o que pode 

justificar a maior reatividade desde peptídeo com soro de animais infectados com a 
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cepa Colombiana quando comparado com as outras cepas analisadas. O 

seqüenciamento da cepa Sylvio X10/1 pertencente a linhagem TcI confirmou que o 

genoma desta linhagem é mais similar ao haplótipo Non-esmo do que o Esmo e 

comparado a CL Brener, 23% das diferenças de nucleotídeos foram não sinônimas e 

foram associadas com mudanças radicais de aminoácidos (Franzén et al., 2011). Esses 

achados fortalecem nossa estratégia de busca de peptídeos polimórficos entre as cepas 

de T. cruzi e apontam para uma real possibilidade de se construir um robusto painel 

de peptídeos que possam ser usados com sucesso em métodos de sorotipagem do 

parasito. 

Como esperado, o peptídeo reativo com a cepa Y, B2_30_Y, foi reativo com 

soro de pacientes infectados com Tc II. Assim como o peptídeo conservado 

C6_30_cons, o peptídeo B2_30_Y foi também capaz de diferenciar formas clínicas 

sintomáticas de não sintomática. Desta forma, este peptídeo poderia ser usado para 

prognóstico ou auxílio na identificação de manifestações clínicas juntamente com o 

peptídeo conservado. Somente anticorpos da classe IgG foram detectados contra o 

peptídeo sugerindo que a produção de anticorpos seja mais tardia contra este peptídeo. 

O mapeamento do epitopo e a comparação entre os pares de alelos confirmam que a 

proximidade do genoma da linhagem Tc II com o haplótipo Esmo da cepa híbrida, 

uma vez que os aminoácidos críticos para o reconhecimento pelo anticorpo estão 

ausentes no haplótipo non-Esmo.  

O peptídeo B9_30_cl também discriminou corretamente a cepa CL Brener de 

camundongos infectados. Diferenças entre modelos animais também foi visto para 

este peptídeo uma vez que camundongos infectados com a cepa Y possuiu reatividade 

acima do “cutoff” para este peptídeo, enquanto soro de cobaia infectado com a mesma 

cepa apresentou reatividade negativa quando mensurado anticorpos da classe IgG. Por 

outro lado, houve reatividade de IgM contra este peptídeo em dois tempos após a 

infecção de cobaias. Nestes tempos observa-se que a afinidade dos anticorpos são 

média e baixa, podendo representar uma reatividade com anticorpos inespecíficos. 

Apesar deste peptídeo ser classificado como Esmo, não houve reatividade com soro 

de animais infectados com a cepa Y (TcII). Uma possível explicação para isso é que 

esta sequência pode ter  divergido da sequência originada de TcII e o polimorfismo 

pode estar presente na região de ligação de anticorpos.  

Interessantemente, os três peptídeos polimórficos são derivados de regiões 

repetitivas. Um fator que pode ter contribuído para isso é que geralmente 
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polimorfismo em extensão de regiões repetitivas entre os pares de alelos são 

alinhados como “gaps” e a estes nós admitimos o maior valor de pontuação de 

polimorfismo entre pares de alelos Esmo e Non-esmo utilizados neste projeto (Tabela 

1 ). Como nosso critério de seleção de epitopos polimórficos privilegia peptídeos com 

os mais altos valores de pontuação de polimorfismo, nossos epitopos contendo 

polimorfismo em sequências repetitivas foram mais bem ranqueados entre aqueles 

selecionados. A identificação de antígenos de amastigota através de biblioteca de 

cDNA mostrou que este fato é comum para antígenos de T. cruzi, já que 70% dos 

clones reativos codificavam proteínas com sequência repetitiva de aminoácidos 

(DaRocha et al, 2002). Este trabalho também sugere que proteínas ribossomais 

contendo repetições de aminoácidos são um dos  imunógenos mais proeminentes 

presentes na forma intracelular do parasito. A alta frequência com que antígenos 

contendo domínios repetitivos são identificados  pode ser explicada pelos altos títulos 

de anticorpos específicos contra estas sequências, o que pode ser consequência da 

abundância destas unidades repetitivas no proteoma e pelo fato de tais anticorpos se 

ligarem com alta afinidade a estes epitopos (Da-Silveira et al, 2001). Estas sequências 

repetitivas também evoluem rapidamente (Carlton et al., 2008) e isto pode ter 

conseqüência no reconhecimento diferencial entre as cepas do parasito. Assim, 

expansão ou depleção destas regiões repetitivas pode alterar a estrutura de um epitopo 

de forma que anticorpos se liguem mais fraca ou fortemente a ele.  

Quatro dos cinco peptídeos testados neste trabalho apresentaram boas 

características para o uso no sorodiagnóstico ou sorotipagem de T. cruzi 

demonstrando que a mineração de genomas pode ser um bom ponto de partida para 

pesquisa de antígenos. A técnica de “immunoblotting” foi uma ferramenta 

experimental bastante útil para a validação experimental dos resultados de triagem in 

silico. Os peptídeos identificados neste trabalho apresentaram especificidade e 

sensibilidade alta para o uso no diagnóstico do parasito e após estudos mais 

aprofundados, principalmente com grandes quantidade de amostras de diferentes 

regiões geográficas, teriam o potencial para ser incorporados na rotina laboratorial. 

Entre outros estudos que necessitam ser feitos está a avaliação do comportamento da 

reatividade e afinidade dos peptídeos com o soro de animais e principalmente 

humanos infectados com as outras linhagens de T. cruzi. Além disso, a hipótese do 

modelo histotrópico clonal sugere que a heterogeneidade e multiclonalidade de uma 

cepa determinam tropismo tissular diferente e conseqüentemente variações na 
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apresentação clínica da doença (Macedo e Pena, 1998). Devido a este tropismo 

tecidual diferenciado, em co-infecções, a cepa circulante pode não ser  a mesma 

presente no tecido e responsável pela determinada manifestação clínica e  por isso, 

seria interessante a  avaliação dos peptídeos utilizando soro de animais e pacientes co-

infectados.  

Outra importante contribuição deste trabalho foi identificar outros potenciais 

antígenos identificados na etapa de análise in silico e triagem experimental e que não 

foram ainda caracterizados e validados por ELISA. A metodologia utilizada aqui 

também poderia ser aplicada para identificar novos antígenos por comparação de 

genomas entre diferentes linhagens de T. cruzi, que estão sendo atualmente 

sequenciadas. O mapeamento de aminoácidos críticos para o reconhecimento pelo 

anticorpo poderá permitir a manipulação das sequências para otimização da interação 

com anticorpos e/ou construção de peptídeos quiméricos contendo aminoácidos 

importantes de diferentes epitopos maximizando a interação com diferentes 

anticorpos de uma mesma amostra (Aguirre et al., 2006). Estas abordagens permitirão 

desenvolvimento de antígenos mais específicos e sensíveis. O uso combinado de 

peptídeos também seria boa opção principalmente para melhorar a sensibilidade do 

teste. Como exemplo, nenhum dos nove antígenos JL7, H49, Ag2 e A13 utilizados 

individualmente foram capazes de detectar anticorpos específicos no soro de todos os 

pacientes chagásicos crônicos, indicando que um único antígeno não será suficiente 

para diagnóstico sorológico (Da-Silveira, 2001). Os antígenos CRA e FRA testados 

em mistura apresentaram 98,3% de sensibilidade e 100% de especificidade e estes 

valores foram superiores aos testes utilizando os antígenos separadamente (Da-

Silveira , 2001). Acreditamos que outros epitopos polimórficos e conservados possam 

ser identificados dentre os peptídeos reativos na etapa inicial de triagem por 

imunoblot. O uso combinado destes com os outros epitopos caracterizados neste 

trabalho e outros disponíveis na literatura poderá viabilizar a construção de um painel 

robusto de epitopos com potencial aplicabilidade para sorodiagnóstico e sorotipagem 

na doença de Chagas. 
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