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RESUMO 
 
 
 
Trypanosoma cruzi e Leishmania são parasitas intracelulares obrigatórios em células 
de hospedeiros mamíferos. A infecção humana mediada por parasitas é um processo 
extremamente rápido e estes devem dispor de estratégias de evasão da lise 
imediatamente após a inoculação para escapar dos efeitos deletérios do soro após 
ativação do sistema complemento. Distintas moléculas da superfície celular em 
diferentes organismos estão envolvidas nos processos de resistência a lise pelo 
complemento. Em T. cruzi foi identificada uma molécula envolvida com a 
resistência a lise pelo complemento. Uma proteína de 160 kDa denominada CRP 
(complement regulatory protein) de T. cruzi restringe a ativação das vias clássica e 
alternativa evitando a ação proteolítica da C3 convertase. Em Leishmania moléculas 
tais como gp-63, LPG parecem ser responsáveis pela evasão da lise, mas os 
mecanismos ainda não estão claros. Um outro exemplo de mecanismo de resistência 
a lise pelo complemento é conferido por uma proteína de 32 kDa chamada CRIT 
(C2 receptor inhibitor trispaning) expressa na superfície de formas adultas de 
Schistosoma que se liga ao componente C2 evitando a formação da C3 convertase. 
Neste trabalho pretende-se entender a ativação do sistema complemento por 
parasitas e identificar moléculas envolvidas com a lise pelo complemento em 
tripanosamatideos. Através de procedimentos de transfecção e sobrexpressão de 
CRP e CRIT em T. cruzi e Leishmania analisamos a função destes genes, 
difrenciando-os de parasitas selvagens. Foram realizadas cinéticas de ativação do 
complemento em diferentes tripanosomatideos com o uso de soro humano normal 
para avaliar o efeito do complemento sobre os parasitas. A aquisição de resistência à 
lise pelo complemento com o uso de parasitas transgênicos favorece a compreensão 
dos mecanismos que determinam a infecção e possibilita o desenvolvimento de 
medidas quimioterápicas. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
 
 

 

 
ABSTRACT 
 
Tripanosoma cruzi and Leishmania are obligated intracellular parasites in cells of 
hosts mammals. However the parasites can be found in three different habitats 
during its cycle of life:  the intestine of the insect vector, the extracellular space of 
the vertebrate host and in cells of the fagocítico system. After inoculation of 
metaciclic tripomastigotas forms and promastigotas forms of T. cruzi and 
Leishmania respectively, the parasites are displayed to the potential lítics effect of 
the normal serum and lyses mediated by the complement can compromise the 
survival of the parasite. The infection human being mediated for parasites is a 
process extremely fast and the parasites must make use of strategies of evasion of 
lyse immediately after the inoculation to escape of the deleterious effect of the 
serum after activation of the system complement. Distinct molecules of the cellular 
surface in different organisms are involved in the resistance processes lyse for the 
complement. In Trypanosoma cruzi was identified a molecule involved with the 
resistance lyse for the complement. A protein of 160 kDa called CRP (complement 
regulatory protein) of T. cruzi restricts the activation of the classic and alternative 
pathways preventing the proteolítics action of the C3 convertase. In Leishmania 
molecules such as gp-63, LPG seem to be responsible for the evasion of lyse, but the 
mechanisms still are not clear. One another example of resistance mechanism lyse 
for the complement is conferred by a protein of 32 kDa called CRIT (C2 receptor 
inhibitor  trispaning) express in the surface adult forms of Schistossoma that if binds 
to the C2 component preventing the formation of the C3 convertase. The goal of this 
work is to understand the activation of the complement  system  for parasites and to 
identify molecules involved with lyse for the complement in tripanosamatideos. 
Through procedures of transfecção and overexpresion of CRP and CRIT in T. cruzi 
and Leishmania we analyze the function of these genes in transgenics and wild 
parasites. For this purpose we have  made differents constructions with CRP and 
CRIT genes using these vectors. They had been carried through kinetic of activation 
of the complement in different tripanosomatideos with the use of normal human 
serum to evaluate the effect of the complement on the parasites. The acquisition of 
resistance to lyse mediated by the complement with the use of different transgenics 
parasites favored the understanding of the mechanisms that determine the infection 
and opens possibilities of development of chemotherapeutics measures for control of 
the illnesses. 



  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

Durante o seu ciclo de vida os protozoários flagelados pertencentes à ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, sofrem uma série de modificações 

morfológicas e fisiológicas reguladas durante o desenvolvimento, particularmente, 

para sobreviver dentro dos hospedeiros inseto e mamífero. 

Para estabelecer a infecção e persistir no hospedeiro vertebrado, os 

tripanosomatideos precisam resistir as barreiras de defesa do hospedeiro. Uma das 

linhas de defesa primárias é a ativação do sistema complemento, que pode agir 

diretamente na eliminação dos microorganismos juntamente com a ação das células 

fagocíticas (Fischer et al.,1988). Em contrapartida, muitos patógenos, especialmente 

aqueles que se estabelecem na corrente sanguínea dos organismos ou que se 

disseminam do sítio inicial de infecção para outros órgãos, tem desenvolvido 

elaborados mecanismos para evitar os efeitos deletérios da ativação do 

complemento.  

As formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, por exemplo, evitam a lise 

através da produção de glicoproteínas de superfície que interferem na ativação do 

complemento (Fischer et al., 1988; Joiner et al., 1988). Uma destas glicoproteínas 

de massa molecular de 160-kDa é chamada de proteína reguladora do complemento 

(CRP) e tem como função restringir as vias, clássica e alternativa de ativação do 

complemento através da ligação com componentes do complemento, C3b e C4b; 

desta maneira, interrompe a formação e ação proteolítica da C3 convertase. Em 

oposição, a forma epimastigota do parasita é sensível aos efeitos do complemento e 

as moléculas CRP não são detectáveis. A conversão de epimastigota para 

tripomastigota coincide com a expressão de CRP na superfície celular e aquisição de 

resistência ao complemento (Norris et al., 1997). 

Em Leishmania moléculas como gp-63, LPG e PPG presentes nas superfícies 

dos parasitas parecem estar relacionadas aos mecanismos de evasão da lise nas 



  
 
 

 

formas promastigotas metacíclicas e amastigotas, mas os estudos relacionados a este 

tema, ainda não estão bem esclarecidos. 

Um outro exemplo de mecanismo de resistência à lise pelo complemento, 

descrito em Schistosoma spp, é mediado pela proteína de superfície Sh-CRIT (Inal, 

1999). Sh-CRIT é um receptor que se liga ao complemento C2 especificamente, 

resultando na inibição da via clássica de ativação do sistema complemento, 

provavelmente interferindo na formação de C3 convertase, C4b2a.  

A compreensão dos mecanismos através dos quais os parasitas desenvolvem 

resistência a resposta primária do hospedeiro, mediada por lises originadas pela 

ativação do sistema complemento é de nosso interesse. Provavelmente esses 

mecanismos estariam relacionados com a presença das moléculas de superfície dos 

parasitas. Uma possibilidade de estudo é gerar parasitas transgênicos que carregam 

genes sobrexpressando proteínas de superfície celular que teriam como função 

tolerar os efeitos líticos do soro, tais como o gene que expressa as moléculas Sh-

CRIT e CRP de Schistosoma hematobium  e Trypanosoma cruzi, respectivamente.  

A utilização destes parasitas transfectados permitiria avaliar funcionalmente 

estas moléculas e direcionar a procura de possíveis genes homólogos nos 

tripanosomatideos em estudo, relacionados com os mecanismos de resistência do 

parasita. Esses genes podem estar envolvidos com eventos importantes na vida 

parasitária como sua disseminação no organismo, desde a invasão do parasita no -

hospedeiro até o agravamento das formas clínicas.  

O conhecimento desses mecanismos poderia oferecer alternativas imuno 

profiláticas como novos fármacos ou vacinas, que possam aperfeiçoar as poucas 

alternativas terapêuticas existentes contra a doença. 

Utilizando vetores que facilitam a expressão de genes exógenos em parasitas, 

foi avaliado se os genes envolvidos na resistência a lise pelo complemento presentes 

em outros organismos eram funcionais em Leishmania e T. cruzi, proporcionando 

proteção contra a lise nas formas promastigotas e epimastigotas respectivamente. 



  
 
 

 

Foram estabelecidos os seguintes objetivos: 

 

GERAL: 

Determinar os mecanismos que mediam a resistência à lise pelo complemento 

em Leishmania e em T. cruzi, caracterizando o papel funcional dos genes CRIT e 

CRP como potenciais inibidores dos componentes do complemento através da 

utilização de parasitas transgênicos. 

 ESPECÍFICOS: 

1. Avaliar a lise pelo complemento em tripanosomatideos, determinando 

qual a principal via de ativação do complemento. 

2. Transfectar formas promastigotas de Leishmania e epimastigotas de T. 

cruzi com os vetores pTEX, pTEXCRIT, p33CRIT, pTEXCRP. 

3. Detectar a presença de genes exógenos em parasitas transfectados através 

de Southern blotting. 

4. Analisar a expressão do gene CRIT nos parasitas transgênicos através de 

RT-PCR. 

5. Analisar funcionalmente os parasitas transgênicos através da 

determinação da resistência à lise mediada pelo complemento. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

2.1.TRIPANOSOMATIDEOS 

 

Parasitas pertencentes à família Trypanosomatidae e incluídos nos gêneros 

Leishmania e Trypanosoma são potenciais agentes etiológicos causadores de 

doenças infecciosas humanas, tais como Leishmanioses e doença de Chagas, 

respectivamente. Algumas das infecções causadas por estes protozoários são 

endêmicas em países da América Latina, África, Ásia e países Mediterrâneos, sendo 

consideradas um grave problema de saúde pública.  

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde, as leishmanioses visceral 

e cutânea acometem cerca de 12 milhões de pessoas em 88 países, com 

aproximadamente mais de 2.000.000 de novos casos anuais, provocando mais ou 

menos 59.000 mortes/ano. A doença de Chagas acomete em torno de 600.000 

pessoas/ano em 18 países, ocasionando estimadamente 13.000 mortes por ano, 

sendo o cone Sul a principal zona de incidência dos insetos vetores da doença 

pertencente à família Reduviidae (WHO, 2003).  

Os gêneros Leishmania e Trypanosoma pertencem à ordem Kinetoplastida 

que representa um grupo de protozoários flagelados, caracterizados por uma 

organela única que diferencia o grupo, o cinetoplasto, que contém DNA 

(deoxyribonucleic acid) mitocondrial. Todos os kinetoplastidas conhecidos 

apresentam outros dois aspectos peculiares ao grupo: compartimentalização interna 

de glicolises, em uma organela chamada glicosomo e o trans-splicing, mecanismo 

onde se adiciona uma curta seqüência de RNA (ribonucleic acid), altamente 

conservada - o spliced leader ou miniexon - encontrado em todos os RNAs 

mensageiros (Stevens et al.,2001). 

 
2.1.1.Gênero Trypanosoma 

O Gênero Trypanosoma está constituído por protozoários heteroxenos, ou 

seja, durante seu ciclo de vida, desenvolve-se alternadamente em invertebrados e 



  
 
 

 

vertebrados, ou naqueles e em plantas. Os membros da família evoluem através dos 

estágios: amastigota, epimastigota e/ou tripomastigota. 

Membros do gênero Trypanosoma são parasitas de todas as classes de 

vertebrados. Muitos deles vivem na corrente sanguínea e em tecidos fluidos, mas 

alguns, tais como T. cruzi ocupam convenientemente habitats intracelulares. Embora 

existam outros meios de transmissão, a principal ocorre, via invertebrados 

hematófagos.  

Dentro do gênero, destaca-se Trypanosoma cruzi, agente causal da doença de 

Chagas, que pode provocar a letalidade dos indivíduos infectados. O parasita 

apresenta ciclo biológico heteroxeno, sendo seu hospedeiro invertebrado insetos 

pertencentes à família Reduviidae, onde os gêneros Triatoma, Rhodnius e 

Panstrogylus são os de maior importância epidemiológica. 

São identificados três estágios de diferenciação dentro do ciclo evolutivo do 

parasita: 

amastigotas (habitam o interior das células dos vertebrados multiplicando-se 

por fissão binária) ;  

epimastigotas (habitam o intestino do inseto vetor e se dividem por fissão 

binária) ; 

tripomastigotas (vivem na corrente sanguínea do hospedeiro invertebrado, 

sendo incapaz de se dividir. O tripomastigota é resultado da diferenciação da forma 

amastigota intracelular). Tripomastigotas metacíclicos encontrados no vetor são 

resultado da diferenciação de formas epimastigotas. 

O ciclo do T.cruzi se inicia quando o vetor, durante o repasto sanguíneo, 

ingere do hospedeiro vertebrado infectado formas tripomastigotas. No intestino 

médio do inseto, os parasitas multiplicam-se sob a forma epimastigota e após 

algumas semanas se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos no intestino 

posterior do inseto. (Brener and Alvarenga, 1975).  

A infecção nos vertebrado se inicia quando o vetor triatomíneo infectado com 

T. cruzi pica o hospedeiro mamífero e durante a ingestão de sangue o inseto pode 



  
 
 

 

liberar formas tripomastigotas metacíclicas através das fezes ou urina, que penetram 

no novo hospedeiro através de lesões na pele ou pelas mucosas. Dentro do 

hospedeiro os parasitas invadem o interior das células e diferenciam-se em 

amastigotas. Intracelularmente os amastigotas se multiplicam provocando o 

rompimento celular e a liberação de formas tripomastigotas sanguíneas, que irão 

invadir novos órgãos e tecidos reiniciando o ciclo. Esta fase inicial de multiplicação 

intracelular e circulação parasitária corresponde à fase aguda da doença. A etapa 

seguinte, onde os parasitas circulantes e teciduais são difíceis de detectar  

corresponde à fase crônica da infecção. As respostas imune celular e humoral 

controlam a proliferação do parasita e modulam a relação parasita – hospedeiro 

(Krettli and Brener , 1976; Brener, 1980; Texeira et al., 1978; Texeira, 1987). 

Alterações cardíacas (cardiomiopatias) e digestivas (megacólon e megaesôfago) 

podem ocorrer como as principais manifestações clínicas da doença em alguns 

indivíduos infectados. 

 
2.1.2.Gênero Leishmania 

 
Compreende espécies heteroxenas compostas por organismos unicelulares 

parasitas de plantas, insetos, aracnídeos e vários vertebrados, com apenas duas fases 

durante seu ciclo de vida: amastigota e promastigota. O estágio amastigota é parasita 

intracelular obrigatório de macrófagos no hospedeiro vertebrado e o estágio 

promastigota habita o trato digestivo do inseto vetor extracelularmente. 

Os protozoários do gênero Leishmania são os responsáveis pelas 

leishmanioses e pertencem a família Trypanosomatidae. Leishmanioses são 

parasitoses que apresentam duas formas clínicas básicas bastante diferenciadas e 

cuja evolução depende da interação entre o parasita envolvido, o vetor e a resposta 

imune do hospedeiro. A endemia é causada por protozoários do gênero Leishmania, 

transmitidos entre os hospedeiros vertebrados através da picada de insetos 

flebotomíneos (Diptera, Psychodidae). As leishmanioses podem ser classificadas em 



  
 
 

 

dois grandes grupos: as leishmanioses tegumentares (cutânea e muco-cutânea) e a 

leishmaniose visceral ou calazar (Handman, 2000). 

Nas leishmanioses o parasita se multiplica por divisão binária no interior do 

citoplasma dos macrófagos, no hospedeiro vertebrado, sob a forma intracelular do 

protozoário denominada amastigota (sem flagelo livre), até o rompimento da célula 

parasitada e invasão de outras células do sistema fagocítico monocitário.  

O flebotomíneo, ao picar a pele do hospedeiro infectado, ingere os 

macrófagos da derme contendo as formas amastigotas de Leishmania em seu 

citoplasma. No intestino médio do flebótomo, as formas amastigotas se transformam 

em promastigotas (com flagelo livre) que aderem ao epitélio do tubo digestivo, onde 

se multiplicam por divisão binária. Posteriormente, estas formas migram para a parte 

anterior do tubo digestivo do inseto onde se tornam infectantes. O flebótomo ao 

realizar um novo repasto sangüíneo, inocula junto com sua saliva as formas 

infectantes no interior da derme de outro hospedeiro com consequente invasão de 

macrófagos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

2.2. SISTEMA COMPLEMENTO 

 
Os parasitas precisam invadir as células para progredir na infecção. A partir 

do primeiro contato com os hospedeiros, os parasitas enfrentam uma série de 

mecanismos físicos e biológicos que correspondem à imunidade inata do hospedeiro 

e representam uma proteção contra patógenos invasores. Entre estes mecanismos, os 

mais relevantes seriam: imunidade local, células NK (natural killer) e o sistema 

complemento. 

Os componentes do complemento estão entre os principais integrantes da 

imunidade inata frente a protozoários invasores. 

O sistema complemento é formado por um conjunto de proteínas séricas 

funcionalmente ligadas, que interagem entre si de maneira regulada, executando 

muitas funções efetoras da imunidade humoral e da inflamação. Os componentes 

solúveis do complemento do soro incluem múltiplas enzimas proteolíticas, que são 

seqüencialmente ativadas somente quando elas próprias são proteoliticamente 

clivadas por outras enzimas do sistema complemento previamente ativadas (Roitt, 

1999). As proteínas do sistema complemento presentes na circulação sangüínea 

estão naturalmente inativadas ou em um baixo nível de ativação espontânea. A 

ativação do sistema complemento normalmente ocorre quando proteínas deste 

sistema ligam-se a complexos imunes formados pela ligação de anticorpos fixadores 

do sistema complemento (IgG e IgM) aos seus antígenos específicos, desta maneira, 

o complemento participa como um dos mecanismos efetores principais para a 

imunidade humoral específica.  

Quando uma seqüência de proteínas do complemento é ativada através de 

complexos antígeno-anticorpo denomina-se via clássica (Roitt,1999). De maneira 

distinta, alguns componentes do complemento podem ser diretamente ativados por 

ligação à superfície de organismos invasores, participando também da imunidade 

natural. A seqüência de ativação do complemento que ocorre pela ligação entre o 

componente C3 do complemento e a superfície de organismos infecciosos é 



  
 
 

 

chamada via alternativa (Abbas, 2000). Uma outra via chamada via das lectinas, 

assim como a via alternativa independe de anticorpos para sua ativação. Contudo, o 

mecanismo é mais semelhante ao da via clássica, pois depois de iniciado, o processo 

de ação de C4 e C2 leva à formação C5 convertase (Turner, 1998). A via das 

lectinas é ativada pela ligação de MBL (mannose-binding lectin), uma proteína de 

fase aguda da inflamação, a resíduos de manose em glicoproteínas ou carboidratos 

na superfície de microorganismos. 

O sistema complemento pode ser diretamente ativado em resposta aos 

patógenos invasores. Esta ativação pode ocorrer através da via alternativa ou através 

da via das lectinas. Em ambos, a presença de resíduos presentes na superfície dos 

microorganismos, tais como manose, contribuem para ativação do sistema 

complemento diante da presença do microorganismo (Matsushita, 1996).  

O complemento é um importante componente da imunidade inata. Embora já 

conhecido, o conceito de que as funções do complemento estão entre os principais 

mecanismos efetores do sistema imune inato tem emergido gradualmente. 

Em termos gerais, a imunidade inata abrange um grande número de 

mecanismos passivos e ativos que formam as defesas do hospedeiro contra a 

infecção. Entre eles estão barreiras físicas tais como: pele e superfícies mucosas do 

sistema digestivo e respiratório e baixos níveis de pH estomacal. Dois principais 

componentes da imunidade inata são células fagocíticas, tais como neutrófilos e 

macrófagos e células NK. Tanto os neutrófilos como os macrófagos podem 

reconhecer diretamente patógenos invasores através de estruturas conservadas tais 

como manose e lipopolissacarídeos (LPS) (Stahl and Ezekowitz, 1998; Ulevitch and 

Tobias, 1999). 

A ativação do sistema complemento faz parte de um dos diversos 

mecanismos do sistema imune responsável pela eliminação de antígenos, onde 

certos tipos de anticorpos podem ativar a via do complemento quando estão ligados 

a antígenos. Se o anticorpo estiver ligado à superfície da célula, tal como a 

membrana celular bacteriana, a cascata de reações enzimáticas do complemento 



  
 
 

 

podem conduzir à lise celular, favorecendo a morte dos organismos invasores. 

Alguns produtos da cascata do complemento também agem como opsoninas quando 

ligadas a um complexo antígeno anticorpo, permitindo a entrada em macrófagos, 

enquanto outras são quimioatrativas para os neutrófilos, favorecendo o processo de 

inflamação (Goodman, 2000). 

 
2.2.1. FILOGENIA E EVOLUÇÃO DO SISTEMA COMPLEMENTO 

 
Componentes do complemento [C3, fator B e manose-binding-lectin-

associeted  serine protease 1 (MASP-1)] têm sido descritos em espécies de 

invertebrados tais como equinodermos e tunicatos, ambos deuterostomos e 

ancestrais de todas as espécies de vertebrados. O sistema complemento é, portanto, 

um antigo mecanismo de defesa que emergiu entre 600 e 700 milhões de anos atrás, 

muito antes do surgimento das Igs. A presença do C3 e moléculas semelhantes ao 

fator B em equinóides sugerem que a via alternativa é tão antiga quanto a via das 

lectinas, que está presente em tunicados, mas ainda não tem sido bem mostrada em 

equinodermos (Ji et al., 1997). Curiosamente, tem sido mostrado que moléculas 

MASP estão presentes em lampréias, tubarões e Xenopus , sugerindo que a via das 

lectinas também está presente em todas estas espécies também (Matsushita et al., 

1998). A atividade do complemento (via alternativa) e componentes do 

complemento (C3 e fator B) têm sido caracterizados em muitos dos antigos 

vertebrados, dentre eles os agnatas; entretanto estes peixes são carentes da via 

clássica e do complexo de ataque da membrana (MAC-membrane attack complex). 

Peixes cartilaginosos (os condrictes) parecem ter moléculas funcionais em todas as 

vias de ativação do complemento, incluindo o MAC. Todos os outros vertebrados, 

incluindo peixes teleósteos, anfíbios, répteis, pássaros e mamíferos, apresentam um 

desenvolvido sistema complemento que envolve todas as vias de ativação do 

complemento e o MAC (Sunyer et al., 1998). 

 
 



  
 
 

 

2.2.2 ATIVAÇÃO DO SISTEMA COMPLEMENTO 

 

O componente central do sistema complemento é uma proteína denominada 

C3, crítica para as funções efetoras deste sistema (Campbell et al.,1986). 

C3 é a proteína do complemento melhor caracterizada e a mais versátil de 

todo o sistema complemento, interage com diferentes soros, superfícies celulares e 

proteínas externas; representa um importante papel em todas as três vias de ativação 

do complemento. A ativação do sistema complemento resulta da clivagem do C3 em 

C3b, que expõe um grupo tioester fortemente reativo que pode reagir com material 

externo (vírus, bactérias, fungos) carboidratos complexos ou complexos imunes 

(Lambris,1988). 

 

 
 
Figura 1. Vias de ação do sistema complemento. Fonte: Kuby (2003) 



  
 
 

 

 
As formas biologicamente ativas de C3 são seus produtos de clivagem 

proteolítica. As convertases de C3 são componentes protéicos pertencentes à via 

clássica e alternativa que são gerados após ativação do sistema; essas convertases 

têm função enzimática e clivam C3 produzindo C3a e C3b. Na fase inicial da via 

clássica o complexo antígeno-anticorpo ativa proteoliticamente e seqüencialmente 

três proteínas do complemento C1, C4 e C2, levando a formação de um complexo 

C4b2a que funcionalmente cliva C3 e denomina-se convertase de C3 da via clássica. 

A proteína C1, especificamente, é formada por uma subunidade C1q associada a 

duas moléculas C1r e duas C1s. A subunidade C1q liga-se a moléculas de Ig e os 

componentes C1r e C1s são zimogênios de esterases de serina necessários para a 

progressão da cascata proteolítica (Abbas, 2000). 

 Na via alternativa o C3b é fornecido pela via clássica ou é gerado 

espontaneamente. O C3b liga-se a um componente protéico gerado por clivagem 

proteolítica de uma proteína chamada fator B; este fragmento gerado denomina-se 

Bb. O complexo C3bBb é a convertase de C3 da via alternativa. Na fase seguinte, 

em ambas as vias o C3b liga-se às convertases de C3, gerando convertases de C5 

(C4b2a3b ; C3bBb3b) que catalisam a clivagem proteolítica de C5. Após clivagem a 

da proteína C5, as vias compartilham as mesmas fases terminais que envolvem 

ligação seqüencial de outras proteínas do complemento: C6, C7, C8 e C9 presentes 

na superfície ativadora o que leva a formação de uma estrutura lipossolúvel o MAC 

que lisa o patógeno por ação do tipo perforina (Kuby, 2003). 

A via das lectinas é ativada através da ligação da proteína MBL a resíduos de 

manose presentes nas moléculas de superfície presente na membrana de patógenos 

invasores. 

 
2.2.3. REGULAÇÃO DO SISTEMA COMPLEMENTO 

 
 Muitos elementos do sistema complemento são capazes de lesar tanto células 

saudáveis do hospedeiro quanto microorganismos invasores. Nesse sentido, 



  
 
 

 

mecanismos reguladores estão envolvidos na regulação do sistema complemento, 

restringindo a ativação do sistema apenas para alvos específicos.  

 A reação catalisada por enzimas C3 convertase das vias clássica, alternativa e 

das lectinas é uma importante etapa na ativação do sistema complemento que leva a 

formação de moléculas C3b. Moléculas C3b têm potencial capacidade de mediar 

danos a células saudáveis, provocando opsonização por células fagocíticas ou 

indução da formação do MAC. A possível destruição de células saudáveis do 

hospedeiro através de moléculas C3b é fortemente limitada por uma família de 

proteínas relacionadas, que regulam a atividade da C3 convertase nas vias clássica e 

alternativa (Lindahl et al., 2000). 

 Estas proteínas reguladoras do complemento (RCA-regulators of complement 

activation) são codificadas por uma região localizada no cromossomo 1 em humanos 

e apresentam repetições de seqüências de aminoácidos denominadas  SCRs (short 

consensus repeats) (Nielsen et al., 2000). 

 Nas vias clássica e das lectinas três proteínas do RCA atuam similarmente 

para evitar a formação de C3 convertase. Estes reguladores incluem a proteína C4b-

binding protein (C4bp) e duas proteínas de membrana: receptor de complemento 

tipo 1 (CR1- complement receptor type 1) e um cofator proteico de membrana 

(MCP-membrane cofactor protein). Estes reguladores ligam-se a C4b e evitam a 

associação com C2a. Uma vez que C4BP, CR1 ou MCP encontra-se ligado a C4b, 

um outro regulador, o fator I, cliva C4b em C4d e C4c solúvel (Ahearn and Fearon, 

1989). Na via alternativa uma seqüência de acontecimentos semelhantes evitam a 

formação da C3 convertase C3bBb. Neste caso CR1, MCP ou fator H ligam-se a 

C3b para evitar a ligação com o fator B. O fator I, também pode clivar C3b no 

fragmento iC3b e no fragmento solúvel C3f. Outras proteínas RCA também agem na 

dissociação da C3 convertase. O DAF (decay accelarating factor) ou CD55 é uma 

glicoproteína ancorada covalentemente a um glicofosfolipídio de membrana que tem 

a habilidade de dissociar a C3 convertase (Lindahl, 2000). 



  
 
 

 

 Proteínas reguladoras também operam ao nível de MAC. A proteína S pode 

ligar-se ao complexo C5b67 induzindo a transição hidrofílica e evitando a inserção 

do C5b67 à membrana de células próximas. Outras proteínas que bloqueiam a 

formação do MAC são denominadas HRF (homologous restriction factor) e o MIRL 

(membrane inhibitor of active lysis)  ou CD59 que protegem células não específicas, 

da lise mediada pelo complemento através da ligação ao C8, evitando a formação do 

poli-C9 e inserção do complexo à membrana plasmática de células (Kuby, 2003). 

 
2.2.4. INTERAÇÃO ENTRE O SISTEMA COMPLEMENTO E 

TRIPANOSOMATIDEOS          

                                                                                                                                                              
O primeiro obstáculo que tripanosomatideos, de fase promastigota 

metacíclicos em Leishmania e tripomastigotas metacíclicos em T. cruzi, encontram 

no novo ambiente é o efeito lítico do sistema complemento presente no soro. Desta, 

forma alguns microorganismos patogênicos têm desenvolvido mecanismos para 

escapar dos efeitos deletérios do complemento.  

Os primeiros estudos em Leishmania, sugeriram que muitos promastigotas 

introduzidos no hospedeiro morrem rapidamente. Estudos recentes, sugerem que a 

morte do parasita ocorre através da ativação da via alternativa do complemento 

(Alexander and Russel, 1992). Estudos in vitro mostraram que estes parasitas apenas 

ativam a via alternativa (Mosser and Edelson, 1984). Vários trabalhos sugerem que 

o estágio infeccioso, o metacíclico, é mais resistente à lise que o procíclico imaturo 

apesar do fato de que ambas as formas ligam-se a quantidades significantes de C3b 

(Joiner et al. , 1988; Puentes et al., 1988). A resistência ao complemento parece ser 

devida a incapacidade do complexo de ataque à membrana para penetrar na densa 

cobertura de fosfoglicano presente na superfície do parasita (Puentes, et 

al.,1989,1990). 

Durante a invasão da Leishmania no hospedeiro, a lise mediada pelo 

complemento, pode comprometer a sobrevivência do parasita no hospedeiro. A 



  
 
 

 

identificação de processos de opsonização do promastigota pelo soro do hospedeiro 

é essencial para o entendimento da estratégia de infecção da Leishmania. Os 

primeiros estudos sobre opsonização de promastigotas em soro normal humano 

(SNH) indicaram que anticorpos IgM anti-Leishmania eram responsáveis pela 

aglutinação dos promastigotas, ativação da via clássica e morte do parasita (Pearson, 

1980; Navin et al., 1989). Apesar destes dados, o entendimento do mecanismo de 

opsonização de promastigotas tem sido influenciado pelo conceito de que, espécies 

de Leishmania na fase promastigota ativam o sistema de complemento no SNH 

através da via alternativa, sem envolvimento de qualquer anticorpo (Mosser and 

Edelson, 1984; Puentes et al.,1989). Exceções a este princípio têm sido mostradas 

em promastigotas de Leishmania danovani (Mosser,1986) e em formas metacíclicas 

de Leishmania major axênica, aglutinina-negativas (Puentes et al.,1988), mas o que 

prevalece é que as leishmanias ativam o sistema complemento através da via 

alternativa (Nunes and Ramalho, 1996; Noronha et al.,1998). 

Além das vias clássica e alternativa para opsonização do promastigota via C3, 

existem duas proteínas que se ligam a carboidratos específicos no soro, conhecidas 

como MBL (mannan-binding lectin)  e a proteína C-reativa (CRP), que se ligam aos 

parasitas de Leishmania; elas poderiam iniciar o processo de opsonização do 

promastigota através de um novo anticorpo e independente da ativação da proteína 

C1 do complemento, seria a via de ativação mediada por lectinas (Dominguez et al., 

2002).  

Em T. cruzi formas tripomastigotas são resistentes à lise direta pelo sistema 

complemento; assim, eles são capazes de sobreviver no hospedeiro vertebrado. Esta 

resistência parece depender do estágio do parasita, já que o T. cruzi é susceptível à 

lise pelo sistema complemento quando se encontra na fase epimastigota, forma 

multiplicativa do hospedeiro invertebrado (Nogueira, 1975). É conhecido que à lise 

promovida pelo sistema complemento ocorre a partir da deposição de C3 nas formas 

epimastigotas sensíveis ao complemento, enquanto que o fragmento inativo C3b 

(C3bi) é depositado nas formas tripomastigotas resistentes à lise (Krettli and Pontes 



  
 
 

 

de Carvalho, 1985). Os componentes C3 e fator B da cascata do complemento têm 

sido detectados na superfície de tripomastigotas tratados com tripsina (Kipnis, 

1981). C3b tem sido detectado na superfície de tripomastigotas sanguíneos. Estes 

estudos sugerem que tripomastigotas contêm aceptores de proteínas do 

complemento em sua superfície para evitar a lise através do soro. Assim, estes 

aceptores representam importantes alvos para o desenvolvimento de vacinas, pois 

podem representar um importante papel na evasão do sistema imune (Krautz, et al., 

2000). 

 

2.3. EVASÃO DA LISE POR TRIPANOSOMATIDEOS 

 
Protozoários são particularmente especializados em escapar dos efeitos da 

imunidade celular e da imunidade humoral. A solução para escapar da resposta 

imune e evitar a ação de anticorpos é penetrar em diferentes tipos de células, 

permanecendo intracelularmente; como acontece com Leishmania, Trypanosoma 

cruzi, Toxoplasma gondii e com os estágios sanguíneos do Plasmodium falciparum. 

A resistência inata contra protozoários é mediada, em parte, por fatores 

solúveis pré-existentes que podem potencialmente reconhecer e destruir parasitas 

invasores ou seus alvos por meio de células efetoras. A ativação da via alternativa 

do complemento fornece a primeira linha de defesa contra parasitas extracelulares 

que pode ser burlada procedendo-se à infecção. Para produzir ou estabelecer a 

infecção o parasita invasor deve atravessar as defesas inatas do hospedeiro presentes 

principalmente no sangue ou no tecido, as quais são as primeiras barreiras contra  

protozoários patogênicos humanos. Estas defesas inatas incluem a barreira epitelial 

da pele, a ativação da cascata do complemento e outros componentes líticos do soro, 

hidrolases lisossomais, metabólitos tóxicos de oxigênio originados de fagócitos 

mononucleares, funções imunoreguladoras de células dendríticas e células NK 

(Sacks and Sher, 2002). 



  
 
 

 

Considerando que o parasitismo intracelular é uma das formas mais evoluídas 

entre os parasitas é provável que eles tenham desenvolvido mecanismos para 

escapar da resposta imune humoral e evitar a ação dos componentes do sistema de 

complemento. (López, 1993). O estudo de moléculas de superfície é fundamental 

para determinar os mecanismos envolvidos na invasão celular e para compreender 

alguns dos mecanismos de virulência. 

As moléculas presentes na superfície celular dos tripanossomatídeos parecem 

facilitar a interiorização do parasita no macrófago e funcionalmente o protegem da 

resposta inata do hospedeiro.  

Leishmania, apresenta majoritariamente na superfície da membrana 

glycosilfosfatidilinositol (GPI). A molécula GPI tem o papel de ancorar proteínas ou 

permanecer livre na superfície da membrana plasmática, formando uma cobertura de 

superfície protetora e mediando as interações parasita/hospedeiro (Ilgoutz and 

McConville, 2001). Estudos bioquímicos têm revelado que esta cobertura inclui 

GPIs ancoradoras de glicoproteínas (gp-63) em Leishmania, GPIs ancoradoras de 

proteofosfoglicanos (PPG) (Ilg et al., 1999) e um complexo lipofosfoglicano (LPG) 

(McConville and Ferguson, 1993). 

Coletivamente, estas moléculas formam uma barreira de difusão 

macromolecular que protege os promastigotas de processos microbicidas tais como: 

lises mediadas por complemento, radicais oxigênio e hidrolases que são 

desenvolvidos pelos hospedeiros vertebrados e invertebrados (Alexander and 

Russel, 1992; McConville and Ferguson, 1993; Descoteaux and Turco, 1999).  

Leishmania evita a lise mediada pelo complemento, enquanto utiliza a 

ativação do complemento como mecanismo de interação com as células hospedeiras. 

Quando o parasita se diferencia do estágio promastigota procíclico para as formas 

metacíclicas infectivas, sua membrana é alterada para evitar a inserção dos 

componentes C5b-C9 do complemento e formação do MAC (Puentes, et al.,1990). 

Isto indica que a expressão de uma modificada superfície de lipofosfoglicano (LPG), 

aproximadamente duas vezes maior que na forma promastigota procíclica, pode 



  
 
 

 

atuar como uma barreira para inserção do MAC na superfície da membrana do 

parasita (McConville et al., 1992). LPG é a mais abundante macromolécula presente 

na superfície de promastigotas de Leishmania (McConville and Blackwell, 1991). 

As cadeias de LPG são geralmente muito longas e apresentam adição de 

monossacarídeos ou glicano e um cap terminal formado de oligossacarídeos 

(McConville and Ferguson, 1993). Tanto o tamanho quanto a natureza das cadeias 

de LPG se modificam durante o desenvolvimento do promastigota no intestino 

médio do inseto e as modificações  na estrutura da cadeia de LPG em formas 

promastigotas é um importante processo de regulação que permite a interação do 

parasita com células epiteliais do intestino médio do inseto. (Sacks et al., 1995). 

Em T. cruzi, o estágio epimastigota encontrado em insetos vetores é 

susceptível à via alternativa do complemento, sendo os estágios infectivos 

metacíclicos e tripomastigotas sanguíneos resistentes. As bases da resistência dos 

tripomastigotas à lise mediada pelo complemento parece ser multifatorial. Várias 

glicoproteínas de membrana participam efetivamente evitando a ativação do sistema 

complemento na superfície do parasita. Existem três distintas glicoproteínas em 

tripomastigotas que apresentam atividade reguladora do complemento. Estas 

glicoproteínas têm sido identificadas com base na habilidade de inibir a formação 

e/ou acelerar a decomposição da C3 convertase, a enzima central da cascata do 

complemento. Cada uma destas proteínas presentes em tripomastigotas foi isolada 

de uma mesma cepa de parasita e cada uma apresenta uma conformação estrutural 

distinta. Duas destas proteínas – gp160 (Norris and Schrimpf, 1994) e uma proteína 

denominada T-DAF (trypomastigota decay-accelarating factor) (Joiner et al.1988; 

Tambourgi, 1993) – inibem a formação e aceleram a decomposição da C3 

convertase nas vias clássica e alternativa pela ligação ao C3b e C4b, a terceira 

proteína (58-68 kDa) apenas inibe a formação da C3 convertase na via alternativa e 

não apresenta atividade DAF (Fischer et al., 1988). 

 

 



  
 
 

 

 

 

2.4. GENES ENVOLVIDOS NA RESISTÊNCIA A LISE PELO 

COMPLEMENTO 

 
2.4.1.CRP – (Complement Regulatory Protein) 

 
Dentre as glicoproteínas de T. cruzi já comentadas merece destaque a proteína 

reguladora do complemento (CRP) que restringe as vias clássica e alternativa de 

ativação do complemento através da ligação com o C3b e C4b; desta maneira a 

proteína CRP, interrompe a ligação e ação proteolítica da C3 convertase. Entretanto, 

as moléculas CRP não estão presentes nas formas epimastigotas do parasita as quais 

são sensíveis a ação lítica do complemento. (Norris et al., 1989). A conversão de 

epimastigota para tripomastigota coincide com a expressão de CRP na superfície 

celular e aquisição de resistência ao complemento (Norris et al., 1998). 

O papel do CRP como fator de virulência tem sido avaliado através de 

estudos que utilizam anticorpos para bloquear a interação CRP-C3b. O anticorpo 

anti-CRP que inibe a ligação CRP-C3b é capaz de suportar altos níveis de lise 

mediada pelo complemento (Norris et al., 1991). Recentemente, isolou-se o cDNA 

que codifica CRP, e o segundo passo foi avaliar seu potencial como fator de 

virulência na forma epimastigota do parasita (Norris et al., 1997). Com os avanços 

da manipulação genética de tripanossomatídeos foi possível obter através de 

transfecções, epimastigotas estáveis contendo um plasmídeo que codifica o gene 

CRP tripomastigota específico. Os parasitas transgênicos produziram um CRP 

recombinante a níveis capazes de converter a forma epimastigota sensível ao 

complemento para uma forma resistente ao complemento (Norris et al.,1998). 

Recentemente, experimentos de vacinação com DNA mostraram que CRP é 

capaz de conferir proteção parcial contra a fase aguda da doença em animais 

experimentais (Sepulveda, et al., 2000). 



  
 
 

 

 

 

2.4.2.CRIT (Complement C2 Receptor Innhibitor Trispanning) 

 
Outra proteína capaz de inibir a atividade do sistema complemento é       

denominada CRIT, ela esta presente em formas adultas de Schistosoma e vem sendo 

caracterizada como um receptor que se liga ao complemento C2 especificamente, 

resultando na inibição da via clássica de ativação do sistema complemento, 

provavelmente interferindo na formação de C3 convertase, C4b2a.  

Inicialmente o CRIT foi descrito como um receptor trispanning órfão 

encontrado na superfície da membrana plasmática e no interior do tegumento da 

membrana de formas adultas de Schistosoma (Inal,1999). Mais tarde foi mostrado 

que o receptor trispanning órfão era um receptor da proteína C2 do sistema de 

complemento humano, (sendo chamada de CRIT - complement C2 receptor 

inhibitor trispanning) (Inal and Sim, 2000). CRIT não se liga intimamente ao fator 

B. Através da ligação com C2 especulou-se que CRIT seria capaz de evitar a ligação 

entre C2 e C4b na superfície do parasita e formar a C3 convertase. CRIT apresenta 

dois domínios extracelulares, o primeiro deles (ed1) apresenta uma região N-

terminal composta de 27 resíduos que constitui o domínio de ligação do receptor. 

Dentro da região de ligação do ed1 com C2 existe um segmento com 11 

aminoácidos (H17-Y27), que ficou conhecido como H17 e constitui o sítio de 

ligação (Inal e Schifferli, 2002). 

A função reguladora do complemento através do CRIT é sugerida através de 

ensaios de lise com o uso de eritrócitos de carneiro, nos quais o peptídeo CRIT-ed1 

que contem a região de ligação ao C2, causa inibição da lise (Inal e Schifferli, 2002). 

Ensaios hemolíticos com o uso de peptídeos inibidores (CRIT) pré incubados 

com C2 foram realizados para demonstrar que a inibição da via clássica ocorre 

devido a interação entre C2 e os peptídeos utilizados. Após incubação foi observado 



  
 
 

 

os efeitos na atividade do complemento: Considerando os peptídeos CRIT (CRIT-

based peptides)  foi verificada redução nas hemolises de 90% (sem uso de peptídeo) 

para 40%, indicando que a fração H17 liga-se ao C2 e mais efetivamente, evita a 

formação de C3 convertase (Inal, 2002). 

Parasitas usam várias estratégias para evadir o sistema do complemento. Uma 

destas estratégias é evitar a ativação do complemento na superfície da membrana. 

Acredita-se que CRIT protege o parasita do ataque do complemento por ligar-se ao 

C2 inativando-o. A presença do CRIT no tegumento da membrana plasmática da 

superfície das formas adultas de Schistosoma compete com C4b por C2, limitando 

assim a formação de C3 convertase na superfície do parasita. A partir da descrição 

do CRIT como um receptor de schistosoma capaz de ligar-se a C2 humano, tem-se 

buscado analisar a seqüência de homologia entre CRIT e o C4 humano, o qual liga-

se a C2, para tentar definir como se caracteriza o sitio de ligação em C4 (Inal and 

Schifferli, 2002). 

Recentes trabalhos (Oh et al., 2003; Inal et al., 2003) têm mostrado a 

importância do CRIT como uma possível alternativa quimioterápica de ação 

antiinflamatória em desordens associadas ao sistema complemento. 
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INTRODUÇÃO 

 
Para estabelecer a infecção e persistir no hospedeiro mamífero, a gentes de infecções 

crônicas são particularmente adeptos a evitar mecanismos efetores da resposta imune.Uma 

das primeiras linhas de defesa do hospedeiro é a ativação do sistema complemento, que 

pode resultar em uma direta morte de microorganismo e aumento do processo de 

opsonização. Com a multiplicação muitos patógenos, especialmente os que vivem na 

corrente sanguínea e aqueles que se disseminam a partir do local inicial da infecção, tem 

desenvolvido elaborados mecanismos para evitar os efeitos deletérios da ativação do 

complemento. 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário, parasita celular obrigatório e agente causador da 

doença de Chagas, um importante problema de saúde publica na América Latina. Durante 

seu ciclo de vida o parasita sofre uma série de modificações morfológicas e fisiológicas 

reguladas através do desenvolvimento para sobreviver dentro do inseto vetor e do 

hospedeiro mamífero (Norris et al., 1998). Tripomastigotas metacíclicos penetram no 

hospedeiro mamífero através da picada do inseto ou através de membranas de mucosas. Os 

Tripomastigotas entram nas células e se diferenciam para o estágio amastigota 

multiplicativo. Antes de romper a célula infectada as formas amastigotas se convertem em 

tripomastigotas, as quais sobrevivem extracelularmente na corrente sanguínea se 

disseminando para outros tecidos, infectando novas células. A sobrevivência extracelular e 

a disseminação do estágio tripomastigota sanguíneo em um hospedeiro vertebrado é 

potencializada pela capacidade dos tripomastigotas de resistir a lises mediadas pelo 

complemento (Budzko, 1975; Mota and Umekita, 1989). Os Tripomastigotas evitam a lise 

através da expressão de glicoproteínas de superfície que interferem na ativação do 

complemento. (Fischer et al., 1988; Joiner et al., 1988). Uma destas glicoproteínas de 

massa molecular de 160-Kda é chamada proteína reguladora do complemento (CRP) e tem 

como função restringir as vias clássica e alternativa de ativação do complemento através da 

ligação com componentes do complemento, C3b e C4b; desta maneira, esta glicoproteína 

interrompe a ligação e ação proteolítica da C3 convertase. Em oposição, a forma 

epimastigota do parasita é sensível aos efeitos do complemento e as moléculas de CRP não 

são detectáveis. A conversão de epimastigota para tripomastigota coincide com a expressão 



  
 
 

 

de CRP na superfície celular e aquisição de resistência ao complemento (Norris et al., 

1997).  

Além do T.cruzi; outros parasitas como Schistosoma spp também apresentam mecanismos 

de resistência a lise pelo complemento, mediado pela proteína de superfície Sh-CRIT (Inal, 

1999). Sh-CRIT é um receptor que se liga ao componente C2 especificamente, resultando 

na inibição da via clássica de ativação do sistema complemento, provavelmente interferindo 

na formação de C3 convertase, C4b2a. Genes homólogos ao gene CRIT poderiam estar 

presentes em T. cruzi e atuar também inibindo a formação da C3 convertase. Para 

determinar se o gene CRIT pode conferir um possível efeito na resistência a lise pelo 

complemento gerou-se parasitas transgênicos sobrexpressando o gene CRIT e o gene CRP. 

A utilização destes parasitas transfectados poderia avaliar funcionalmente a 

expressão destas moléculas e direcionar a procura de possíveis genes homólogos 

relacionados com mecanismos de resistência do parasita, nos tripanosomatídeos em estudo. 

Neste trabalho pretende-se entender os mecanismos de ação do sistema 

complemento em T. cruzi e avaliar através de parasitas geneticamente modificados, o papel 

do CRIT na resistência a lise pelo complemento. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

 
1. Parasitas, Manutenção e curva de crescimento parasitário 

Parasita utilizado neste estudo: Epimastigotas de Trypanosoma cruzi: cepa “y”. 

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram mantidas em meio de cultura 

axênico LIT e mantidas a 28ºC. Os repiques das culturas foram realizados a cada 72 horas. 

As curvas de crescimento iniciadas com 1x106 parasitas/ml foram quantificadas 

diariamente através de contagem em hemocitômetro. 

 
2. Meios de Cultura, Soluções 

LIT (Liver Infusion Tryptose): infusão de fígado bovino 36,0 g/l, triptose 10,0 g/l, sacarose 

20 g/l, hemina 10 mg/l, soro fetal bovino 20%, streptomicina/penicilina (100ug/ml) 0,1%. 

LB (Luria Bertani), pH 7,3: bactotriptona 10 g/l, extrato de levedura 5 g/l e NaCl 5g/l. LB 

sólido: LB contendo 2,0 % de agar bacteriológico. PBS: Na2HPO4 13,49 g/l, NaH2PO4 . 2 

H2O 0,74 g/l e NaCL 14,25 g/l, pH 8,2. SORO NORMAL HUMANO (SNH): Sangue 



  
 
 

 

total coletado através de punção venal e deixado à temperatura ambiente por 30 min. para 

formação da cascata de coagulação. O soro era obtido por centrifugação da amostra a 1300 

x g por 10 min. SORO NORMAL HUMANO INATIVADO (SNHI): soro humano 

normal inativado a 65ºC por 30 minutos. SOL. INIBIDORA DA VIA CLÁSSICA DO 

COMPLEMENTO: 10mM EGTA, 7mM MgCl, SNH e meio LIT. TAMPÃO DE 

ELETROPORAÇÃO: 137 mM NaCl, 21 mM HEPES, 5 mM KCl, 5,5 mM Na2HPO4, 
0,77 glucose, pH 7. TRIPAN BLUE: 10%. 

 
3. Bactérias  

Em todos os experimentos foram utilizadas linhagens de Escherichia coli DH5α (Hanahan, 

1985) que apresenta o genótipo: F-, f80dlacZdelta M15, delta-(lac ZYA-arg F) U169, end 

A1, rec A1, hsd R17 (rK-mK+), deo R, thi-1, sup E44, lambda-, gyrA96, rel A1. 

No cultivo das bactérias foram utilizados os seguintes meios de cultura: LB (Luria Bertani), 

pH 7,3 e LB sólido (2% agar). 

 
4. Plasmídeos 

Foram utilizados os plasmídeos: pcDNA3 (Invitrogen, USA), pTEX (Kelly et al., 1992), 

p33 (Ramirez, et al., 2000). 

 

5. Eletroforese de DNA 

As moléculas de DNA íntegras ou digeridas por enzimas de restrição foram submetidas à 

eletroforese unidirecional em gel de agarose (concentração de 0,8-1,5%) em tampão TBE 

1x (Tris-borato 50 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) com adição de solução de brometo de etídio 

(0,05g/ml). Foram utilizados como referência os fragmentos do bacteriófago λ digerido 

com HindIII cujo tamanho varia de 23 kb a 0,5 kb. As amostras de DNA foram aplicadas 

no gel após adição de tampão de amostra (TBE 1x; xileno-cianol 0,83 mg; azul de 

bromofenol 0,83 mg; glicerol 6%) para diluição final de 1x. As corridas eletroforéticas 

foram realizadas em voltagem constante a 100 V. Os géis foram fotografados sob luz 

ultravioleta com filme Polaroid 667.  

 
6. Construção de vetores 

6.1 Subclonagem do gene CRIT nos vetores pTEX e pTEX rib (p33). 



  
 
 

 

O clone recombinante pcDNA3-CRIT, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. J. Inal  (Kanton 

Bassel Hospital-Swiss), foi utilizado para subclonar o gene CRIT no vetor pTEX e no vetor 

p33 através de digestão enzimática com as enzimas BamHI / XhoI. O produto da digestão 

do pcDNA3-CRIT foi extraído do gel através do kit de purificação Concert Matrix-Gel 

extraction system (Invitrogene, Life Technologies) resultando em um fragmento de 1.2 kb 

que corresponde ao gene CRIT com adição de uma região 3’ não traduzida (3’ UTR). Os 

plasmídeos pTEX e p33 que apresentavam 5.6 kb e 6.0 kb respectivamente, também 

tiveram seus fragmentos linearizados com BamHI / XhoI sendo extraídos do gel com kit de 

purificação. O fragmento de 1,2 Kb contendo o gene CRIT foi ligado aos vetores por 16 h a 

16ºC com a enzima T4 DNA ligase gerando as construções: pTEXCRIT e p33CRIT.   

6.2 Construção pTEX CRP  

A construção pTEXCRP contendo a  região codificadora do gene CRP de 1,1 kb foi 

gentilmente cedida pela Prof. Dra. Karen A. Norris da University of Pittsburgh School of 

Medicine-Pensylvania. 

 
7. Ensaios de lise pelo complemento 

7.1 Ensaio de lise pelo complemento por diluição seriada do SNH  

O SNH foi diluído em meio de cultura nas seguintes proporções: 1:32, 1:16: 1:8, 1:4, 1:2 e 

sem diluição que correspondem as concentrações de 3,12%; 6,25%; 12,5%; 25%; 50% e 

100% respectivamente. Culturas de T. cruzi (epimastigotas) na fase exponencial de 

crescimento foram centrifugadas a 720 x g por 5 minutos, lavadas com PBS, novamente 

centrifugadas e ressuspensas em meio LIT com concentração ajustada para 5x106 

parasitas/ml.  Nesta concentração 100µl da cultura foi adicionado a 100µl de SNH diluído e 

não-diluído, com posterior incubação de 30 minutos a 37o C. A interrupção do ensaio foi 

realizada com adição de 800 µl  de meio de cultura a 4º C. Após a reação o número de 

parasitas viáveis foram visualisados e contados em hemocitômetro (câmara de Neabawer) 

ao microscópio. A integridade da membrana foi verificada com o uso de tripan blue. 

 

7.2. Mecanismos de ativação do complemento por T. cruzi  

Culturas axênicas de epimastigotas de T. cruzi iniciadas com 1 x 106 parasitas/ml foram 

crescidas em meio LIT e incubadas a 28ºC por 72 h. Após este período, amostras foram 



  
 
 

 

ajustadas à concentração de 5 x 106 parasitas/ml e submetidas a um ensaio de lise pelo 

complemento com uso de inibidores da via clássica. 100 µl da suspensão de parasitas eram 

incubados a 37ºC com 100 µl de solução: 10mM EGTA (o EGTA tem função quelante de 

cálcio, elemento requerido na via clássica do complemento, e diminui a concentração de 

magnésio no meio) 7mM MgCl, 50% de SNH e meio LIT por 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 e 30 min. 

Após a incubação 800 µl de meio de cultura a 4ºC eram adicionados as amostras para 

interromper a reação. Uma alíquota era usada para calcular através de hemocitômetro a 

porcentagem de parasitas sobreviventes.  

 
8.Transfecção de formas epimastigotas de T. cruzi 

Formas epimastigotas de T. cruzi foram crescidas a uma densidade de 1x107/ml em meio 

LIT contendo 20% de soro bovino fetal. Os parasitas foram lavados em PBS e ressuspensos 

para 2x108/ml em tampão de eletroporação (137 mM NaCl, 21 mM HEPES, 5.0 mM de 

KCl, 5.5 mM Na2HPO4, 0.77 mM de Glucose, pH 7.0). Os parasitas eram colocados em 

cuvetas descartáveis de 0,2 mm (Bio-Rad) contendo 25µg de plasmídeo pTEX, pTEX-

CRIT, p33-CRIT, pTEX-CRP e eletroporados usando o Cellject duo (HYBAID) a 300V e 

525µF com 2 pulsos consecutivos. Os parasitas eletroporados foram incubados a 28ºC e 

selecionados em  meio LIT contendo 200 µg/ml de G418 para T. cruzi.  

 
9.Transferência de DNA para filtros de náilon (“Southern blotting”) 

Os fragmentos de restrição de DNA foram transferidos para membranas de Nylon, segundo 

Southern (1975) e Sambrok et al. (1989).O gel foi incubado em solução de depurinação 

0,25 M HCl por 15 min, depois em solução desnaturante contendo 1,0 mM NaCl e 0,5 M 

NaOH por 30 minutos. A incubação final foi realizada em tampão neutralizante (0,5 M 

NaCl, 1M de Tris HCl, pH 8,0) por 30 minutos a temperatura ambiente. para depurinação. 

As transferências eram feitas com 10xSSC, por toda noite de acordo com o esquema 

descrito em Sambrook et al. (1989). Os DNAs foram fixados à membrana por exposição à 

luz ultravioleta no aparelho GS Gene Linker da BioRad. 

 
10. Hibridização da membrana com sonda fria 

Após transferência a membrana foi pré-hibridizada por 30 min a 60ºC em tampão de 

hibridização (5xSSC, 0,1% SDS, 5% sulfato de dextran, 1/20 de volume de líquido de 



  
 
 

 

bloqueio). Foi então adicionado10ng/ml da sonda (CRIT ou neoR) marcada com fosfatase 

alcalina e a hibridização procedeu-se durante 16 horas. Após incubação com sonda a 

membrana foi lavada (com agitação) 2 vezes com solução pré aquecida de 1X SSC/0,1% 

SDS por 15 min. e duas vezes com solução pré aquecida de 0,5 X  SSC/0,1% SDS por 15 

min. Após lavagens, a membrana foi incubada em tampão de bloqueio [líquido de diluído 

1:10 em tampão A (100mM tris-HCl, 300mM NaCl pH 9,5-autoclavado)] por 1 h a 

temperatura ambiente, sendo descartada após o período. A membrana foi incubada com 

anticorpo conjugado, diluído 1:7.500 em tampão A com 0,5% BSA a temperatura ambiente 

por 1 h, descartou-se a solução. A membrana foi lavada por 3 vezes com 0,3% de Tween 

em tampão A, a temperatura ambiente. Após lavagem a membrana foi colocada em um 

filme plástico e foi adicionado internamente o reagente de detecção. Por fim a membrana 

foi colocada no cassete e exposto ao filme (HiperFilm-FUJI) permanecendo durante 20 

mim. O filme foi  revelado em revelador Decktol diluído 1:2 em água. 

 

11.Extração de RNA (Trizol) 

Formas promastigotas de L. major e epimastigotas de T. cruzi foram crescidas a uma 

densidade de 1x107/ml em meio LIT para extração do RNA por trizol. 2 ml de cultura 

foram precipitadas por centrifugação por 5 min.a 1300 x g, o sobrenadante foi descartado  e 

o precipitado ressuspenso com 1 ml de trizol. A amostra foi incubada a temperatura 

ambiente por 5 min. Posteriormente foram adicionados 200 µl de clorofórmio, a amostra fio 

homogenizada por inversão por 15 seg. e incubando por 3 min. a temperatura ambiente 

Após este período, a amostra foi centrifugada por 15 min.a 8.000 x g a 4 ºC, e a fase aquosa 

transferida para um novo tubo no qual foram  adicionados 500 µl de isopropanol e incubado 

por 10 min. a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada por 10 min. a 8.000 x g, a 

4ºC e o sobrenadante foi removido. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% frio e 

centrifugado por 5min. a 2900 x g. O sobrenadante foi removido e amostra seca por 15 min. 

Por fim, a amostra foi ressuspensa em 20 ul de água mili-q autoclavada. A qualidade do 

RNA foi checada ao correr 1µl da amostra em gel de agorose/TBE 0,8%. 

 
 



  
 
 

 

 

12. PCR 

Nas reações de PCR foram utilizados 5 ul de 10x PCR buffer, 4µl de mix de DNTP, 1ul de 

primer sense 10 mM, 1µl de primer antisense 10 mM, 0,5 µl de Taq DNA polimerase, 2 µl 

de cloreto de magnésio 50mM, DNA template e água mili-q (q.s.p) As condições dos ciclos 

de PCR foram: 35 ciclos de 94ºC por 0.5min, 50ºC por 0.5 min, 72ºC por 2 min e para 

extensão final 72ºC por 10 min. As condições de temperatura, número de ciclos e volume 

das soluções foram modificadas de acordo com os resultados das amplificações. Foram 

utilizadas as seguintes combinações de oligos: sene (5´CCCAGATCTCTATGTCTCC 

AAGT-3´) e antisense (5´CCCGGATCCTTAACAAGAGTG-3´). que correspondem a fase 

de leitura aberta do CRIT. Sense (5´CCCGGATCCGCCTATTTGTCTTGGTAT-3´) e 

antisense (5´CCCCTCGAGTTACACACTAGTTGTAGT-3´) que correspondem a 

amplificação do bloco central do gene situado entre os nucleotídeos 1032 e 1420. 

 

13. RT-PCR 

Amostras de RNA extraídas dos parasitas foram submetidas à síntese de cDNA através da 

metodologia de RT-PCR (SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq –

Invitrogen life technologies)  sendo utilizadas para cada reação: 25µl de 2x Mix de Reação, 

1µl do RNA template, 1µl de primer: sense (5’-CCCAGATCTCTATGTCTCCAAGT-3’) 

com incorporação do sítio BglII, 1 ul de primer anti-sense (poli T), 1 µl de RT/Platinum 

Taq Mix, água destilada autoclavada para completar 50 µl. As condições do RT-PCR 

foram: 1 ciclo de 50ºC por 30 min. e 94 ºC por 2 min. (síntese de cDNA e pré-denaturação) 

35 ciclos de 94ºC por 15seg, 50ºC por 30 seg, 72ºC por 1min (amplificação por PCR) e 1 

ciclo de 72ºC por 10 min (extensão final). 

 

 
 
 
 
 
 
 



  
 
 

 

 
RESULTADOS 

 
I.SISTEMA COMPLEMENTO EM T. cruzi 
 
1.1 Características do crescimento em cultura 

Inicialmente formas epimastigotas de T. cruzi cepa y foram testadas quanto às 

características de crescimento em cultura com relação aos níveis máximos alcançados pelas 

populações nas fases logarítmica e estacionária. Parasitas de T. cruzi cepa y alcançaram 

populações máximas após 72 horas, entretanto estes parasitas apresentavam uma fase 

estacionária mais duradoura (graf.1).  
 
1. 2 Sistema complemento em T. cruzi 

O interesse inicial foi caracterizar a ação do sistema do complemento diante da presença de 

espécies de tripanossomatídeos.Iinicialmente foi determinado se o soro humano normal 

(SHN) era capaz de lisar formas epimastigotas de T. cruzi em fase logarítmica de 

crescimento em cultura axênica.  

Os parasitas foram totalmente lisados na concentração máxima de SHN (100%), ou 

seja, sem qualquer diluição.  

Foi também investigado se o parasita apresentava capacidade diferencial de ser 

lisado com diferentes concentrações de SNH. Para isso foi determinada a diluição limite de 

SNH (diluição mínima de soro, na qual os parasitas são lisados pela ação do sistema 

complemento presente no soro humano) e realizados ensaios de lise pelo complemento por 

diluição seriada do SNH com culturas de T. cruzi na fase logarítmica de crescimento. 

O gráfico 2, mostra que formas epimastigotas de T. cruzi apresentaram maior 

sensibilidade à lise na concentração de 25% de soro, e que 60% dos parasitas foram lisados. 

Os resultados indicam que concentrações de SNH superiores a 50% provocaram lise total 

nos parasitas.  
 
1.3 Ativação do sistema complemento 

 
Uma vez determinada às diluições limites do parasita foi estudada a ativação das 

vias clássica e alternativa em T. cruzi para avaliar o papel do sistema complemento. Foram 



  
 
 

 

realizados ensaio de lise hipotetizando as condições fisiológicas da infecção para 

determinar o tempo mínimo de ativação do complemento diante da presença do parasita. Os 

experimentos mediam a ação lítica das vias clássica e alternativa do complemento, e apenas 

da via alternativa (inibição da via clássica) para observar os efeitos letais provocados pelo 

SNH diante do parasita.  

O ensaio de lise pelo complemento com inibição da via clássica foi realizado através 

da presença de EGTA  e de MgCl2. Como a via clássica é dependente dos íons Ca+ e Mg+ 

fica bloqueada na presença do EGTA e a via alternativa permanece funcional. 

O gráfico 3 A, mostra que com o bloqueio da via clássica, os parasitas de T. cruzi 

sofreram menos lise entre 0,5 e 2,5 minutos. Aos 5 min 50% dos parasitas haviam sido 

lisados. Aos 10 min de incubação 65% dos parasitas, já haviam sido lisados. Após 30 min 

de incubação todos os parasitas encontravam-se completamente lisados. 

Os resultados da lise com ação das duas vias do complemento no gráfico 3B 

mostram que os parasitas de T. cruzi são pouco lisados entre 0.5 e 1 min. 60% dos parasitas 

de T. cruzi haviam sido lisados ao se completar 2,5 min. Aos 5 min de incubação 72% dos 

parasitas foram lisados. Após 10 min de incubação todos os parasitas haviam sido lisados. 

 
2. ESTRATÉGIAS DE TRANSFECÇÃO E ANALISE DE PARASITAS 

TRANSGÊNICOS E SUBCLONAGEM EM VETORES DE TRANSFECÇÃO 

 
2.1 Genes envolvidos na resistência à lise  

 As diferenças observadas na lise dos parasitas podem envolver múltiplos fatores. 

Nesse estudo avaliou-se a hipótese de que a presença de moléculas de superfície poderia 

estar envolvida na resistência a lise pelo complemento. A idéia inicial foi caracterizar um 

gene descrito recentemente como responsável pela resistência à lise em formas adultas de 

Schistosoma, denominado CRIT (Complement C2 Receptor Innhibitor Trispanning) (Inal, 

2002). 

 Diante disto tentou-se expressar o gene CRIT em formas epimastigotas de T. cruzi. 

Para isso foi utilizado o plasmídeo pTEX. O pTEX tem tamanho de 5.6 Kb e apresenta um 

múltiplo sítio de clonagem flanqueado pelas regiões 5’ e 3’-UTRs (Untranslated Regions) 

do gene GADPH, gene de resistência a ampicilina (ampr) para seleção em bactérias do tipo 



  
 
 

 

E.coli e gene de resistência a neomicina (neor) (fig. 1A) que permite seleção dos parasitas 

transfectados. A construção pTEXCRIT foi gerada a partir do vetor pTEX (fig. 1B). 

Para melhorar a expressão do CRIT foi realizada uma nova construção a partir do 

vetor p33 (fig. 2A), que apresenta um promotor ribossomal de cepa CL, para transfecção 

em T. cruzi, denominado p33CRIT(fig. 2B). 
 

2.3 ANALISE DOS PARASITAS TRANSGÊNICOS 

ANALISE FUNCIONAL: 

Uma vez obtidos parasitas resistentes à droga o primeiro intuito foi analisar a 

atividade do gene CRIT nos parasitas transgênicos. Para isso, foi realizado um ensaio para 

determinar se a população pTEXCRIT em T. cruzi era resistente à lise pelo complemento 

em SNH na concentração de 50%. Anteriormente foi observado que parasitas transgênicos 

foram totalmente lisados em soro total, 100% de concentração (dados não mostrados).        

Como mostrado no gráfico 4, foi possível observar valores médios das lises entre 

parasitas selvagens e transgênicos de T. cruzi. Após 1 minuto de incubação o processo de 

lise é iniciado, sendo que 20% dos parasitas selvagens já haviam sido lisados com SNH 

enquanto apenas 8% dos parasitas transgênicos sofreram lise. Aos 2,5 min.28% dos 

parasitas trasngenicos foram lisados, enquanto 40% dos selvagens  sofreram lises. Aos 5 

minutos 85% dos parasitas selvagens e 55% dos transgênicos haviam sido lisados. Após 10 

minutos os parasitas selvagens já haviam sido completamente lisados enquanto 18% dos 

parasitas transgênicos sobreviveram. Após 30 minutos não havia parasitas sobreviventes 

nos dois casos.     

Diante do resultado anterior se caracterizou a resposta em T. cruzi ficando definido 

analisar se a presença de um promotor (promotor ribossomal) poderia favorecer a 

transcrição do gene e aumentar a resistência à lise em T. cruzi .Para isso gerou-se 

transgênicos na cepa y com a construção p33CRIT. 

Transgênicos em T. cruzi com a construção pTEXCRP foram utilizados como 

controle, para comparar a resistência à lise pelo complemento adquirida pela sobrexpressão 

dos genes em estudo.  

O seguinte objetivo foi comparar se houve diferencias entre as lises dos parasitas 

transgênicos a partir da expressão das construções: pTEXCRIT, p33CRIT, pTEXCRP e 



  
 
 

 

plasmídeo pTEX, sendo estas comparadas com parasitas selvagens em T. cruzi. Para isto 

realizamos ensaio de lise com 50% de soro em diferentes intervalos de tempo, para avaliar 

a ativação do complemento. O resultado mostrou que parasitas transgênicos expressando o 

gene CRIT ou gene CRP apresentaram semelhante capacidade de resistir a lise pelo 

complemento (graf.5). 

Para verificar se os genes exógenos estavam sendo expressas nos parasitas 

transgênicos, foi realizado Southern blotting na tentativa de detectar o DNA plasmidial. 

Para detecção do pTEXCRIT, foi obtido DNA genômico das diferentes populações 

parasitarias transgênicas de T. cruzi, as amostras corridas em gel TBE/agarose 0,8% e 

transferido para membrana de nylon para execução de Southern blotting, onde não foi 

possível obter hibridização positiva (resultado não mostrado). Então procurou-se uma 

metodologia mais sensível, sendo realizado PCR (reaction chain polymerase) com oligos do 

gene CRIT, que amplificam a ORF (open read frame) do gene através de PCR. A partir da 

amplificação foi possível obter produtos de amplificação com tamanho de 800 pB que 

corresponde ao tamanho do gene. Na hibridização das amostras utilizamos sonda fria 

derivada do gene CRIT para hibridização em membrana de nylon. A figura 3 mostra a 

detecção, através de sonda, do produto da amplificação com oligonucleotídeos do gene 

CRIT a partir de DNA genômico de parasitas transgênicos. 

 
DISCUSSÃO 
 

Genes envolvidos com resistência a lise em  T. cruzi  

 
Os resultados mostraram que o CRIT é funcional em formas epimastigotas de T. 

cruzi. O gráfico 5, indica uma resistência entre 20-30 %  dos parasitas pTEXCRIT a lise 

mediada pelo complemento se comparados aos dados de parasitas selvagens. É possível 

pensar que existam semelhanças na eficiência entre receptores para C3 (CRP) e para C2 

(CRIT). Os resultados mostraram que formas epimastigotas de T. cruzi transfectados com 

CRP apresentam uma resistência similar à dos transgênicos que expressam o CRIT (graf. 

5).O papel de CRP na resistência a lise pelo complemento em T. cruzi já foi mostrado por 

Norris et al. (1998). 



  
 
 

 

A conversão de epimastigota para tripomastigota coincide com a expressão de CRP 

na superfície celular e aquisição de resistência ao complemento. Foram usados parasitas 

transgênicos para mostrar função de CRP. Formas epimastigotas  de T. cruzi cepa y 

sensíveis ao complemento tornaram-se resistentes quando expressaram CRP episomalmente 

(Norris, 1998). 

Outras moléculas relacionadas com a evasão da lise em outros parasitas poderiam 

ter homólogos em T. cruzi.  

Segundo Norris (1998), a proteína CRP (160 Kda) tem como função restringir as 

vias, clássica e alternativa de ativação do complemento através da ligação com 

componentes do complemento, C3b e C4b; que desta maneira, interrompe a ligação e ação 

proteolítica da C3 convertase. 

Além de CRP, tripomastigotas expressam em sua superfície várias glicoproteínas 

ligadas à membrana através de uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Shenkman et 

al., 1988; Guther et al., 1992; Cardoso de Almeida and Heise, 1993) estas proteínas 

possuem massa molecular entre 82 e 90 kDa e pertencem à família das glicoproteínas gp 

85. Outra glicoproteína de superfície muito estudada é a Tc-85 que pertence à uma família 

de moléculas heterogêneas no que diz respeito ao tamanho, ponto isoelétrico e glicosilação 

(Zingales et al., 1982; Abuin et al., 1989) Tem sido descrito a sua participação na adesão e 

penetração dos tripomastigotas em células de mamíferos (Alves et al., 1986).  

Na superfície de epimastigotas e formas tripomastigotas metacíclicas há um alto 

número de cópias de moléculas de mucinas, que correspondem a o-gliconjugados com um 

alto teor de açucares o-ligados. As mucinas de T. cruzi estariam organizadas em uma 

família com mais de 484 membros (Di Noia, et. al., 1995; Salazar et al., 1996;  Freitas-

Junior et al., 1995). Estas moléculas de superfície também poderiam de certa maneira estar 

envolvidas em mecanismos de evasão da lise, mas não há evidências diretas descrevendo os 

mecanismos. 

O CRIT foi descrito como um receptor trispanning órfão encontrado na superfície 

da membrana plasmática e no interior do tegumento da membrana de formas adultas de 

Schistosoma. Através da ligação com C2 o CRIT é capaz de evitar a ligação entre C2 e C4b 

na superfície do parasita e formar a C3 convertase.  



  
 
 

 

A função reguladora do complemento através do CRIT é sugerida através de ensaios 

de lise nos quais o peptídeo CRIT-ed1 que contem a região de ligação ao C2, causa inibição 

da lise (Inal, 2002). 

Ensaios hemolíticos com o uso de peptídeos inibidores (CRIT) pré incubados com 

C2 foram realizados para demonstrar que a inibição da via clássica ocorre devido a 

interação entre C2 e os peptídeos utilizados. Após incubação foram observados os efeitos 

da atividade do complemento: Considerando os peptídeos CRIT (CRIT-based peptides)  foi 

verificada redução nas hemólises dos eritrócitos de 90% (sem uso de peptídeo) para 40%, 

indicando que a fração H17 liga-se ao C2 e mais efetivamente, evita a formação de C3 

convertase (Inal, 2002). 

Estratégias de genética clássica em tripanosomatideos para avaliar a função dos 

genes tem limitações devido a complexa regulação gênica destes organismos. Não há 

promotores de RNA Pol II descritos que permitam sobrexpressar genes, nem em mutantes 

termosensíveis que facilitam analise do gene como em Sacaromices cerevisae. 

Sistemas induzíveis com promotor T 7 e tetracilclina ainda não tem sido mostrado 

como satisfatório em T. cruzi. Vários estudos, atualmente, vêm tentando aprimorar o 

sistema de RNA-antisenso que permita avaliar a função de um gene específico. 

O fato de que organismos evolutivamente distantes apresentem genes homólogos 

em função, sugere que eles estariam submetidos à mesma pressão adaptativa nos 

mamíferos.  

Alguns estudos mostram uma alta homologia entre fatores do complemento em 

diferentes eucariotos, sendo que a cascata efetora é similar entre, os componentes do 

complemento e os efeitos provocados pela sua ativação. Por exemplo os componentes C2, 

C3 entre outros são similares entre eucariotos superiores, assim como também poderiam ser 

conservados as moléculas receptoras presentes na superfície dos parasitas que poderiam 

conduzir, a também conservadas, estratégias de evasão da lise. Segundo Sunyer et al., 

(1998) Peixes parecem ter moléculas funcionais em todas as vias de ativação do 

complemento, incluindo o MAC. Todos os outros vertebrados incluindo peixes, anfíbios, 

répteis, pássaros e mamíferos apresentam um desenvolvido sistema complemento que 

envolve todas as vias de ativação do complemento e o MAC. 



  
 
 

 

Experimentos preliminares (não mostrado) nos indicam a presença do gene CRIT 

em T. cruzi, ao ser amplificada uma região central do gene com o uso de oligonucleotídeos 

construídos em relação ao gene CRIT de Schistosoma. Atualmente, estamos sequenciando 

os produtos obtidos através de PCR (não mostrado). 

Ativação do complemento  

A ativação do sistema complemento normalmente ocorre por ligação de 

imunoglobulinas (Ig) a antígenos específicos que podem ativar a via clássica e, por esta 

razão, o complemento participa como mecanismo efetor principal para a imunidade 

humoral específica (Matsushita, 1996). 

Esta ativação pode ocorrer através da via alternativa ou através da via das lectinas. 

Em ambos os casos a presença de resíduos presentes na superfície dos microorganismos, 

tais como manose, contribui para ativação do sistema complemento diante da presença do 

microorganismo. 

Os nossos resultados mostram que a via alternativa e importante como mecanismo 

de ativação de lise pelo complemento em T. cruzi. No entanto, o seu papel no controle da 

infecção seria sinérgico ao da via clássica e da via das lectinas. Ensaios de inibição da via 

clássica mostram que a via alternativa é menos efetiva na lise dos parasitas principalmente 

nos primeiros 10 minutos de contato com o soro (graf.3A e 3B). 

Quando em contato com o sangue normal humano, parasitas de T. cruzi provocam 

ativação do sistema complemento e opsonização por C3 (Mosser, 1997). Analises de 

interações entre parasitas e células hospedeiras usando modelos in vitro de infecções com 

uso de sangue humano indicam que depois do processo de oposonização, tripomastigotas 

sofrem uma reação de imune aderência ligando-se a receptores CR1 em eritrócitos. 

Infecções humanas provocadas por T. cruzi são processos extremamente rápidos e as 

formas tripomastigotas podem dispor de várias estratégias de evasão da reposta imune 

imediatamente após inoculação evitando lises pelo complemento. 

Experimentos referentes à ativação do complemento são relevantes para entender a 

fisiopatologia da doença. Os parasitas precisam invadir células para produzir a infecção. 

Nossos experimentos in vitro mostraram que parasitas expressando CRIT apresentam uma 

resistência à lise nos primeiros 10 minutos de incubação (graf. 4 e 5). Segundo Dominguez 

(2002), a deposição de C3 em formas epimastigotas de parasitas, o que acarreta a lise da 



  
 
 

 

membrana, é extremamente rápida sendo que a reação se completa entre 2 e 3 minutos e 

que 86-93% do C3 fixado tem sido ativado através da via clássica.  

Desta maneira, para um sistema in vivo períodos superiores a 10 min. representaria 

um tempo mais que suficiente para invadir um grande número células e progredir a 

infecção. 

Se considerarmos os mecanismos propostos de evasão da lise em Tripanosoma 

cruzi, a expressão de CRP inibiria a formação de C3 convertase, desta maneira afetando a 

ativação da via clássica e diminuindo a eficiência da via alternativa com a menor presença 

de C3b no sistema. 

O efeito da expressão do CRP é um mecanismo eficiente para permitir ao parasita 

evadir da lise. Os nossos resultados utilizando um CRIT heterólogo indicam uma possível 

função de resistência à lise em Tripanosoma cruzi. A possibilidade de CRIT estar presente 

no genoma de T. cruzi abre grandes perspectivas de entender um outro mecanismo de 

evasão que potencializaria a resistência a lise pelo complemento. O sequenciamento do 

gene e analise da expressão em diferentes estágios de T.cruzi, são experimentos chaves para 

avaliar o possível papel do receptor de C2 (CRIT) na resistência a lise pelo complemento 

em tripanosomatideos.  

Sendo o sistema complemento a primeira barreira contra patógenos infecciosos, a 

imunização de animais experimentais com CRIT parece ser um interessante alvo 

quimioterápico. Sepúlveda (2000), mostrou recentemente que a imunização com o gene 

CRP era capaz de proteger parcialmente animais de infecção. Uma estratégia utilizando 

CRP e CRIT poderia produzir um efeito sinérgico e maiores índices de proteção. 

Trabalhos recentes (Inal et al., 2003 e Oh, 2003) estão mostrando o potencial do 

CRIT como quimioterápico de ação antiflamatória em desordens do sistema do 

complemento. 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

LEGENDA DE GRÁFICOS 
 
Gráfico 1. Curva de crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi cepa Y. As culturas 
foram iniciadas com 1x106  parasitas/ml e contadas diariamente através de hemocitômetro. 
Os resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos realizados 
independentemente. 
 
 
Gráfico 2. Lise pelo complemento em T.cruzi por diluição seriada do SNH. Os resultados 
representam uma média de pelo menos dois experimentos realizados independentemente. 
 

Gráfico 3. Ensaio de lise pelo complemento em T. cruzi para determinação da cinética de 
ativação do complemento. Com inibição da via clássica pela adição de EGTA (A) e sem 
inibição das vias do complemento com 50% de SNH (B) realizados entre 30 seg. e 30 
min.Os resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos realizados 
independentemente. 
 
Gráfico 4. Valores comparativos de lise pelo complemento em diferentes períodos de 
tempo entre parasitas transgênicos (T.cruzi pTEXCRIT) e selvagens (T.cruzi WT). Os 
resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos realizados 
independentemente. 
 
Gráfico 5. Valores comparativos dos ensaios de lise com SHN 50% , entre parasitas de T. 
cruzi transgênicos e selvagens através do tempo. Os resultados representam uma média de 
pelo menos dois experimentos realizados independentemente. 
 
 
LEGENDA DE FIGURAS 

 
Figura 1. (A) Mapa do plasmídeo pTEX, apresentando o multiplo sitio de clonagem e os 
genes de resistência a ampicilina e a neomicina. (B) Construçao direcional pTEXCRIT 
 

Figura. 2 (A) Mapa do plasmídeo P33. contendo o promotor ribossomal, o múltiplo sitio de 
clonagem e os genes de resistência a ampicilina e a neomicina. (B) Construção direcional 
P33CRIT 
 
Figura 3. Southern blotting de parasitas transfectados com a construção pTEXCRIT. (1) 
2ug da amostra do produto de PCR do gene CRIT, amplificado a partir de DNA de T. cruzi 
pTEXCRIT (2) 2ug de produto de PCR de T.cruzi pTEX, (3) 2ug de produto de PCR de 
T.cruzi selvagem, formas promastigotas. As amostras foram aplicadas em TBE/Agarose 
0.8%, transferidas para uma membrana de nylon e hibridizadas com sonda CRIT. A seta 
mostra a detecção da banda com tamanho correspondente ao gene CRIT com 860 Pb. (4) 
controle positivo pTEXCRIT. 
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4.ANEXO 

 

Avaliação do sistema complemento em tripanosomatídeos 

utilizando ferramentas de Biologia Molecular 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

 

 
 
 
 
 
JUSTIFICATIVA 
 
 

Através deste anexo pretendemos complementar os dados apresentados no 

artigo, dando uma idéia geral da linha de trabalho originada a partir da presente tese 

que representa um esforço em consolidar áreas de pesquisas não exploradas 

anteriormente por parasitologistas da nossa região. 

Na tese, basicamente enfrentamos dois desafios metodológicos para responder a 

nossa pergunta central do trabalho, o primeiro foi: como estudar lise mediada pelo 

complemento em tripanosomatídeos e o segundo, era estabelecer e padronizar a 

metodologia de geração de transgênicos em tripanosomatídeos com o intuito de 

analisar a função gênica dos genes em estudo. 

No formato de resultados e discussão, apresentamos aqui o nosso racional de 

trabalho, e as decisões que tomamos para direcionar a nossa pesquisa que esta em 

pleno andamento. 

Ainda, colocamos a metodologia completa para permitir ser uma guia para quem 

pretenda continuar ou iniciar trabalhos nesta área. 

Esperamos que este anexo permita enriquecer a discussão e ajude a futuros 

estudantes. 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

 

METODOLOGIA 

1. PARASITAS  

Promastigotas de Leishmania chagasi : linhagem MA2 - clone P5 

Promastigotas de Leishmania major : linhagem 13331 

Epimastigotas de Trypanosoma cruzi: cepa Y 

 
2. MEIOS DE CULTURA, SOLUÇÕES  

LIT (Liver Infusion Tryptose): infusão de fígado bovino 36,0 g/l, triptose 10,0 g/l, 

sacarose 20 g/l, hemina 10 mg/l, soro fetal bovino 20%, streptomicina/penicilina 

(100ug/ml) 0,1%. LB (Luria Bertani), pH 7,3: bactotriptona 10 g/l, extrato de 

levedura 5 g/l e NaCl 5g/l. LB sólido: LB contendo 2,0 % de agar bacteriológico 

PBS: Na2HPO4 13,49 g/l, NaH2PO4 . 2 H2O 0,74 g/l e NaCL 14,25 g/l, pH 8,2. 

SORO NORMAL HUMANO (SNH): Sangue total era coletado através de punção 

venal e deixado à temperatura ambiente por 30 min. para coagulação. O soro era 

obtido por centrifugação da amostra a 1300 x g por 10 min. SORO NORMAL 

HUMANO INATIVADO (SNHI): soro humano normal inativado a 65ºC por 30 

minutos. SOL. INIBIDORA DA VIA CLÁSSICA DO COMPLEMENTO: 

10mM EGTA, 7mM MgCl, SNH e meio LIT. TAMPÃO DE 

ELETROPORAÇÃO: 137 mM NaCl, 21 mM HEPES, 5 mM KCl, 5,5 mM 

Na2HPO4, 0,77 glucose, pH 7. 

 
3. MANUTENÇÃO E CURVA DE CRESCIMENTO PARASITÁRIA 

Formas promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania major e formas 

epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram mantidas em meio de cultura axênico, 

LIT mantidas a 28ºC. Os repiques das culturas foram realizados a cada 72 horas. 

Curvas de crescimento iniciadas com 1x106 parasitas/ml foram quantificadas 

diariamente através de contagem em hemocitômetro. 

 
 



  
 
 

 

 

4.BACTÉRIAS  

Em todos os experimentos foram utilizadas linhagens de Escherichia coli DH5α 

(Hanahan, 1985) que apresenta o genótipo: F-, f80dlacZdelta M15, delta-(lac ZYA-

arg F) U169, end A1, rec A1, hsd R17 (rK-mK+), deo R, thi-1, sup E44, lambda-, 

gyrA96, rel A1. 

No cultivo das bactérias foram utilizados os seguintes meios de cultura: LB (Luria 

Bertani), pH 7,3 e LB sólido (2% agar). 

 
5.PLASMÍDEOS 

Foram utilizados os plasmídeos: pcDNA3 (Invitrogen, USA), pTEX (Kelly et al., 

1992), p33 (Ramirez, et al., 2000). 

 
6. ELETROFORESE DE DNA 

As moléculas de DNA íntegras ou digeridas por enzimas de restrição foram 

submetidas à eletroforese unidirecional em gel de agarose (concentração de 0,8-

1,5%) em tampão TBE 1x (Tris-borato 50 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) com adição 

de 8 ul da solução de brometo de etídio (0,01g/ml). Sendo utilizados como 

referência os fragmentos do bacteriófago λ digerido com HindIII cujo tamanho varia 

de 23 kb a 0,5 kb. As amostras de DNA foram aplicadas no gel após adição de 

tampão de amostra (TBE 1x; xileno-cianol 0,83 mg; azul de bromofenol 0,83 mg; 

glicerol 6%) para diluição final de 1x. As corridas eletroforéticas foram realizadas 

em voltagem constante a 100 V. Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta com 

filme Polaroid 667.  

 
7. CONSTRUÇÃO DE VETORES 

7.1 Subclonagem do gene CRIT nos vetores pTEX e pTEX rib (p33). 

O clone recombinante pcDNA3-CRIT, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. J. Inal do 

Kanton Bassel Hospital-Swiss, foi utilizado para subclonar o gene CRIT no vetor 



  
 
 

 

pTEX e no vetor p33 através de digestão enzimática com as enzimas BamHI / XhoI. 

O produto da digestão do pcDNA3-CRIT foi extraído do gel através do kit de 

purificação Concert Matrix-Gel extraction system (Invitrogene, Life Technologies) 

resultando em um fragmento de 1.2 kb que corresponde ao gene CRIT com adição 

de uma região 3’ não traduzida (3’ UTR). Os plasmídeos pTEX e p33 que 

apresentavam 5.6 kb e 6.0 kb respectivamente, também tiveram seus fragmentos 

linearizados com BamHI / XhoI sendo extraídos do gel com kit de purificação. O 

gene CRIT (1.2kb) foi ligado aos vetores por 16 h a 16ºC com a enzima T4 DNA 

ligase gerando as construções: pTEXCRIT e p33CRIT.   

 
7.2 Construção pTEX –CRP 

A construção pTEX-CRP contendo a  região codificadora do gene CRP de 1,1 kb foi 

gentilmente cedido pela Prof. Dra. Karen A. Norris da University of Pittsburgh 

School of Medicine-Pensylvania. 

 
8. TRANSFORMAÇÃO DE BACTÉRIAS  E. coli DH 5α 

Para obtenção de clones recombinates: pTEXCRIT, p33CRIT, ptexCRP, 100 µl de 

bactérias competentes de linhagen E. coli DH5α (Hanahan,1985) eram colocados 

em um tubo ependorff e adicionados 5 µl do DNA plasmidial (durante este 

procedimento as bactérias devem permanecer no gelo). Após permanecer 30 min. 

em gelo os tubos eram aquecidos a 42ºC por 1 min. e imediatamente no gelo por 5 

min. Após acréscimo de  900 µl de meio LB, os tubos foram incubados a 37ºC  no 

shaker a 200 rpm por 1 hora. 500 µl da cultura foi semeado em placas de Petri 

contendo LB/Agar/ampicilina (100µg/ml). As placas foram incubadas a 37ºC por 16 

horas. 

 
9. EXTRAÇÃO DE DNA PLASMIDIAL POR LISE ALCALINA (MINI-

PREP) 



  
 
 

 

As colônias crescidas LB/Agar/ampicilina (100 µg/ml) foram coletadas da placa, 

adicionadas em 2ml de meio LB/ ampicilina (100 µg/ml) e incubadas a 37ºC por 16 

horas. Para extração do DNA plasmidial 2ml das culturas crescidas em LB/amp 

(100µg/ml) foram vertidas em tubo eppendorf  e centrifugadas por 2’a 15.800 x g. O 

sobrenadante foi desprezado deixando o precipitado seco. O precipitado era 

ressuspenso com 100 µl de solução: glucose 50mM, EDTA 10mM, Tris-HCl 25mM  

e posterior adição de 200 µl de solução: NaOH 0,2M, SDS 1% e 150 µl de 

solução:C2H4KO2 5M, C2H4O2. As soluções foram misturadas por inversão e os 

tubos depositados no gelo por 5 min. As amostras foram centrifugadas por 5min. a 

15.800 x g e o sobrenadante (que contém o DNA) recolhido em um novo tubo 

eppendorf e o precipitado foi desprezado. 400µl de isopropanol foram adicionados 

para precipitar o DNA após centrifugação por 5min. a 15.800x g. O sobrenadante foi 

desprezado e 1 ml de etanol 70 % era adicionado para lavar o DNA, a amostra foi 

centrifugada por 2 min. a 15.800x g. Depois de seco o DNA  ressuspenso com 20 µl 

de H2O ou T.E. 

  
10. ENSAIOS DE LISE PELO COMPLEMENTO 

 
10.1 Ensaio de lise pelo complemento por diluição seriada do SNH  

O SNH foi diluído em meio de cultura nas seguintes proporções: 1:32, 1:16: 1:8, 

1:4, 1:2 e sem diluir que correspondem as concentrações de 3,12% 6,25% 12,5%, 

25%, 50% e 100% respectivamente. Culturas de L. chagasi e L. major 

(promastigotas) e de T. cruzi (epimastigotas) na fase exponencial (após 72h) de 

crescimento foram centrifugados a 720 x g por 5 minutos, lavadas com PBS, 

novamente centrifugadas e ressuspensas em meio LIT com concentração ajustada 

para 5x106 parasitas/ml.  Nesta concentração 100µl da cultura foi adicionado a 

100µl de SNH diluído e não-diluído, com posterior incubação de 30 minutos a 37oC. 

A interrupção do ensaio foi realizada com adição de 800 µl de meio de cultura a 4ºC 



  
 
 

 

ao volume da reação. A reação foi observada ao microscópio e o número de 

parasitas vivos foi contado em hemocitômetro. 

 

 

 

10.2 Mecanismos de ativação do complemento por L. chagasi, L.major e T. cruzi  

Culturas axênicas de promastigotas de L. chagasi, L. major e epimastigotas de T. 

cruzi iniciadas com 1 x 106 parasitas/ml foram crescidas em meio LIT e incubadas a 

28ºC por 72 h. Após este período, amostras foram ajustadas à concentração de 5 x 

106 parasitas/ml e submetidas a um ensaio de lise pelo complemento com uso de 

inibidores da via clássica. 100 µl da suspensão de parasitas (5x105par./ml) foram 

incubados a 37ºC com 100 µl de solução 10mM EGTA, 7mM MgCl, 50% e 12,5% 

SHN e meio LIT por 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 e 30 min.  Após a incubação 800µl de meio 

de cultura a 4ºC foram adicionados as amostras para interromper a reação. Uma 

alíquota de 10 µl foi usada para calcular através de hemocitômetro a porcentagem de 

parasitas sobreviventes.  

 
11. TRANSFECÇÃO EM PARASITAS 

 
11.1 Curva de tolerância à droga G 418 

Amostras de culturas axênicas de L. chagasi, L. major e T. cruzi iniciadas com 

1x106 parasitas/ml em LIT a 28ºC por 72 h. foram ajustadas à concentração de 1x105 

parasitas/ml e distribuídas em placa de cultura de célula de 24 poços. 1 ml da 

suspensão era depositado por poço e diferentes volumes de uma solução 50 mg/ml 

de G418 (análogo da neomicina) foram adicionados para determinar a DL 50 que 

corresponde a concentração onde 50% dos parasitas estão vivos e 50% mortos. Para 

L. chagasi e L. major foram utilizadas as seguintes concentrações de G 418: 0, 

5µg/ml, 10uµg/ml, 15 µg/ml, 20µg/ml e 25 µg/ml e para T. cruzi: 0,50 µg/ml, 100 

µg/ml, 200 µg/ml, 400 µg/ml. O ensaio foi incubado a 28ºC por 160 horas e a 



  
 
 

 

quantidade de parasitas sobreviventes contadas em hemocitômetro a cada 48 horas. 

A concentração ideal de droga a ser utilizada para selecionar parasitas transfectados 

deve manter uma média entre parasitas vivos e mortos. 

 
 

 

11.2 Transfecção de formas promastigotas de Leishmania major e epimastigotas 

de T. cruzi. 

Formas promastigotas de L. major e epimastigotas de T. cruzi foram crescidas a uma 

densidade de 1x107/ml em meio LIT contendo 20% de soro bovino fetal. Os 

parasitas foram lavados em PBS e ressuspensos para 2x108/ml em tampão de 

eletroporação (137 mM NaCl, 21 mM HEPES, 5.0 mM de KCl, 5.5 mM Na2HPO4, 

0.77 mM de Glucose, pH 7.0). Os parasitas foram colocados em cuvetas 

descartáveis de 0,2 mm (Bio-Rad) contendo 25µg de plasmídeo pTEX, pxg-GFP-

C26, pTEX-CRIT, p33-CRIT, pTEX-CRP e eletroporados usando o Cellject duo 

(HYBAID) a 300V e 525µF com 2 pulsos consecutivos. Os parasitas eletroporados 

foram incubados a 28ºC e selecionados em  meio LIT contendo 5,0 µg /ml de G418 

para L. major e 200 µg/ml de G418 para T. cruzi.  

 
12. EXTRAÇÃO DE DNA 

Formas promastigotas de L. major e epimastigotas de T. cruzi foram crescidas a uma 

densidade de 1x107/ml em meio LIT para extração do DNA. 2 ml da cultura foram 

centrifugados em tubo eppendorf por 10 min a 2.000 x g. O sedimento foi 

ressuspenso em 150µl de tampão TELT (Tris-HCl 1M, pH 8.0; EDTA 0,5 M pH 

9.0; LiCl 5M; Triton X-100) e misturado por inversão, sendo incubado por 5 min 

Foi adicionado 150 µl de fenol:clorofórmio, agitando-se suavemente por 5 min. A 

amostra foi centrifugada por 5 min a 15.800 x g. O sobrenadante foi colocado em 

um novo tubo e a ele foi adicionado 300 µl de etanol, misturado por 15 seg e 

incubado 5 min e após este período centrifugado por 10 min a 15.800 x g. O 



  
 
 

 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com 1ml de etanol absoluto por 

10 seg. A amostra foi centrifugada por 5 min a 15.800 x g, retirado todo o 

sobrenadante, deixando o precipitado secar. O precipitado foi ressuspenso em 50 µl 

de TE contendo 20µg/ml de Rnase A. 

 
13.TRANSFERÊNCIA DE DNA PARA FILTROS DE NYLON (“SOUTHERN 

BLOTTING”) 

Os fragmentos de restrição de DNA foram transferidos para membranas de Nylon, 

segundo Southern (1975) e Sambrok et al. (1989).O gel foi incubado em solução de 

depurinação 0,25 M HCl por 15 min, depois em solução desnaturante contendo 1,0 

mM NaCl e 0,5 M NaOH por 30 minutos. A incubação final foi realizada em 

tampão neutralizante (0,5 M NaCl, 1M de Tris HCl, pH 8,0) por 30 minutos, a 

temperatura ambiente. para depurinação. As transferências foram feitas com 

10xSSC de acordo com o esquema descrito em Sambrook et al. (1989) por toda a 

noite. Os DNAs foram fixados à membrana por exposição à luz ultravioleta no 

aparelho GS Gene Linker da BioRad. 

 
14. HIBRIDIZAÇÃO DA MEMBRANA COM SONDA FRIA 

Após transferência over night a membrana já pré-hibridizada por 30 min a 60ºC em 

tampão de hibridização (5xSSC, 0,1% SDS, 5% sulfato de dextran, 1/20 de volume 

de líquido de bloqueio). 10ng/ml da sonda (CRIT ou neoR) marcada com fosfatase 

alcalina, foi adicionada e a hibridização procedeu-se durante 16 horas. Após 

incubação, a membrana foi lavada (com agitação) 2 vezes com solução pré aquecida 

de 1X SSC/ 0,1% SDS por 15 min. e duas lavagens com solução pré aquecida de 

0,5X  SSC/ 0,1% SDS por 15 min. Após lavagens, a membrana foi incubada em 

tampão de bloqueio [líquido diluído 1:10 em tampão A (100mM tris-HCl, 300mM 

NaCl pH 9,5-autoclavado)] por 1 h a temperatura ambiente, sendo o tampão, 

descartado após o período. A membrana foi incubada com anticorpo conjugado, 

diluído 1:7.500 em tampão A com 0,5% BSA a temperatura ambiente por 1 h, Por 



  
 
 

 

fim a solução foi descartada e a membrana foi lavada por 3 vezes com 0,3% de 

Tween em tampão A a temperatura ambiente. Após lavagem a membrana foi 

colocada em um filme plástico e foi adicionado internamente o reagente de 

detecção. Por fim a membrana foi colocada no cassete e exposto ao filme 

(HiperFilm-FUJI) permanecendo durante 20 mim. O filme foi  revelado em 

revelador Decktol diluído 1:2 em água. 
 

15. EXTRAÇÃO DE RNA (TRIZOL) 

Formas promastigotas de L. major e epimastigotas de T. cruzi foram crescidas a uma 

densidade de 1x107/ml em meio LIT para extração do RNA total por trizol. 2 ml de 

cultura foram precipitadas por centrifugação por 5 min.a 1300 x g, o sobrenadante 

foi descartado e o precipitado ressuspenso com 1 ml de trizol para ressuspender. A 

amostra foi incubada a temperatura ambiente por 5 min. e foram adicionados 200 µl 

de clorofórmio; agitou-se por inversão por 15 seg. incubou-se logo após por 3 min. 

A amostra foi centrifugada por 15 min.a 8.000 x g a 4 ºC, e a fase aquosa transferida 

para um novo ependorff. Foram adicionados 500 µl de isopropanol e incubado por 

10 min. a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada por 10 min., a 8.000 x 

g, a 4ºC e removido o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 

70% frio e centrifugado por 5min. a 2.900 x g. O sobrenadante foi removido e 

amostra seca por 15 min. Após este período, a amostra foi ressuspensa em 20 µl de 

água mili-q autoclavada. A qualidade do RNA foi checada em gel de agarose /TBE 

0,8%. 

 
16. PCR 

Nas reações de PCR foram utilizados 5 µl de 10x PCR buffer, 4µl de mix de DNTP, 

1µl de primer sense 10 mM, 1µl de primer antisense 10 mM, 0,5 µl de Taq DNA 

polimerase, 2 µl de cloreto de magnésio 50mM, DNA template e água mili-q (q.s.p) 

As condições dos ciclos de PCR foram: 35 ciclos de 94ºC por 0.5min, 50ºC por 0.5 

min, 72ºC por 2 min e para extensão final 72ºC por 10 min. As condições de 



  
 
 

 

temperatura, número de ciclos e volume das soluções foram modificadas de acordo 

com os resultados das amplificações. sense (5´-

CCCAGATCTCTATGTCTCCAAGT-3´) e antisense (5´CCCGGATCCTTAAC 

AAGAGTG-3´). Que correspondem a fase de leitura aberta do CRIT; sense 

(5´CCCGGATCCGCCTATTTGTCTTGGTAT-3´) e antisense(5´CCCCTCGAG 

TTACACACTAGTTGTAGT-3´). que correspondem a amplificação do bloco 

central do gene situado entre os nucleotídeos 1032 e 1420. 
 

17. RT-PCR 

Amostras de RNA extraídas dos parasitas foram submetidas à síntese de cDNA 

através da metodologia de RT-PCR (SuperScript One-Step RT-PCR with 

Platinum Taq –Invitrogen life technologies).  Foram utilizadas para cada reação: 

25µl de 2x Mix de Reação, 1µl do RNA template, 1µl de primer: sense (5’-

CCCAGATCTCTATGTCTCCAAGT-3’) com incorporação do sítio BglII, 1 µl de 

primer anti-sense (poli T), 1 µl de RT/Platinum Taq Mix, água destilada 

autoclavada para completar 50 µl. As condições do RT-PCR foram: 1 ciclo de 50ºC 

por 30 min. e 94 ºC por 2 min. (síntese de cDNA e pré-denaturação) 35 ciclos de 

94ºC por 15seg, 50ºC por 30 seg, 72ºC por 1min (amplificação por PCR) e 1 ciclo 

de 72ºC por 10 min (extensão final). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
 

 

 

 

 
RESULTADOS 

 
1. SISTEMA COMPLEMENTO EM TRIPANOSOMATIDEOS  
 

1.1CARACTERÍSTICAS DO CRESCIMENTO EM CULTURA 

 
  Inicialmente formas promastigotas de L. major e L. chagasi e formas 

epimastigotas de T. cruzi cepa y foram testadas quanto às características de 

crescimento em cultura com relação aos níveis máximos alcançados pelas 

populações nas fases logarítmica e estacionária. As diferenças observadas foram 

comparadas entre as curvas de crescimento de L. major, L. chagasi e T. cruzi.  

L. chagasi alcançou população máxima em um menor período de tempo do 

que L. major e T. cruzi, entretanto estes parasitas apresentavam uma fase 

estacionária mais duradoura (graf.1). 
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Gráfico 1. Curva de crescimento de formas promastigotas de L. chagasi e L. major e formas epimastigotas de T. cruzi Y. 

Culturas com 1x106 parasitas/ml, foram incubadas a 28ºC por 5 dias e contadas diariamente através de hemocitômetro. Os 
resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos realizados independentemente. 
 

 

1.2. LISE MEDIADA PELO COMPLEMENTO EM 

TRIPANOSOMATIDEOS 

Inicialmente, foi de interesse caracterizar a ação do sistema do complemento diante 

da presença de diferentes espécies de tripanossomatídeos. A abordagem inicial foi 

determinar se o soro humano normal (SNH) era capaz de lisar formas evolutivas de 

diferentes tripanossomatídeos em fase logarítmica de crescimento em cultura 

axênica (tab. 1). 

 

FORMA EVOLUTIVA TRIPANOSOMATIDEO % de LISE (100% de SHN) 

L. chagasi 100%  
PROMASTIGOTA 

L. major 100% 

 

EPIMASTIGOTA 

 

T. cruzi 

 

100% 

 

Tabela 1. Ensaio de lise com tripanosomatídeos em cultura axênica e utilizando 100%de SHN (soro humano normal) a 

37ºC por 30 min.A lise dos parasitas observados foi verificada ao corar os parasitas com tripan blue. 

 

Os parasitas foram totalmente lisados na concentração máxima de SNH 

(100%), ou seja sem qualquer diluição.  

O próximo objetivo foi determinar se os diferentes tripanosomatídeos 

apresentavam capacidade diferencial de serem lisados com diferentes concentrações 

de SNH. Para isso foi determinada a diluição limite de SNH (diluição mínima de 

soro, na qual os parasitas são lisados pela ação do sistema complemento presente no 

soro humano). Desta maneira, foram realizados ensaios de lise pelo complemento 

por diluição seriada do SNHcom culturas de L. chagasi, L. major e T. cruzi na fase 



  
 
 

 

logarítmica de crescimento, para determinar a sensibilidade dos parasitas em relação 

à concentração do soro. 

Como mostrado no gráfico 2, formas promastigotas de L. chagasi e L. major 

apresentaram maior sensibilidade ao SNH nas concentrações entre 6,25% e 12,5% 

de soro. Foi observado que mais de 50% dos parasitas de L. chagasi e L. major 

sofreram lise total quando em contato com concentrações até 12,5%; após 30min de 

contato com 25% de SNH 94% dos parasitas foram totalmente lisados. 60% das 

formas epimastigotas de T. cruzi foram lisadas na concentração de 25% do SNH. 

Concentrações de SNH superiores a 50% ou iguais, provocaram lise total em todos 

os parasitas deste ensaio.  

Desta maneira, observou-se que, promastigotas de L. chagasi e L. major são 

mais sensíveis aos efeitos líticos do soro quando comparados a epimastigotas de T. 

cruzi. 
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Gráfico 2. Lise pelo complemento de L. chagasi, L. major e T.cruzi y através de diluição seriada do SNH. Os resultados 

representam uma média de pelo menos dois experimentos realizados independentemente. 

 
1.3 ATIVAÇÃO DO SISTEMA COMPLEMENTO 

Uma vez determinada às diluições limites entre os parasitas, foram estudadas 

possíveis diferenças nas vias de ativação do complemento nos diferentes 

tripanossomatídeos para avaliar o papel do sistema complemento. Foi realizado 



  
 
 

 

ensaio de lise hipotetizando as condições fisiológicas da infecção com a finalidade 

de determinar o tempo mínimo de ativação do complemento diante da presença dos 

tripanosomatídeos. Os experimentos mediam a soma da ação das vias clássica e 

alternativa do complemento, e apenas da via alternativa (inibição da via clássica) 

para observar os efeitos letais provocados pelo SNH. 

O ensaio de lise pelo complemento com inibição da via clássica foi realizado 

através da presença de EGTA (o EGTA é um agente quelante de cálcio, que é 

requerido na via clássica do complemento e diminui a concentração de magnésio do 

meio) e de MgCl2 (o magnésio é adicionado devido à necessidade desse íon para 

ativação da via alternativa). Como a via clássica é dependente dos íons Ca+ e Mg+ 

fica bloqueada na presença do EGTA e a via alternativa permanece funcional. 

Conforme observado no gráfico 3A, onde a via clássica foi bloqueada, parasitas de 

L. chagasi sofreram menos lise entre 0.5 e 2,5 minutos quando comparados aos 

parasitas de L. major e T. cruzi. Aos 2.5 min 40% dos parasitas das três linhagens 

haviam sido lisados. Entre 5 e 10 min de incubação parasitas de T. cruzi foram 

menos susceptíveis a lise e em média 65% estavam lisados, enquanto que 90% e 

75% dos parasitas, de L. chagasi e L. major, respectivamente. Após 30 min. de 

incubação todos os parasitas encontravam-se completamente lisados. Ao analisar os 

resultados da lise com ação das duas vias do complemento, no gráfico 3B, pode-se 

observar que  parasitas de T. cruzi são menos lisados entre 0.5 e 2,5 min quando 

comparados aos resultados dos outros parasitas. Entre 60% dos epimastigotas de T. 

cruzi e 70% dos parasitas de L. major e L. chagasi haviam sido lisados aos 2.5 min. 

Aos 5 min de incubação foi observado lise total dos parasitas de L. chagasi,  85% e 

70% foram lisados em L. major e T. cruzi respectivamente. Após 10 min de 

incubação todos os parasitas haviam sido lisados. 
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Gráfico 3.  Avaliação da cinética de ativação das vias clássica e alternativa em relação ao tempo através da lise pelo  
complemento em  L.chagasi, L.major e T. cruzi. (A) com inibição da via clássica pela adição de EGTA (B) e sem inibição 
das vias do complemento com 50% de SNH. Os resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos 
realizados independentemente. 

 

2. USO DE PARASITAS GENETICAMENTE MODIFICADOS PARA 

AVALIAR RESISTÊNCIA A LISE PELO COMPLEMENTO EM 

TRIPANOSOMATIDEOS. 

 
2.1 GENES ENVOLVIDOS NA RESISTÊNCIA A LISE. SUBCLONAGEM 

EM VETORES DE TRANSFECÇÃO  

 



  
 
 

 

 As diferenças observadas na lise em diferentes parasitas podem se dever a 

múltiplos fatores. Nesse estudo avaliou-se a hipótese de que a presença de algumas 

moléculas de superfície poderiam estar envolvidas na resistência à lise pelo 

complemento. A idéia inicial foi caracterizar um gene descrito recentemente como 

responsável pela resistência à lise em formas adultas de Schistosoma, denominado 

CRIT (Complement C2 Receptor Innhibitor Trispanning) (Inal, 2002). 

 Diante disto tentou-se expressar o gene CRIT em formas promastigotas de 

Leishmania e epimastigotas de T. cruzi. Para isso utilizamos o plasmídeo pTEX, um 

vetor que possibilita a geração de transgênicos em tripanosomatideos. O pTEX tem 

tamanho de 5.6 Kb e apresenta um múltiplo sítio de clonagem flanqueado pelas 

regiões 5’ e 3’-UTRs (Untranslated Regions) do gene GADPH (gliceroldeído 3-

fosfato desidrogenase), gene de resistência a ampicilina (ampr) para seleção em 

bactérias do tipo E.coli e gene de resistência a neomicina (neor) (fig. 1A), que 

permite seleção dos parasitas transfectados. A construção pTEXCRIT (fig. 1B) foi 

gerada a partir do vetor pTEX. 

 

A 

 

B 

 
Figura 1. (A) Mapa do plasmídeo pTEX, apresentando o múltiplo sitio de clonagem e os genes de resistência 
a ampicilina e a neomicina. (B) Construçao direcional pTEXCRIT 
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Para melhorar a expressão do CRIT em T. cruzi foi realizada uma nova construção a 

partir do vetor p33 (fig. 2A), que apresenta um promotor ribossomal de cepa CL, 

para trasnfecção em T. cruzi, denominado p33CRIT (fig. 2B). 

A 

 

B 
 
Figura. 2 (A) Mapa do plasmídeo P33. Pode ser verificados o promotor ribossomal, o multiplo sítio de 
clonagem e os genes de resistência a ampicilina e a neomicina. (B) Construção direcional P33CRIT 
 
2.2 ESTABELECIMENTO DE CONDIÇÕES DE TRANSFECÇÃO: CURVA 

DE TOLERÂNCIA À DROGA G 418 EM DIFERENTES 

TRIPANOSSOMATÍDEOS E ESTRATÉGIAS DE SELEÇÃO 

 
A concentração ideal da droga G418, análogo da neomicina, a ser utilizada 

para selecionar parasitas transfectados foi determinada a DL50 ou dose letal média. 

A DL50 representa o padrão para a toxicidade de uma substância, ou seja a dose na 

qual 50% dos parasitas tratados morrem. No gráfico 4 pode-se observar que se 
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comparados ao controle sem droga, após 24 h, entre 50% e 80% dos parasitas de L. 

chagasi permaneciam vivos a concentrações até 15ug/ml. Concentrações superiores 

a 5ug/ml após 72 h de crescimento não eram bem toleradas, e os parasitas morriam 

quando incubados a concentração de 10ug/ml de droga ou acima desta. Após 120 

horas nenhum parasita resistiu a qualquer concentração de G418. 
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Gráfico 4.  Ensaio de tolerância à droga (G418) testada em L. chagasi (início:1x105par./ml). Diferentes concentrações de 

droga forma testadas durante o período de 120 h. 

 
Como mostrado no gráfico 5 é possível observar diferenças na resistência a 

lise entre leishmanias, sendo mais resistente à droga (G418) L. major quando 

comparada a L. chagasi no período de 24 h. 40% dos parasitas resistiram a altas 

concentrações de droga (20µl /ml) e com 5 µg/ ml de droga foi observada uma 

inibição de apenas 10% quando comparados ao controle sem droga. Depois de 72h 

de incubação os parasitas toleravam até 15 µg/ml de droga, apresentando 15% de 

resistência, 45% dos parasitas eram resistentes a concentrações até 10ug/ml, em 

concentrações superiores a 20 µg/ml não havia resistência parasitaria a droga. Após 

120 h mais de 90% dos parasitas resistiram a concentrações de droga entre até 

10µg/ml, entretanto, 40% dos parasitas não resistiram a concentrações de15µg/ml de 

droga. Os parasitas não foram resistentes a concentrações superiores a 20µg/ml após 

72h . A partir dos dados mostrados nos gráficos 4 e 5 foi definida a DL50 de L. 

chagasi e L. major como 5µg/ml e 10µg/ml respectivamente. 
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Gráfico 5. Ensaio de tolerância à droga (G418) testada em L. major (início:1x105par./ml). Diferentes concentrações de 

droga forma testadas durante o período de 120 h. 

 
Em T. cruzi a tolerância à droga G418 foi muito superior se comparada com 

parasitas de Leishmania. Os dados do gráfico 6 mostram que no período de 24 h 

entre 50% e 85% de parasitas resistiram a concentrações entre 400 µg/ml e 50µg/ml 

respectivamente. Após 72 h, 80% dos parasitas toleravam concentrações até 50 

µg/ml, 65% dos parasitas  resistiram a concentrações de 100 µg/ml e 200µg/ml e 

40% mostrou-se resistente a 400 µg/ml de droga. Após 120 horas cerca de 75% dos 

parasitas foram resistentes a concentrações entre 50 µg/ml e 400 µg/ml de G 418. A 

partir dos dados definiu-se a DL50 para T. cruzi de 200 µg/ml. 
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Gráfico 6- Ensaio de tolerância à droga (G418) testada em T.cruzi (início:1x105par./ml) Diferentes 

concentrações de droga forma testadas durante o período de 120 h. 

 
Como observado no gráfico 4, a manutenção de promastigotas de L. chagasi por 5 

dias a 28º C tornou os parasitas inviáveis, diante disto foram gerados, unicamente, 



  
 
 

 

transgênicos em L. major e T. cruzi. Ficando então estabelicidas com relação aos 

resultados da sensibilidade a droga, as estratégias de seleção para parasitas 

transfectados por eletroporação que estão descritos na tabela 2. 

 
PARASITA PULSOS TAMPÃO DE 

ELETROPORAÇÃO

CONCENTRAÇÃO 

DE DROGA G418 

REPIQUE TEMPO DE 

OBTENÇÃO DE 

TRANSFECTANTES 

T. cruzi 2    A * 200µg/ml Semanal 2 meses 

L. major  2 A 10µg/ml Semanal 1 mês 

L. chagasi 2 A 5µg/ml Semanal --o-- 

Tabela 2. Condições de eletroporação e seleção definidas para  parasitas de Leishmania e Trypanosoma, após período de 

seleção em G418. * Tampão A (137mM NaCl, 21mM HEPES, 5 mM KCl, 5,5mM Na2HPO4 , 0,77mM glucose). 

 
2.3 ANÁLISE DOS PARASITAS TRANSGÊNICOS  

2.3.1 ANÁLISE FUNCIONAL: 

Uma vez obtidos parasitas resistentes à droga o primeiro intuito foi analisar a 

atividade do gene CRIT nos parasitas transgênicos. Para isso, foi realizado um 

ensaio para determinar se as populações pTEXCRIT em T. cruzi e em L. major eram 

resistentes à lise pelo complemento em SHN na concentração de 50%. 

Anteriormente foi observado que parasitas transgênicos foram totalmente lisados em 

soro total (100%).         

Como mostrado no gráfico 7A, é possível observar valores médios das lises 

entre parasitas selvagens e transgênicos de T. cruzi. Após 1 minuto de incubação o 

processo de lise tinha sido iniciado, sendo que 20% dos parasitas selvagens já 

haviam sido lisados com SNH enquanto apenas 4% dos parasitas transgênicos 

sofreram lise. Aos 2,5 min. a diferença entre parasitas transgênicos e selvagens 

permaneceu semelhante. Aos 5 minutos 85% dos parasitas selvagens e 56% dos 

transgênicos haviam sido lisados. Após 10 minutos os parasitas selvagens já haviam 

sido completamente lisados enquanto 18% dos parasitas transgênicos sobreviveram. 

Após 30 minutos não haviam parasitas sobreviventes nos dois casos. 



  
 
 

 

No gráfico 7B são mostrados valores da lise pelo complemento entre L. major 

selvagem e L. major pTEXCRIT. Após 1 min. de lise, apenas 6% dos parasitas 

transgênicos haviam sido lisados enquanto 30% dos parasitas selvagens sofreram 

lises. Após 5 min. de exposição 55% e 66% dos parasitas transgênicos e selvagens 

haviam sido lisados, respectivamente. Após 10 min. 90% dos selvagens foram 

lisados enquanto 80% dos transgênicos sofreram lises. 

 Nos gráficos 7A e 7B foi observado um maior efeito da resistência a lise em 

torno de 5 min. em parasitas de T. cruzi quando comparados aos valores obtidos nas 

lises sofridas pelos parasitas de L.major  
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Gráfico 7. Valores comparativos de lise pelo complemento em diferentes períodos de tempo entre parasitas 
transgênicos e selvagens. (A) Lise pelo complemento entre T. cruzi pCRIT e T. cruzi selvagem. (B) Lise pelo 
complemento entre L.major pCRIT e L.major selvagem. Os resultados representam uma média de pelo menos dois 
experimentos realizados independentemente. 



  
 
 

 

 
A partir dos resultados se estabeleceu a caracterização da resposta em T. 

cruzi. Para aumentar a expressão do gene CRIT que permitiria aumento da 

resistência a lise foi utilizado o vetor p33CRIT. A presença de um promotor 

ribossomal poderia favorecer a transcrição do gene e aumentar a resistência à lise 

em T. cruzi.  

Foram estabelecidos como controle, transgênicos em T. cruzi com a 

construção pTEXCRP para comparar a resistência à lise pelo complemento 

adquirida pela sobrexpressão dos genes em estudo.  

O seguinte objetivo foi comparar as lises dos parasitas transgênicos a partir da 

expressão das construções: pTEXCRIT, p33CRIT, pTEXCRP e plasmídeo pTEX, 

sendo estas comparadas com parasitas selvagens em T. cruzi. Para isto realizamos 

ensaio de lise com 50% de soro em diferentes intervalos de tempo, para avaliar a 

ativação do complemento. Os resultados apresentados no gráfico 8 mostram que os 

parasitas p33CRIT, pTEXCRIT, pTEXCRP apresentam resistência a lise pelo 

complemento a partir de 2,5 min. até 5 min, entretanto não houve diferença entre os 

parasitas transfectados com os diferentes plasmídeos.  
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Gráfico 8. Valores comparativos dos ensaios de lise com SHN 50% em diferentes períodos de tempo entre diferentes 
parasitas transgênicos e selvagens de T. cruzi.  



  
 
 

 

2.3.2 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

 
Para caracterizar molecularmente os parasitas transgênicos realizamos Southern 

blotting e RT-PCR  

 
A. Southern blotting 

Partindo do pressuposto que as populações de T. cruzi e Leishmania resistentes à 

droga G418 e funcionalmente resistentes à lise pelo complemento correspondiam de 

fato a populações de parasitas transgênicos foi realizada detecção de DNA 

plasmidial através de Southern blotting. 

Para detecção do DNA plasmidial (pTEXCRIT) foi obtido DNA genômico de 

parasitas transgênicos de Leishmania, corrido em gel TBE/agarose 0,8% e 

transferido para membrana de nylon. Para marcação em membrana de nylon 

utilizamos sonda fria derivada do gene neoR marcada com fosfatase alcalina. A 

figura 3 mostra a detecção, através da sonda, do plasmídeo pTEXCRIT em DNA  

genômico de parasita transgênico, através de sonda neoR. 

 
                                       

 

 
 
Figura 3. Southern blotting de parasitas transfectados com a construção pTEXCRIT. 2ug de DNA de  formas 
promastigotas de L. major pTEXCRIT e 2ug de DNA de  formas promastigotas de L.major selvagem, foram digeridos (1 
e 3) e não digeridos (2 e 4) com enzima XbaI. As amostras foram aplicadas em TBE/Agarose 0.8%, transferidas para uma 
membrana de nylon e hibridizadas com sonda neo R. A seta mostra a detecção epissomal do plasmídeo pTEXCRIT com 
6,8. (5) controle positivo pTEXCRIT digerido com XbaI. 
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Para detecção do DNA plasmidial (pTEXCRIT) em T. cruzi foi repetido o 

procedimento anterior por obtenção de DNA genômico de parasitas transgênicos de 

T. cruzi, as amostras corridas em gel TBE/agarose 0,8% e transferido para 

membrana de nylon para execução de Southern blotting, onde não foi possível obter 

hibridização positiva quando utilizada a sonda neoR (resultado não mostrado). Diante 

disto foi realizado PCR com oligos do gene CRIT, que amplificam a ORF (quadro 

de leitura aberta) do gene através de PCR (reação em cadeia de polimerase) A partir 

da amplificação foi possível obter produtos de amplificação com tamanho de 800 pB 

que corresponde ao tamanho do gene. Na hibridização das amostras utilizamos 

sonda fria derivada do gene CRIT para hibridização em membrana de nylon. A 

figura 4 mostra a detecção, através de sonda, do produto da amplificação com 

oligonucleotídeos do gene CRIT em DNA de parasitas pTEXCRIT.  Produtos de 

PCR entre 500 Pb e 1 Kb (não mostrado) que amplificaram a partir do DNA da 

população pTEX (2) e selvagem (3) não foram hibridizados. 

 

 
 

 
 

Figura 4. Southern blotting de parasitas transfectados com a construção pTEXCRIT. (1) 2ug de amostra do produto de 
PCR do gene CRIT, amplificado a partir de DNA de T. cruzi pTEXCRIT (2) 2ug de produto de PCR de T.cruzi pTEX, (3) 
2ug de produto de PCR de T.cruzi selvagem. As amostras foram aplicadas em TBE/Agarose 0.8%, transferidas para uma 
membrana de nylon e hibridizadas com sonda CRIT. A seta mostra a detecção da banda com tamanho correspondente ao 
gene CRIT com 860 Pb. (4) controle positivo pTEXCRIT. 
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B. RT – PCR 

 Com o objetivo de determinar se o aumento na resistência a lise pelo 

complemento nos parasitas transgênicos correspondia à expressão do gene CRIT, 

nas formas promastigotas, foi realizado RT-PCR para analise da transcrição do gene. 

 Os resultados mostraram uma banda correspondente ao tamanho do gene 

CRIT, quando hibridizados com a sonda do mesmo gene (fig. 5). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Southern boltting de amostras originárias de RT-PCR. (1) 2ug da amostra L. major selvagem (2)2ug da amostra 
L. major pTEXCRIT (3) 2ug da amostra T. cruzi selvagem (4) 2ug da amostra T. cruzi pTEXCRIT(5) controle positivo 
pTEXCRIT. As amostras foram aplicadas em TBE/Agarose 0.8%, transferidas para uma membrana de nylon e 
hibridizadas com sonda CRIT. Observa-se a detecção de bandas com tamanho igual de 800 Pb, correspondente ao 
tamanho do gene CRIT.   
 
 
 Os resultados das amplificações através de RT-PCR, mostraram um resultado 

inesperado, houve amplificação de produto correspondente ao tamanho do gene 

CRIT nos parasitas selvagens, que caracteriza a primeira evidência do gene em 

tripanosomatideos. 

Para verificar se o transcrito de fato correspondia ao gene CRIT, foram desenvolvidos dois 

oligonucleotídeos que amplificam um bloco central do gene CRIT situado entre os 

nucleotídeos 1032 e 1420. 

        1     2             3     4    5 

800 Pb 

Kb 
 
 
2.0 
 
 
 
0.5 



  
 
 

 

 Ao realizar um PCR com DNA de diferentes amostras foi possível 

amplificar no parasita selvagem e nos controles pTEXCRIT, um produto de 400 pb (fig. 6) 

que ao ser hibridizado com sonda CRIT resultava em detecção positiva.  

 

 
Figura 6. PCR de DNA genômico com uso de oligos para amplificação de um bloco central do gene CRIT corrido em 
TBE/agarose 0,8% (1) 2 ug de DNA L. major pTEXCRIT (2) 2 ug de DNA L. major selvagem (3) 2 ug de DNA T. cruzi 
pTEXCRIT (4) 2 ug de DNA T. cruzi selvagem (5) controle positivo pTEXCRIT 
 

Esse resultado junto com o RT-PCR do gene CRIT, levantou a hipótese que o 

gene CRIT poderia estar presente de maneira endógena no genoma de T. cruzi e os 

resultados negativos (southern de DNA genômico) seriam produto de uma baixa 

sensibilidade do sistema de hibridização diante do uso de sonda fria. 

Para determinar a sensibilidade de detecção do gene CRIT utilizando sonda 

fria marcada com fosfatase alcalina, foi realizado um ensaio de quantificação usando 

amostras de PCR amplificado a partir de DNA genômico de T. cruzi cepa y 

selvagem, com oligonucleotídeos que amplificam a ORF completa do gene CRIT 

gerando um produto de 800 pb e amostras de produto de PCR amplificado do 

genoma de T. cruzi com oligonucleotídeos que amplificam uma região interna da 

ORF, gerando um produto de 400pb. Para essa finalidade realizamos um Southern 

blotting, o qual foi hibridizado com a sonda do gene CRIT marcada com fosfatase 

alcalina. 
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Para determinar a sensibilidade da sonda foi analisado o autoradiograma com 

a detecção dos produtos CRIT hibridizados com a sonda fria. Foi detectada 

hibridização positiva até 0,8 ng quando foi usado o produto de 400 pbe apenas 

detectou-se 100ng de amostra quando usamos o gene CRIT completo (fig.7). 

Através de estimativas, considerando o tamanho do genoma de T. cruzi e supondo 

hipoteticamente que o gene CRIT estaria em cópia única no genoma realizamos os 

seguintes cálculos: 

 
1. Utilizando 1x107 parasitas para extração de DNA genômico, obtemos 10µg 

de DNA então, 

 

                  10 µg de DNA ÷1 x 107 parasitas = 1 x 10 –8 µg de DNA/parasita 

que representa a quantidade de DNA presente em cada parasita. 

 

2. Sabendo que o tamanho do DNA genômico de T. cruzi é de 40 Mb, e que o gene 

CRIT apresenta 800 pb calculamos: 

  

                                        800 pb ÷ 40 Mb = 0, 00002 

esse resultado representa 2,0 x 10-5  do gene CRIT no genoma total de um parasita 

temos, 

                                    2,0 x 10-5  x 10 µg de DNA = 2,0 x 10 –4 ug 

que representa a quantidade do gene em 1x107 parasitas, ou seja, 10 ug de DNA 

genômico de T.cruzi y contém 2,0 x10-4 ug do gene CRIT. 

 

3. De acordo com o resultado do Southern blotting (fig.8) verificou-se que 

sensibilidade mínima de detecção da sonda foi de 0,8 ng (8 x 10–4 ug) de DNA da amostra, 

então: 

 

                                      2,0 x 10 –4 ug de CRIT                  10 µg de DNA genômico 

                                      8 x 10–4 ug de CRIT                       X                                           



  
 
 

 

  

                                                 X= 40ug de DNA 

 

Diante do resultado, concluímos que seria necessário utilizar pelo menos 40 

ug de DNA genômico de T. cruzi cepa y selvagem, para realizar um Southern 

blotting e obter sinal de hibridização positiva quando for usada a sonda CRIT de 

Schistosoma, o que representa 8 vezes mais DNA que o utilizado em nossos 

southerns o que justificou a ausência de hibridização nos southerns com DNA 

genômico de T.cruzi. 

 

 

 
 

 

  
 
 
 

Figura 7. Southern para detecção da sensibilidade da sonda CRIT aos produtos de PCR com oligos de CRIT.  A seta “A” 
indica a sensibilidade da sonda CRIT marcada com fluoresceína aos produtos de PCR amplificados com oligos de CRIT, 
que amplificam a ORF completa. (1) 100 ng da amostra amplificada, (2) 20 ng de amostra, (3) 4 ng de amostra, (4) 0,8 ng 
de amostra. A seta “B” indica a sensibilidade da sonda CRIT aos produtos de PCR amplificados com oligos que 
amplificam uma região interna da ORF. (5) 100 ng de amostra, (6) 20 ng de amostra, (7) 4 ng de amostra, (8) 0,8 ng de 
amostra. 
 
Assim ficou estabelecido, como prioridade, analisar o gene CRIT amplificado do 

genoma de T. cruzi e atualmente está sendo seqüenciado o produto de PCR 
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amplificado com oligonucleotídeos do gene. A detecção do gene CRIT e o 

estabelecimento do mapa físico do genoma parasitário dependerá de experimentos 

que serão realizados no futuro com uso de sonda radioativa (P32 ). 

 
DISCUSSÃO 

I Sistema do complemento em tripanosomatídeos  

Através do presente trabalho, foram avaliadas as características da ativação e 

o papel do sistema complemento em diferentes tripanosomatídeos.  

 Utilizando cinéticas de lise do parasita pelo sistema complemento presente no 

SHN e ensaios de inibição da ativação da via clássica foi possível observar 

diferenças entre T. cruzi e Leishmania (graf. 2, 3 A e 3B). 

Diante da presença do SNH, tripanosomatideos de maneira geral, são lisados 

a concentrações superiores a 50% (SNH).  

Nos nossos resultados observamos que parasitas de Leishmania são mais 

sensíveis a lise mediada pelo complemento que T. cruzi, sendo lisados inicialmente à 

concentrações entre 6, 25% e 12,5% de SNH. Em T. cruzi foi observado lise inicial 

quando o parasita foi incubado em concentrações superiores a 12, 5% resistindo até 

25% de soro (graf. 2). As diferenças na resistência a lise observadas em Leishmania 

e Trypanosoma pode estar ligada a diferenças no padrão da expressão de moléculas 

de superfície nos parasitas, que podem estar ligadas as modificações bioquímicas na 

natureza das cadeias, tamanho, modelo, estrutura etc. das moléculas expressas nos 

diferentes parasitas o que pode conduzir a distintas estratégias de evasão da lise.  

Segundo Lopez (1993), é provável que os parasitas tenham desenvolvido 

mecanismos para escapar da resposta imune humoral e evitar a ação dos 

componentes do sistema complemento. As moléculas de superfície seriam o 

principal recurso dos tripanosomatideos para mediar a invasão celular e desenvolver 

a infecção. 



  
 
 

 

Neves (1997), define que moléculas específicas da superfície da membrana 

plasmática dos promastigotas de Leishmania tais como gp 63 e LPG são importantes 

nos processos de opsonização e endocitose pelo macrófago. 

Segundo Sacks (1995) e Puentes (1990), modificações bioquímicas na 

estrutura das moléculas de LPG podem aumentar a espessura da superfície do 

glicocalix o que confere adicional resistência à lise mediada pelo complemento. 

 De acordo com Fischer (1988), formas tripomastigotas de T. cruzi evitam a 

lise através da produção de glicoproteínas de superfície que interferem na ativação 

do complemento. Para Norris (1998), Uma glicoproteína de superfície de 160 kDa – 

CRP (proteína reguladora do complemento) poderia restringir ativação das vias 

clássica e alternativa do complemento através da ligação a componentes C3b e C4b, 

evitando a ação proteolítica da C3 convertase). 

Além de CRP tripomastigotas expressam em sua superfície várias 

glicoproteínas ligadas à membrana através de uma âncora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Shenkman et al., 1988; Guther et al., 1992; Cardoso 

de Almeida and Heise, 1993) estas proteínas possuem massa molecular entre 82 e 90 

kDa e pertencem à família das glicoproteínas gp 85. Outra glicoproteína de 

superfície muito estudada é a Tc-85 que pertence à uma família de moléculas 

heterogêneas no que diz respeito ao tamanho, ponto isoelétrico e glicosilação 

(Zingales et al., 1982; Abuin et al., 1989) Tem sido descrito a sua participação na 

adesão e penetração dos tripomastigotas em células de mamíferos (Alves et al., 

1986).  

Na superfície de epimastigotas e formas tripomastigotas metacíclicas há um 

alto número de cópias de moléculas de mucinas, que correspondem a o-

gliconjugados com um alto teor de açucares o-ligados. As mucinas de T. cruzi 

estariam organizadas em uma família com mais de 484 membros (Di Noia, et. al., 

1995; Salazar et al. 1995; Freitas et al. 1995). 

De certa maneira a superfície celular entre diversas formas evolutivas de T. 

cruzi e Leishmania não são similares e as diferenças na sensibilidade ao soro 



  
 
 

 

humano podem estar relacionadas à participação de distintas moléculas, fenômenos 

que envolvem plasticidade, acessibilidade ou efeitos físico-quimicos de diferentes 

membranas na interação entre moléculas e possíveis receptores. 

As diferenças entre T. cruzi e Leishmania também são vistas nas diferentes 

estratégias de seleção de parasitas transfectados. A sensibilidade a G418 é 

extremamente diferente, sendo necessários para selecionar parasitas com epissomas 

concentrações 20 vezes maiores em T cruzi que em Leishmania (graf. 4, 5 e 6). 

Ensaios com inibição da via clássica mostraram que a ação da via alternativa 

sobre os tripanosomatideos é mais lenta quando comparada à ação via clássica, já 

que após 10 minutos de incubação são encontrados parasitas resistentes a lise. Para 

Puentes (1989), a contribuição da via alternativa para o mecanismo opsonização é 

mínima onde, em torno de 7,1 a 13,7% das lises ocorre ativação desta via. 

Quando incubados em SHN na presença das vias clássica e alternativa, os 

tripanosomatídeos ativam as vias quase que simultaneamente entre 0,5 e 2 minutos, 

sendo que parasitas de L. major e L. chagasi apresentaram maior tendência a sofrer 

lises quando comparados a parasitas de T. cruzi que podem estar diretamente ligadas 

a diferenças nos padrões de moléculas de superfície expressas de maneira distinta 

nos dois grupos (graf. 3B). Segundo Dominguez (2002), a deposição de C3 em 

parasitas, o que acarreta a lise da membrana, é extremamente rápida sendo que a 

reação se completa entre 2 e 3 minutos e que 86-93% do C3 fixado tem sido ativado 

através da via clássica.  

 
II Avaliação do sistema complemento usando parasitas transgênicos com gene 

CRIT e CRP 

Parasitas transgênicos que expressam o gene CRIT são em média 20-30% 

mais resistentes que parasitas selvagens tanto para parasitas transgênicos de L. major 

como parasitas de T. cruzi (graf. 7). Os nossos resultados mostram funcionalidade 

do CRIT em T. cruzi. A utilização de pTEXCRP  nos ensaios funcionais e a 



  
 
 

 

obtenção de resultados similares de resistência com transgênicos CRIT (Gráfico 8), 

reforçam a idéia do receptor de C2 (CRIT) ser um possível mecanismo de evasão em 

T cruzi. 

Ensaios preliminares (fig. 5 e 6) mostram presença do gene CRIT no genoma 

de Tripanosoma cruzi e Leishmania. Sequenciamento dos produtos de PCR 

amplificados com oligos derivados da seqüência do CRIT de Schistossoma e uma 

posterior caracterização da expressão do gene nos diferentes estágios de T. cruzi y 

Leishmania permitirão entender se CRIT participa de um outro mecanismo de 

evasão da lise em tripanosomatideos, não descrito anteriormente. Ensaios de 

Southern blotting  utilizando sonda fria marcada com fosfatase alcalina mostrou 

limitações de sensibilidade, sendo de difícil detecção de genes com baixo numero de 

cópias no genoma parasitário (fig. 7).  

 Segundo Inal (1999), A proteína expressa pelo CRIT está caracterizada como 

um receptor que se liga ao complemento C2 especificamente, resultando na inibição 

da via clássica de ativação do sistema complemento, provavelmente interferindo na 

formação de C3 convertase, C4b2a. Segundo Oh (2003), em ensaio hemolítico com 

células de E. coli recombinates pGEX-sh-CRIT-ed1, mostraram aproximadamente 

38,5% de inibição a hemólises provocadas pelo complemento 

Segundo Norris (1998), epimastigotas transfectados com CRP quando 

incubados com soro normal de porco guinea (como fonte de complemento) com 

diluição final de 1:2 exibiram altos níveis de resistência a lise mediada pelo 

complemento, quando comparados a epimastigotas transfectados com o vetor vazio.  

A conversão de epimastigota para tripomastigota coincide com a expressão de 

CRP na superfície celular e aquisição de resistência ao complemento.Outras 

moléculas relacionadas com a evasão da lise em outros parasitas poderiam ter 

homólogos em T. cruzi.  

A proteína CRP (160 Kda) tem como função restringir as vias, clássica e 

alternativa de ativação do complemento através da ligação com componentes do 



  
 
 

 

complemento, C3b e C4b; que desta maneira, interrompe a ligação e ação 

proteolítica da C3 convertase. 

O CRIT foi descrito como um receptor trispanning órfão encontrado na 

superfície da membrana plasmática e no interior do tegumento da membrana de 

formas adultas de Schistosoma. Através da ligação com C2 o CRIT é capaz de evitar 

a ligação entre C2 e C4b na superfície do parasita e formar a C3 convertase. 

A função reguladora do complemento através do CRIT é sugerida através de 

ensaios de lise nos quais o peptídeo CRIT-ed1 que contem a região de ligação ao 

C2, causa inibição da lise.(Inal, 2002). 

 

 
Figura1. Modelo de inibição da formação da C3 convertase pelo CRIT na superfície parasitária. Fonte: Inal, 

(2002). 

 

Ensaios hemolíticos com o uso de peptídeos inibidores (CRIT)  pré incubados 

com C2 foram realizados para demonstrar que a inibição da via clássica ocorre 

devido a interação entre C2 e os peptídeos utilizados. Após incubação foi observado 

os efeitos na atividade do complemento: Considerando os peptídeos CRIT (CRIT-

based peptides)  foi verificada redução nas hemolises de 90% (sem uso de peptídeo) 
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para 40%, indicando que a fração H17 liga-se ao C2 e mais efetivamente, evita a 

formação de C3 convertase. 

É possível pensar que existam semelhanças na eficiência entre receptores para 

C3(CRP) e para C2 (CRIT). Os resultados mostraram que formas epimastigotas de 

T. cruzi transfectados com CRP apresentam uma resistência similar a dos 

transgênicos que expressão o CRIT (graf. 8). 

Sendo o sistema complemento a primeira barreira contra patógenos 

infecciosos, a imunização de animais experimentais com CRIT parece ser um 

interessante alvo quimioterápico. Sepúlveda (2000), mostrou recentemente que a 

imunização com o gene CRP era capaz de proteger parcialmente animais de 

infecção. Uma estratégia utilizando CRP e CRIT poderia produzir um efeito 

sinérgico e maiores índices de proteção. 

Trabalhos recentes (Inal, 2003 e Oh, 2003) estão mostrando o potencial do 

CRIT como quimioterápico de ação antiflamatória em desordens do sistema do 

complemento. 
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