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. RESUMO

Proteinas contendo sequéncias repetitivas de aminodcidos estdo presentes
de maneira abundante em diferentes protozoarios parasitos. Dados da literatura
indicam que essas repeti¢cdes funcionam como mecanismo de evasao do parasito do
sistema imune do hospedeiro. Para testar essa hipétese, estamos investigando duas
proteinas do T.cruzi: TcL7a e a trans-sialidase. A TcL7a € uma proteina ribossémica,
identificada em um Immunoscrenning com soro de pacientes com doenca de
Chagas e que apresenta homologia com outras proteinas L7a eucariotas. Porém,
diferentemente das proteinas L7a de outros eucariotos, a proteina L7a do T. cruzi
contém um dominio com repeticbes dos aminoacidos Ala-Lys-Pro na sua porgéo N-
terminal. A imunizagdo com apenas 0 motivo repetitivo da TcL7a e posterior desafio
com formas tripomastigotas do T.cruzi causou uma exacerbacéo da parasitemia em
comparacao com animais ndo imunizados, sugerindo que as repeticbes modulam
negativamente a resposta imune de forma a favorecer a infecgédo. A trans-sialidase
(TS) também € uma proteina de T. cruzi que contém repeticbes de aminoacidos e
tem como funcdo transferir residuos de acido sialico de glicoconjugados do
hospedeiro para mucinas na superficie do parasito, um processo relacionado a
invasdo da célula hospedeira e ao escape do sistema imune. Resultados recentes
do nosso grupo indicam que as repeticdes de 12 aminoacidos presentes na porcéo
C-terminal de alguns membros da familia da TS contribuem para a viruléncia do
parasito. Para investigar essa hipotese, versfes recombinantes dessa proteina
foram geradas: a TS na forma completa, com a delecdo da parte repetitiva e
somente a porcao repetitiva da TS. Todas as proteinas foram expressas em bactéria
e a proteina contendo somente as repeticdes SAPA foi purificada para utilizagdo em
experimentos de imunizagédo que serdo ainda realizados. Visto que as repeticdes de
diferentes proteinas do T. cruzi sdo alvos da resposta imune, propomos a utilizagéo
de antigenos contendo esses motivos para o0 desenvolvimento de testes
diagnosticos para a doenca de Chagas. Com o objetivo de obter um teste mais
sensivel, essas regifes foram ligadas em nanoparticulas de ouro, as quais foram
capazes de interagir com os dois antigenos e esse complexo sera testado com o

soro de pacientes com doenca de Chagas.



IIl. ABREVIATURAS

BSA: Albumina de soro bovino

CpG: Citosina-fosfato-Guanina

CTAB: do inglés, cetyltrimethylammonium bromide

DNA: Acido desoxiribonucléico

DTU: do inglés, discrete typing units

GPI : Glicosilfosfatidilinositol

IFN-y: Interferon-gamma

IgG: Imunoglobulina de cadeia gamma

IL-10: Interleucina 10

IL-12: Interleucina 12

IPTG: Isopropiltio-B-galactosideo

MASP: Proteinas de superficie associadas a mucinas
MHC: Principal complexo de histocompatibilidade

mM: Milimolar

ng: Nanogramas

nm: NanGmetros

NK: Natural killer

OD: Densidade 6ptica

PBS: Salina tamponada com fosfato

PBST: Salina tamponada com fosfato e tween

pH: Potencial hidrogenidnico

RPM: Rotag¢bes por minuto

SAPA: do inglés, shed acute phase antigen

SDS: Duodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida e duodecil sulfato de sédio
TcL7a: Proteina L7a de Trypanosoma cruzi
TcL7aDeltaRep: Regido nao repetitiva da proteina L7a de T. cruzi
TcL7aRep: Dominio repetitivo da proteina L7a de T. cruzi
Th1l: Resposta auxiliadora do tipo 1

Th2: Resposta auxiliadora do tipo 2



TLR: Receptores do tipo Toll-like
pl: Microlitro
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1. INTRODUCAO

1.1 O Trypanosoma cruzi e adoenca de Chagas

O protozoario Trypanosoma cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas,
foi descrito pela primeira vez por Carlos Chagas em 1909, que também descreveu
seu ciclo de vida, o hospedeiro invertebrado transmissor do parasito, os hospedeiros
vertebrados reservatorios e sinais e sintomas da doenca (Chagas, 1909). Como a
populacdo do parasito possui uma grande heterogeneidade genética, andlises
moleculares de diferentes isolados de T. cruzi permitiram a classificacdo das cepas
do parasito em seis grupos distintos, Tcl —TcVI, conhecidos como DTUs do inglés
discrete typing units (Zingales et al., 2012).

A doenca de Chagas ocorre principalmente na América Latina, contudo,
devido as migragdes, sua incidéncia vem aumentando também nos Estados Unidos,
paises europeus e alguns paises do pacifico ocidental, sendo estimado haver
atualmente entre 6-7 milhdes de pessoas infectadas pelo parasito em todo o mundo
(WHO 2016). A transmissdo ocorre principalmente através das fezes e urina de
insetos hematodfagos infectados, pertencentes a familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae. Apesar de ja terem sido identificadas mais de 130 espécies de insetos
triatomineos, trés delas sdo as mais importantes na transmissao do parasito para o
homem: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata.

Esses insetos, tipicamente, habitam em rachaduras de casas mal construidas
em areas rurais e suburbanas, se escondendo durante o dia e se tornando ativos a
noite, onde se alimentam de sague humano. Ao sugar o sangue do hospedeiro,
picam em areas expostas da pele, defecando no local da picada. Ao cocar a regiao
da picada, o individuo espalha os parasitos, que podem penetrar no corpo através
da lesdo gerada pela picada do inseto. Além dessa forma, o parasito também pode
ser transmitido através de alimentos contaminados, transplantes de 6rgaos, infeccéo
congénita e acidentes de trabalho (Junqueira et al., 2010; Rassi e Marin-Neto, 2010).

Apos a infeccao, ocorre um periodo de incubacao do parasito que varia de 2-3
semanas, sendo posteriormente observado um elevado numero destes na corrente
sanguinea e nos tecidos, o que caracteriza a fase aguda da doenca de Chagas.
Nessa fase, ha uma excessiva ativacdo do sistema imune e em 90% dos casos a
infeccdo € controlada sem o uso de drogas tripanossomicidas. Tem duracdo de

aproximadamente 2 meses e em muitos casos 0s sintomas sdo leves ou ausentes.



Por outro lado, a transmissao por insetos vetores pode resultar no chagoma de
inoculacdo, quando a porta de entrada do parasito é a pele ou o sinal de Romana,
quando é pela mucosa ocular (figura 1). Além disso, alguns pacientes podem
apresentar febre, dor de cabeca, ganglios linfaticos aumentados, palidez, dor
muscular, dificuldade em respirar, inchago, dor abdominal ou no peito. Com relacao
a sorologia, é possivel detectar anticorpos da classe IGM e IgG durante essa fase,
havendo queda de IgM na fase cronica (Cancado, 1999; Junqueira et al., 2010;
Rassi e Marin-Neto, 2010).

Na fase crOnica, a parasitemia e o parasitismo tecidual sdo controlados
devido a forte resposta imune estabelecida, sendo encontrados altos niveis de
anticorpos IgG no soro. Contudo, além do dano tecidual provocado, a resposta
imune gerada € incapaz de erradicar completamente a infeccdo, levando a
persisténcia de parasitos em diferentes tecidos do hospedeiro, 0 que € demonstrado,
por exemplo, pela presenca de reservatérios de amastigotas quando a resposta
imune é reprimida, em processos de imunossupressao. A evolucdo da fase cronica
da doenca de Chagas varia em diferentes pacientes. Cerca de 60-70% dos
pacientes ndo apresentam as manifestacdes clinicas caracteristicas da fase crénica,
contudo possuem sorologia positiva para o T. cruzi, 0 que caracteriza a forma
indeterminada da doenca. Por outro lado a forma sintomética da doenca é
desenvolvida por cerca de 30-40% das pessoas infectadas. Até 30% desses
pacientes sofrem de disturbios cardiacos, enquanto aproximadamente 10% sofrem
de alteracdes digestivas e neurolégicas (figura 1). De fato, a persisténcia de
parasitos em células cardiacas, do intestino e musculo esquelético € fundamental
para o processo de cronicidade da doenca, (Cancado, 1999; Tarleton, 2007;
Junqueira et al., 2010; Rassi e Marin-Neto, 2010).

Apesar das intensas pesquisas na area, ainda nao existem vacinas para a
doenca de Chagas, sendo o controle de vetores o método mais eficaz de prevencéo
na Ameérica latina. O tratamento pode ser realizado a partir de dois medicamentos, o
benznidazol e o nifurtimox, ambos eficazes se administrados nas fases iniciais da
doenca, sendo pouco efetivos na fase crénica. Sua utlizacdo também € indicada em
casos de reativacdo da doenca, infeccdo congénita ou em casos assintomaticos.
Apesar dos seus beneficios, estes medicamentos provocam reacdes adversas em
cerca de 40% dos pacientes e ndo sao indicados para mulheres gravidas ou

pessoas com insuficiéncia renal ou hepatica (Cancado, 1999).
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Figura 1. Manifestac8es clinicas que podem ser apresentadas por individuos infectados pelo
T. cruzi. A imagem da esquerda representa o sinal de Romafa, um sinal da fase aguda, onde ha
elevada parasitemia. A direita, as diferentes formas clinicas que a fase crénica pode apresentar.
Adaptado de Junqueira et al. 2010.



1.2 O ciclo de vidado Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi apresenta um complexo ciclo de vida, que compreende
estagios em hospedeiros vertebrados e invertebrados, podendo assumir trés formas
principais durante esse processo: tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas.
Como pode ser acompanhado na figura 2, as formas tripomastigotas circulam no
sangue do hospedeiro vertebrado infectado e sdo ingeridas pelo inseto triatomineo
ao se alimentar do sangue do hospedeiro. No estomago do inseto, muitos
tripomastigotas acabam sendo lisados e os que sobrevivem se diferenciam, poucos
dias depois, na forma chamada epimastigota. Essas formas migram, entdo, para o
intestino médio do inseto, onde se multiplicam por fissdo binaria. Na regido posterior
do intestino e no reto, as formas epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicas, que séo liberadas junto com as fezes e urina do inseto e sao altamente
infectivas para células humanas, podendo infectar qualquer célula nucleada.

No citoplasma dessas células, as formas tripomastigotas se diferenciam nas
formas chamadas amastigotas. Essas formas séo capazes de replicar no hospedeiro
vertebrado por meio de fissdo binaria e diferenciar-se em tripomastigotas que, apos
rompimento da célula, caem na corrente sanguinea e sao capazes de infectar outra
célula ou ainda serem ingeridos por insetos hematéfagos, retornando ao ciclo no
triatomineo (Junqueira et al., 2010; Rassi e Marin-Neto, 2010). Como uma rota
alternativa, as formas amastigotas podem também invadir ativamente os macrofagos
(Buscaglia et al., 2006).



Estagio no inseto triatomineo
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Figura 2: Ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Adaptado de De

Souza, De Carvalho e Barrias, 2010.
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1.3 Doenca de Chagas e respostaimune na infeccéo pelo T. cruzi

Nos estagios iniciais da infec¢do pelo T. cruzi, a resposta imune inata exerce
um papel crucial no controle da replicagdo do parasito. Ocorre ativacdo de
macrofagos, células dendriticas e células NK induzindo a producédo de citocinas
como IL-12, TNF-a e IFN-y e moléculas efetoras, o que permite controle da infeccao.
Os receptoresToll like (TLRs), através dos quais o sistema imune reconhece e
responde rapidamente a micrébios, atuam como mediadores centrais da ativagdo do
sistema imune inato durante a infec¢do pelo parasito, acionando vias dependentes
de MyD88 e TRIF como proteinas adaptadoras transdutora dos sinais recebidos
pelos TLRs. A primeira, € capaz de transduzir sinais por meio de todos os TLRs
conhecidos, com excecao do TLR3, enquanto que proteinas TRIF sdo empregadas
por TLR2 e TLRA.

Proteinas tipo mucinas ancoradas por Glicosilfosfatidilinositol (GPI) e GPI
livres (GPIL), por exemplo, sdo agonistas para TLR, induzindo a produgédo de
citocinas pro-inflamatorias por macrofagos. O DNA gendmico do parasito também é
capaz de estimular resposta via TLR, podendo ativar macréfagos e células
dendriticas através dos dominios CpG presentes no seu DNA por meio de TLR9.

As citocinas produzidas durante a imunidade inata fazem a ligacdo com a
imunidade adquirida, na qual ha polarizacdo de uma reposta do tipo Thl por células
CD4+, com ativacdo de células CD8" e células B. As células CD4+ e CD8+ s&o
capazes de produzir IFN-y, que ativa mecanismos microbicidas dos macréfagos,
causando a destruicdo de parasitos fagocitados. Por outro lado, as células CD8+
possuem atividade citotoxica, causando a destruicdo de células contendo as formas
intracelulares do parasito. Por fim, as células B produzem anticorpos da classe IgG,
importantes na lise e opsonizagédo das formas extracelulares do parasito (Junqueira
et al., 2010). Um desenho esquematico da resposta imune é apresentado na figura
3.

Estudos demonstram que muitas proteinas do T. cruzi sdo apresentadas ao
sistema imune via moléculas de MHC classe | para reconhecimento por células
CD8", como é o caso das proteinas ancoradas por GPI e principalmente membros
da familia de proteinas trans-sialidases (Martin e Tarleton, 2004). A importancia das
células CD8+ na resposta a infeccdo pelo T. cruzi vem sendo apontada por

diferentes estudos, demonstrado controle da infec¢cédo através da producgéo de IFN-y



e da sua atividade citotoxica (De Alencar et al.,, 2009). Além disso, ja foi
demonstrada que a deplecdo dessas células em camundongos aumenta a
susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi (Tarleton, 1990; Tarleton et al., 1992).
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Figura 3: Representacdo esquematica da resposta imunoldgica durante a infeccéo pelo T. cruzi.
Citocinas e células envolvidas na resposta imune ao protozoario T. cruzi. Adaptado de Junqueira et
al., 2010.



1.4 Antigenos de superficie do T. cruzi

Os principais componentes da superficie do T.cruzi sédo as proteinas do tipo
mucina, presentes nas diferentes formas de desenvolvimento do parasito. Trata-se
de glicoproteinas ancoradas por GPI, cuja porcdo peptidica apresenta entre 50-200
aminoacidos, sendo ricos em serina e treonina, que sao sitios aceptores para o-
glicosilacdo, processo este realizado pela enzima N-acetilglucosamina a partir de
precursores UDP-GIcNAc. Os carboidratos séo responsaveis por até 60% da massa
dessas moléculas, sendo importantes no processo de interacdo com receptores e
conferindo uma caracteristica hidrofilica e estendida as proteinas. As mucinas do T.
cruzi (TcMUC) podem ser classificadas em dois grupos: TcMUCI, cuja porcéo
peptidica contém repeticbes em tandem dos aminoacidos serina, prolina e lisina e
TcMUCII, que ndo possuem repeticdes. Membros das TcMUCI possuem variacdes
na porcao N-terminal, gerando hipervariabilidade nessa regido. Por outro lado, uma
caracteristica importante das TcMUCII € que seus genes estao proximos no genoma
aos genes de uma outra familia de proteinas de superficie denominada: MASPs
(mucin-associated surface protein). MASPs sdo pequenas e variaveis proteinas de
superficie ancoradas a GPl e codificadas por uma superfamilia multigénica e
polimérfica presente somente em T.cruzi (Buscaglia et al., 2006; Bartholomeu et al.,
2009).

T. cruzi e algumas outras espécies do género Trypanosoma possuem uma
grande familia de proteinas de superficie que desempenha um papel de grande
importancia bioldgica para o parasito, denominada “trans-sialidase” (Buscaglia et al.,
2006).

Todos os membros da familia das trans-sialidases (TS) possuem 0 motivo
VTVXNVXLYNR conservado, havendo mais de 1400 genes que codificam para os
mesmos. Oito grupos de TS ja foram descritos, sendo quatro deles melhores
caracterizados (Freitas et al., 2011). O grupo | contém TS com atividade enzimatica.
O grupo Il é composto por glicoproteinas de superficie tais como TSA-1, gp82 e
ASP-2, relacionadas a processos de adesao e invasao, presentes nas formas
tripomastigotas e amastigotas do parasito e ancoradas por GPI. O grupo Il inclui a
proteina FL-160, que inibe a via classica e alternativa do complemento. E TsTcl3,
cuja funcdo ndo € conhecida, € o representante do grupo IV (Freitas et al., 2011,
Chiurillo et al., 2016).



A estrutura das trans-sialidases que possuem atividade enzimatica, expressas
pelas formas tripomastigotas do parasito, consiste de um dominio catalitico no N-
terminal e repeticbes de amindacidos na por¢cado C-terminal. Essas repeticoes sao
denominadas SAPA e compostas pelos aminoacidos DSSAH(S/G)TPSTP(A/V), que
se repetem em numero variavel de vezes (Fig 4). As formas epimastigotas do
parasito expressam TS com atividade enzimatica, contudo sem a presenca das
repeticbes SAPA e ndo sdo ancoradas por GPI, como ocorre com as formas
infectivas (Frasch, 2000; Dc-Rubin e Schenkman, 2012).

Repeticdes SAPA
[= | 2

>
N[ . ENNNENERN ¢

Dominio catalitico

Figura 4: Estrutura geral de uma TS de tripomastigota de T. cruzi. Na por¢cdo N-terminal esta
representado o peptideo sinal (quadrado cinza, esquerda) e o dominio catalitico da enzima. As
repeticdes SAPA sé&o representadas na por¢do C-terminal, proxima a ancora GPI (quadrado cinza,
direita). Adaptado de Rubin-De-Celis et al., 2006.

A trans-sialidase é considerada um fator de viruléncia do T. cruzi e tem como
funcao transferir residuos de acido sialico de glicoconjulgados do hospedeiro para
mucinas na superficie do parasito, podendo também ser liberada na corrente

sanguinea por acao da fosfolipase C (figura 5).

Glicoconjugado
do hospedeiro

TS ancorada a
superficie

Mucinas

Figura 5: Representacdo da
Protegf-"m do o Lo
— pardas'{a e atividade da trans-sialidase.
adaesao

acellas Adaptado de Rubin-De-Cells et al., 2006.

Ser/Thr 25

PI-PLC

Superficie do parasita
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Rubin-De-cells et al. (2006) demonstraram que formas metaciclicas, as quais
expressam muito menos TS ativas, quando transfectadas com o gene de TS de formas
tripomastigotas, apresentam maior capacidade de escape do vacuolo parasitéforo e
maior capacidade de diferenciacdo em formas amastigotas em comparacdo com
formas metaciclicas ndo transfectadas. Com relacdo a resposta imune, Freire-de-Lima
et al. (2010) demonstrou que a TS compromete a reposta imune através da
ressialilacdo de moléculas na superficie de células TCD8", impedindo a resposta dessa
célula e favorecendo a infeccdo. Além disso, o sialoglicofenotipo, associado a
atividade desta enzima, estaria relacionado a resisténcia ao sistema complemento e
invasdo da célula hospedeira visto que invaséo de células deficiente em &cido siélico é
reduzida em comparacdo com ceélulas normais (Schenkman, Vandekerckhove e
Schenkman, 1993; Tomlinson et al., 1994).

1.5 Antigenos do T. cruzi contendo repeticdes de aminoéacidos

As repeticBes SAPA presentes na TS ndo estdo relacionadas a atividade catatilica,
mas parecem contribuir para sua viruléncia. Buscaglia et al. (1999) demonstraram que a
presenca dessas repeticbes aumentam a meia vida da enzima no sangue, assim
prolongando sua persisténcia e atividade no hospedeiro.

Andlises de gendmica comparativa também sugerem o mesmo com relacdo a
essas repeti¢cdes, pois foi visto que o CL Brener, clone derivado de uma cepa virulenta do
T. cruzi, apresenta genes codificantes para TS contendo um maior niamero de repeticdes
SAPA do que o clone CL14, um clone avirulento deste parasito (figura 6 A). Esse dado foi
confirmado por Southern blot, utilizando o DNA gendémico de ambos parasitos digeridos
por diferentes enzimas de restricdo e empregando-se uma sonda especifica para a regiao
repetitiva, demonstrando forte hibridizagdo com DNA de CL Brener e um fraco sinal em
CL-14 (figura 6 B), confirmando os dados in silico (Neto, 2013).

Em outras proteinas do T. cruzi que também possuem sequéncias repetitivas
de aminoacidos é possivel observar uma correlacdo entre a maior quantidade de
sequéncias repetitivas e viruléncia da cepa do parasita (Pais et al., 2008). Muitos
desses motivos sao alvos da resposta imune, sendo por isso alguns deles empregados
em testes sorodiagnosticos (Frasch et al., 1991). No entanto, a resposta contra esses
dominios ndo tem sido correlacionado com protecdo. As repeticbes SAPA, por

exemplo, sdo imunodominantes e especula-se que essas impecam a producdo de
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anticorpos contra o dominio catalitico da TS, previnindo a inibicdo da atividade da
enzima e contribuindo para a infec¢ao (Frasch, 2000).

A B

— CL-14

CL Brener
- o
Ry ==~ rlrr_H—L
H nnl n

| | | 1 -
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S I e [

Nuclectides Pasitions
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Dominio da familia das sialidases
M Dominio lectina like
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Figura 6: Comparag¢&o gendmica entre os genes de TS de CL Brener e CL-14. A- Andlise in silico
demonstrando a cobertura pelas reads genémicas de CL Brener e CL-14. B- Andlise por Souhern blot
das sequencias codificadoras de repeticbes SAPA. O gel a esquerda é uma eletroforese de
fragmentos de digestdo do DNA gendmico dos clones CL Brener e CL-14 digeridos com as enzimas
Alul, Puvll e Hpall. A direita, estd o resultado do Southern blot, utilizando o DNA genémico de CL
Brener e CL-14 digeridos pelas enzimas e hibridizado com sonda especifica para as repeticoes SAPA
(Neto, 2013).

Por meio de um immunoscrenning de uma biblioteca de expresséo de formas
amastigotas do T. cruzi, utilizando soro de pacientes com doenca de Chagas foram
identificadas proteinas do parasito alvos da resposta imune. As proteinas ribossémicas
foram as mais frequentemente detectadas e de todas as proteinas identificadas no
estudo, 70% correspondem a proteinas com sequéncias de aminoacidos repetitivos
(figura 7). Uma das proteinas identificadas foi denominada TcL7a, por possuir alta
homologia com outras proteinas ribossdémicas L7a eucarioticas. No entanto, a L7a
encontrada no T. cruzi contém repeticdes de aminoacidos ndo encontradas em outros
eucariotos (Darocha et al., 2002). No intuito de avaliar o papel dessas sequéncias de
aminoacidos repetitivos sobre o sistema imune foram geradas as proteinas L7a
recombinantes na forma completa, expressando apenas o0 motivo repetitivo, TcL7aRep,

e expressando apenas a regido nao repetitiva denominada TcL7aARep.
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Proteinas sem sequéncias
repetitivas ~ 30%
O Proteinas flagelares

B Proteinas Ribossomais

0 HSPs

O Outras
~ 70% Proteinas com
aminoacidos repetitivos

Figura 7: Immunoscrenning de uma biblioteca de cDNA de formas amastigotas do T. cruzi apos
incubacdo com soro de pacientes com doenca de Chagas. 50 clones que reagiram foram
caracterizados, determinando parcialmente sua sequéncia: (A) 54% destes clones pertencem a
proteinas ribossdmicas e (B) 70% s&@o compostos de repeticbes de aminoacidos. Adaptado de
Darocha et al., 2002.

Experimentos de imunizacdes com essas proteinas demonstraram que a
imunizagdo com somente a porcao repetitiva e posterior desafio com formas
tripomastigotas do T. cruzi causou a exacerbacdo da parasitemia quando
comparado ao grupo controle ndo imunizado, levando a morte dos animais
imunizados 25 dias ap6s o desafio (figura 8). Em conjunto com outros dados da
literatura, esse resultado sugere que 0 motivo repetitivo poderia modular
negativamente a resposta imune, favorecendo a infeccdo pelo parasito (Valente,

2014, dissertacdo de mestrado).
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Figura 8: Parasitemia e mortalidade de camundongos imunizados com TcL7aRep e desafiados
com formas tripomastigotas de T. cruzi (Valente, 2014).

Além do T. cruzi outros parasitos conhecidos por evadir a resposta imune
como o Plasmodium spp e Leishmania spp, contém proteinas com sequéncias
repetitivas de aminoéacidos, fortalecendo a hip6tese de que essa caracteristica
representa um sistema de escape da resposta imune para diferentes parasitos
(Mckean et al., 1997; Goto, Carter e Reed, 2008; Mendes et al., 2013).

1.6 Diagnéstico da doenca de Chagas

O diagnostico da doenca de Chagas deve correlacionar os dados
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. Na fase aguda é realizado pela demonstragéo
da presenca do parasito no sangue, devido a elevada parasitemia dessa fase.
Entretanto, devido a baixa parasitemia e parasitismo tecidual observados com o
progresso da doengca de chagas, os testes soroloégicos sdo mais sensiveis no
diagnoéstico do que os testes parasitologicos, como o exame direto, xenodiagnaéstico e
hemocultura. A fase aguda pode ser confirmada indiretamente pela presenca de
anticorpos da classe IgM contra o T. cruzi, contudo, reacdes cruzadas com o fator
reumatoide podem acontecer (Ostermayer e Castro, 1997; Cancado, 1999);

O diagnéstico da fase cronica é realizado pela deteccao de anticorpos da classe
IgG especificos para o T. cruzi. Os testes convencionais utilizados para o diagndstico
da doenca de Chagas sao imunofluorescéncia indireta (IFA), hemaglutinagcéo indireta
(HAI) e ELISA, sendo recomendado o uso de dois desses testes em paralelo, pela

combinacdo de um teste de alta especificidade com outro de alta sensibilidade
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(Cancado, 1999). Entretanto, de forma geral, as desvantagens apresentadas por esses
testes sdo leitura subjetiva, alto custo de aparelhos e suprimentos e baixa
reprodutibilidade, como no caso da HAIL Além disso, a pesquisa de antigenos
especificos de faz necessaria, visto a ocorréncia de reacfes cruzadas entre T. cruzi e
Leishmania (Junqueira, 2008).

Testes diagnosticos baseados em peptideos recombinantes purificados ou
sintéticos sdo empregados possuindo sensibilidade e especificidade aceitaveis.
Estratérgias empregando proteinas recombinantes contendo diferentes epitopos
também tem sido utilizadas, apresentando alta especificidade (Duthie et al., 2015).
Uma caracteristica notavel de antigenos do T. cruzi é o fato de que muitos deles
contém sequéncias repetitivas de aminoacidos. Como ja mencionado, muitos desses
motivos sdo alvos da resposta imune, constituindo assim indicadores importantes de
infeccdo, sendo possivel vislumbrar sua utlizacdo para testes diagnésticos da doenca
de Chagas (Vergara et al., 1991; Goto, Carter e Reed, 2008; Pais et al., 2008; Duthie et
al., 2015). Resultados promissores foram obtidos com a mistura dos antigenos CRA
(antigeno repetitivo citoplasmatico) e FRA (antigeno repetitivo flagelar) (Frasch et al.,
1991).

Neste trabalho propomos o desenvolvimento de um novo teste diagndstico para
doenca de Chagas, empregando proteinas contendo sequéncias repetitivas de

aminoécidos e fazendo uso de ferramentas da nanobiotecnologia.

1.7 Nanotecnologia e sua utilizacdo em testes diagnosticos

A nanosciéncia € o estudo dos fendbmenos e da manipulacdo de materiais em
escala nanométrica (entre 1-100nm). Trabalhar nessa escala de tamanho é
vantajoso, pois propriedades observadas em tamanho micro ou macrométricas
podem apresentar-se de forma diferenciada por materiais em escala nanométrica,
como a tolerancia a temperatura, a variedade de cores, as alteracdes da reatividade
guimica e a condutividade elétrica. A area que foca no desenvolvimento de sistemas
em nanoescala é chamada nanotecnologia, possuindo grandes utilidades em
diferentes aplicacdes, como por exemplo, para a geracao de sensores biolégico, em
terapias, imagem e diagnésticos médicos (P Erez-Juste et al., 2005; Yu e lrudayaraj,

2007; Ferreira e Rangel*, 2009; Morilla e Romero, 2015).
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Biossensores sdo dispositivos nos quais podem ser incorporadas diversas
biomoléculas, como por exemplo, uma enzima, um anticorpo, uma proteina, DNA,
para poder medir de modo seletivo determinadas substancias. O desenvolvimento
de biosensores é muito importante para o diagnostico de doencas, através da
detec¢do, monitoramento e caracterizacdo de interacdes celulares. Varios grupos de
pesquisa ja desenvolvem biossensores Opticos em escala micro/nanométrica
explorando propriedades Unicas de nanoestruturas do ouro e da prata, que
dependem do tamanho e forma das mesmas (Yu e lrudayaraj, 2007).

As caracteristicas Opticas atribuidas as nanoparticulas metélicas, por
exemplo, sdo muito exploradas. Na presenca do campo eletromagnético da luz, os
elétrons livres oscilam coletivamente num processo denominado Ressbnancia de
Plasmon de Superficie Localizada (LSPR). No caso de particulas esféricas de 10-
nm, a excitacdo dos elétrons pela luz incidente gera um pico de absorcao proximo a
520nm para particulas de ouro e de aproximadamente 370nm para particulas de
prata. Por outro lado, no caso de nanobastdes, a oscilacao de elétrons ocorre tanto
no eixo curto quanto no eixo longo do bastdo, gerando dois picos de absorcao, um
referente a oscilacdo dos elétrons no eixo transversal e outro referente a oscilacdo
dos elétrons no eixo longitudinal. Biossensores fundamentados nessa propriedade
dos nanobastbes baseiam-se no fato que a absorcdo é afetada por mudancas
dielétricas ao redor desses materiais, que podem ocorrer devido a interacdo de
ligantes com as nanopatrticulas, sendo possivel obter informacdes sobre eventos de
ligacbes sobre essas estruturas (Yu e Irudayaraj, 2007; Jain et al., 2008). Assim &
possivel identificar, por exemplo, eventos de ligacdo de antigenos aos nanobastdes
e interacdes de anticorpos a esse complexo em testes sorodiagndsticos, tendo como

base os picos de absorcéo referentes ao nanobastédo somente.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Expressar e purificar a trans-sialidase do T. cruzi bem como suas versoes
truncadas para o desenvolvimento de testes diagndsticos para a doenca

de Chagas.

2.2 Objetivos especificos

e Obter clones do gene de trans-sialidase codificando a sequéncia completa e
suas versfes truncadas com auséncia das repeticbes e com somente as
repeticbes SAPA,

e Obter a expresséao das proteinas recombinantes em bactéria;

e Purificar as proteinas recombinantes expressas em bactéria;

e Testar a ligacdo de antigenos recombinantes correspondentes aos motivos

repetitivos das proteinas TcL7a e Trans-sialidase em nanobastdes de ouro.



17

2. MATERIAL E METODOS

3.1 Amplificacdo das sequéncias de DNA referentes a TS completa,
TS sem SAPA e TS-SAPA

As sequéncias de DNA correspondentes as trés proteinas foram amplificadas
e clonadas no vetor de expressédo pET21a. Para isso, iniciadores foram desenhados
a partir da sequéncia da trans-sialidase (numero de acesso no TritrypDB:
Tc00.1047053509495.30), contendo sitios para as enzimas de restricdo Xhol e
Nhel. Foram sintetizados 4 iniciadores diferentes para amplificar as trés proteinas:
TS completa, que corresponde a proteina com a por¢ao catalitica do N-terminal e as
repeticbes da porcdo C-terminal; TS sem SAPA, com a porcédo catalitica e auséncia
das repeticbes; e TS-SAPA, compreendendo as repeticbes SAPA da porcédo C-
terminal (figura 9 A). Para a proteina completa o par de iniciadores utilizado foi 5 -
GCTAGCATGCTCTGCCCCAGCGAGCCC-3 e 5-
CTCGAGGGGCAAAATCAAAACCGTAC-3", capaz de gerar um produto de 2673
pb. Para amplificar a proteina sem as repeticbes SAPA 0s iniciadores empregados
foram 5"-GCTAGCATGCTCTGCCCCAGCGAGCCC-3 e 5-
CTCGAGCATGTGTGCTTCCGTGCC-3" gerando um produto de 1941 pb. Por fim,
para amplificar a regido correspodente as repeticdes SAPA, o par de iniciadores
utilizado foi 5-GCTAGCATGGACAGCAGCAGCGACAG-3 e 5-
CTCGAGGGGCAAAATCAAAACCGTAC-3", gerando um produto de 747 pb (figura
8).

Apos PCR, os produtos foram analisados em gel de agarose como descrito
(Ausubel et al., 2007). Apos a clonagem em vetor TOPO-TA (Invitrogen) as trés
sequéncias foram clivadas do vetor TOPO com as enzimas de restricdo Xhol e Nhel,
cujos sitios foram inseridos nos iniciadores, e ligadas, com o auxilio da T4 DNA
ligase, ao vetor de expressdo pET2la (Invitrogen), previamente digerido com as

mesmas enzimas.
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3.2 Inducdo em Dbactéria e analise da expressdao das proteinas
recombinantes
3.2.1 Transformagao bacteriana, indugéo e teste de solubilidade das
proteinas recombinantes em bactérias BL21 Star™(DE3)

Aproximadamente 10ng dos vetores de expressdo pET2la contendo as
sequéncias referentes as proteinas TS completa, TS sem SAPA e TS-SAPA foram
utilizados para transformar bactérias quimiocompetentes BL21 Star™(DE3). As
bactérias e os plasmideos foram incubados no gelo por 30 min e em seguida
receberam choque térmico a 42°C por 50 seg. Os tubos foram mantidos no gelo por
2 minutos, sendo posteriomente adicionado 400ul de meio de cultura 2XYT (0,49
Tripitona; 0,259 Extrato de levedura; 0,125g NaCl) sem antibiotico e incubado a 37°C
por 1 hora sob agitacao (37°C a 180 rpm - C25 Incubator). Apds esse tempo, 200 pL
do transformado foi plagueado em meio de cultura 2XYT com 1,5% de &gar e
antibiético ampicilina (100 pg/mL) cobrindo toda a area da placa. Essas foram entéo
incubadas overnigth a 37°C para o crescimento das bactérias que incorporaram o
plasmideo e adquiriram resisténcia ao antibidtico.

Para inducdo das proteinas recombinantes foi realizado o pré-inéculo da TS
completa, TS sem SAPA e TS-SAPA. Para isso, varias col6nias isoladas referentes
a transformacdo com os respectivos insertos foram adicionadas num volume
pequeno de meio 2XYT com ampicilina, ficando sob agitacdo a 37° até atingir a
densidade 6ptica (OD) de 0,5 a 600 nm. Para o inéculo, foi realizado uma diluicdo do
pré-indculo na proporcdo de 1:20 num volume maior do meio 2XYT com ampicilina e
incubados sob agitacdo até atingir a OD de 0,6 a 600 nm. Uma aliquota de 1 mL foi
coletado para posterior andlise da fracdo ndo induzida e no restante da cultura foi
adicionado 0,5mM de IPTG, que entédo foi deixado sob agitacdo durante 4 horas
para inducdo das proteinas recombinantes. Apos esse periodo, uma aliquota de 1
mL foi coletada para andalise da fragdo induzida. O restante da cultura foi
centrifugados a 14.000 rpm por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet
referente a cultura foi armazenado a -80°C. Para confirmagdo da inducdo das
proteinas, as aliquotas coletadas foram centrifulgadas e os pellets ressuspendidos
em 75ul de agua e 25uL de tampao de amostra (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; Glicerol
10%; SDS 2%; B-Mercaptoetanol 5%; Azul de Bromofenol 0,00125%), fervidos por
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10 min e submetidos a eletroforese em SDS-PAGE como descrito por Ausubel et al.
(2008).

Apés a confirmacdo da inducdo das proteinas recombinantes, os pellets
correspondentes as culturas das proteinas TS completa e TS-SAPA foram
ressuspendidos em tampao de ligacao Histrap (20 mM NaH,PO,4, 500 mM NacCl, 30
mM de Imidazol pH 7,4). Todos os pellets foram homogenizados e lisados usando o
Homogeneizador EmulsiFlex-C3 (Avestin) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. O produto da lise foi centrifugado a 16.000 g por 20 min a 4°C, obtendo
as fracBes soluveis (sobrenadante) e insolluveis (pellet), sendo coletada uma
aliguota de cada fracdo. Esse material foi ressuspendido em tampao de amostra,
fervido e submetido a eletroforese em SDS-PAGE para analise da solubilidade das

proteinas.

3.2.2 Transformagao bacteriana, indugéo e teste de solubilidade da TS-
completa em E. coli ArcticExpress (DE3)

Aproximadamente 10ng dos vetores de expressdo pET2la contendo a
sequéncia referente a proteina TS completa foi utilizada para transformar bactérias
ArcticExpress eletrocompetentes. Essas foram incubadas com o respectivo
plasmideo sendo submetidas a um choque em eletroporador Micropulser (Bio-Rad).
Apo6s o choque, foi adiconado 300pl de meio de cultura 2XYT sem antibiotico e
incubado a 37°C por 1 hora sob agitacdo (180 rpm - C25 Incubator). Apés esse
tempo, 200 uL do transformado foi plaqueado em meio de cultura 2XYT com 1,5%
de &gar contendo os antibidticos antibidtico ampicilina (100 mg/mL) e gentamicina a
20 pg/mL, cobrindo toda a area da placa. Essas foram entdo incubadas overnigth a
37°C para o crescimento das bactérias que incorporaram o plasmideo, adquirindo a
resisténcia aos antibioticos.

Para inducdo da TS completa nessa bactéria, o pré-inéculo foi realizado
utilizando uma unica coldnia da placa, deixando a cultura crescer overnigth. Para o
indculo, foi realizada uma diluicdo de 1:50 a partir deste pré-indculo utilizando um
volume maior do meio 2XYT sem antibi6ticos. Essa cultura foi incubada por 3 horas
a 30°C sob agitacao atingindo uma OD por volta de 0,4 a 600 nm. Uma aliquota de 1
mL foi coletado para posterior analise da fracdo n&o induzida e o restante da cultura

foi transferida para agitadores com temperaturas mais baixas, entre 10-13°C,
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deixando por um periodo de cerca de 10 minutos para equilibrar a cultura.
Posteriormente, o IPTG foi adicionado a cultura, numa concentracao final de 1mM e
incubado na mesma temperatura por 24 horas. Apos esse periodo, uma aliquota de
1 mL foi coletada para analise da fracdo induzida. O restante da cultura foi
centrifugado a 14.000 rpm por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet
referente a cultura foi armazenado a -80°C. Para confirmacdo da inducdo da
proteina, as aliquotas coletadas foram centrifulgadas e os pellets ressuspendidos
em 75ul de dgua e 25uL de tampao de amostra (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; Glicerol
10%; SDS 2%; B-Mercaptoetanol 5%; Azul de Bromofenol 0,00125%), fervidos por
10 min e submetidos a eletroforese em SDS-PAGE.

Apés a confirmacdo da inducdo da TS completa, o pellet correspondente a
inducdo foi ressuspendido em tampéao de ligacao Histrap (20 mM NaH,PO,4, 500 mM
NaCl, 30 mM de Imidazol pH 7,4), sendo homogenizados e lisados usando o
Homogeneizador EmulsiFlex-C3 (Avestin) de acordo com as instrugcdes do
fabricante. O produto da lise foi centrifugado a 16.000 g por 20 min a 4°C, obtendo
as fracBes sollvel (sobrenadante) e insoluvel (pellet), sendo coletada uma aliquota
de cada fracdo. Esse material foi ressuspendido em tampdo de amostra, fervido e
submetido a eletroforese em SDS-PAGE para analise da solubilidade da proteina.

3.2.3 Western blot com anticorpo Anti-histidina com as proteinas TS
completa e TS-SAPA

Para confirmacdo da expressdo das proteinas recombinantes, o extrato
induzido total das proteinas TS completa e TS-SAPA foram incubados com
anticorpos anti-histidina, visto que as proteinas sdo expressas em fusdo com uma
cauda de histidina. Para isso, as aliquotas coletadas dos extratos induzidos foram
submetidos a eletroforese em SDS-PAGE em gel 10 e 12,5%, respectivamente e
transferidos para membranas de nitrocelulose. Apés transferéncia, as membranas
foram bloqueadas em PBS-T contendo 5% de leite por 1 hora. Posteriormente,
foram realizadas as incubacdes das membranas com o anticorpo primario (anti-
histidina) diluidos em solu¢éo de blogueio 1% (PBS-T + 1% de leite) e incubados em
temperatura ambiente overnight. As membranas foram lavadas com PBS-T e

incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario, anti-lgG conjulgado a peroxidase,
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diluido em bloqueio 1%. Apoés lavagens, a membrana foi submetida a reacdo de

guimioluminescéncia usando o reagente Luminata (Millipore).

3.2.4 Purificacéo, quantificacéo e espectrometria de massas da TS-SAPA

A proteina TS-SAPA, correspondente aos motivos repetitivos da TS, foi
purificada em coluna de niquel (His Trap GE HealthCare), utilizando o cromatégrafo
AKTA Prime Plus (GE Healthcare). A eluicdo das proteinas foi realizada com solugdo
contendo 30 mM de fosfato de sédio, 500 mM NaCl e 500 mM de imidazol, pH 7,4.
As fracOes coletadas foram submetidas a SDS-PAGE 12,5% para analise da pureza.
Para remocdo de contaminantes das amostras, as fragdes foram submetidas
centrifugacdo em filtros Vivaspin (GE), com poro de 30KDa. Essa proteina foi
quantificada por gel SDS-PAGE com o auxilio de concentracbes conhecidas de
BSA. A massa dessa proteina foi confirmada por andlise em espectrometro de
massas no aparelho Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha), com o software Flex
Control 2.4.30.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).

3.3 Western blot com o soro de camundongos infectados com T. cruzi

Para verificar se a proteina TS-SAPA € reconhecida pelo soro de
camundongos infectados pelo T. cruzi, a proteina purificada foi submetida a
eletroforese em SDS-PAGE em gel 12,5% e transferida para membrana de
nitrocelulose. Esta foi incubada com o soro diluidos em solucédo de bloqueio 1% na
proporcdo de 1:200 e incubados em temperatura ambiente overnigth. Apoés
lavagens, foi realizada a incubacdo com o anti-IgG conjulgado a peroxidase também
diluido em bloqueio 1%, na proporgcéo de 1:1000. ApoGs lavagens, a membrana foi

submetida a reacéo de quimioluminescéncia usando o reagente Luminata (Millipore).

3.4 Andlise do reconhecimento da proteina TcL7aRep por soro de
pacientes com doenca de chagas

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100ng/ poco da proteina
TcL7aRep diluida em tampao carbonato 0,1M (NaHCO3; e Na,COs; pH 9.6) e
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incubadas por 18 horas a 4°C. Apoés esse periodo, o conteudo foi retirado e a placa
foi lavada 4 vezes com PBS-T (PBS 1X + 0,05% Tween 20) e ap0s secagem, foi
bloqueada com tampéo de bloqueio (PBS 1X acrescido de 5% de leite em po
desnatado) durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de bloqueio, o
conteudo foi descartado e a placa foi lavada 4 vezes com PBS-T. As amostras de
soro de paciente infectado e néo infectado foram diluidas na propor¢ao de 1:200 no
tampéo de bloqueio 3%, aplicadas nos pocos e incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente. O conteudo foi retirado e a placa foi lavada 4 vezes com PBS-T e ap0s
secagem foi realizada a incubacdo com o anti-lgG humano conjulgado a peroxidase,
diluido em bloqueio 3%, na proporcdo de 1:10000. A placa foi mantida a 37°C por
uma hora. ApGs este tempo a placa foi lavada 4 vezes com PBS-T e em seguida foi
revelada com a solucdo TMB One solution (Promega). A placa foi mantida a
temperatura ambiente e protegida da luz até o aparecimento da cor azul. A reacéo
foi parada utilizando solugdo de H,SO, na diluicho de 1:20. A absorvancia foi

guantificada em leitor de ELISA a 450nm.

3.5 Funcionalizacdo com nanoparticulas de Ouro

A funcionalizacdo das nanoparticulas de ouro foi realizada em conjunto com
alunos do laboratério do professor Flavio da Fosenca do Departamento de
Microbiologia do ICB, com o qual fazemos colaboracéo, seguindo um protocolo ja
padronizado em seu laboratério. O processo de funcionalizacdo consiste da ligacéo
das nanoparticulas com algum tipo de molecula. Inicialmente foi realizada a
funcionalizacdo de nanobastbes de ouro com acido lipdico. Este passo consistiu da
mistura do &cido lipbico com uma solucdo de nanoparticulas de ouro. Essa mistura
foi incubada em ultrassonicador por 30 segundos a 50°C e por 3 horas a 30°C. Esse
material foi submetido a varias centrifulgacdes, com recuperacéo do sobrenadante e
novas centrifulgagdes com o mesmo para evitar ao maximo perda de material. A
amostra foi centrifulgada a 5600g por 10 minutos, a 4°C, sendo também realizadas
lavagens do pellet com agua de injecéo, sendo ressuspendido por ultimo em 1,5mL
de agua. Para cada 500mL desta solucéo foi adicionado 10uL de uma solucéo de
EDAC/NHS, sendo homogenizado em ultrassonicador por 30 minutos. ApOs esse

passo, a mistura foi separada para adicdo das proteinas. Os testes de
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funcionalizacdo foram realizados com as proteinas TS-SAPA, TcL7aRep e BSA nas
concentracbes de 2,8ug, 4,6 ug, 9,2 ug e 13,8 yug para todos os casos. Essas
amostras foram mantidas em ultrassonicador, por 1h, em baixas temperaturas. A
confirmacédo da ligacéo foi realizada apos leitura das amostras em leito de ELISA,
numa faixa de comprimento de onda entre 400-950nm e andlise grafica pelo
programa Origin.
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4. RESULTADOS

4.1 Amplificacdo das sequéncias correspondentes a trans-sialidase e
suas versdes truncadas

Como descrito em materiais e métodos, as sequéncias correspondentes a
trans-sialidase e suas versfes truncadas foram amplificadas usando os pares de
primers especificos para cada versao da proteina. Na figura 10 € possivel observar
num gel de agarose 1%, as bandas de DNA referentes a cada proteina. Nas
canaletas 1, 2 e 3 observa-se a presenca das bandas do tamanho esperado para a
TS completa (TSC), TSSS (TS sem o motivo SAPA) e TS-SAPA (TS contendo
somente 0 motivo SAPA), com 2673 pb, 1941 pb e 747 pb, respectivamente. Para
verificar possiveis contaminacfes dos primers utlizados em cada reacdo, foram
feitos o0s respectivos controles negativos, onde ndo foi adicionada nenhuma

sequéncia como molde para ser amplificada.
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2000pb
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Figura 10: Amplificacdo das sequéncias correspondentes a trans-sialidase e suas versdes truncadas.
Produtos das PCRs referentes a TSC (canaleta 1), TSSS (canaleta 2) e TS-SAPA (canaleta 3) separados em

gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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4.2 Clonagem dos genes da TS e suas versdes truncadas em vetor pET-21a
para expressao das proteinas recombinantes

As sequéncias referentes a cada proteina foram ligadas no vetor de
expressdo, o pET-21a, e bactérias XL1-Blue foram transformadas. A confirmacdo da
clonagem foi realizada por PCR de colbnia, digestdo e sequenciamento. Na figura 11
A, é possivel observar o produto referente a PCR de diferentes colbnias para os trés
insertos, apds transformacdo bacteriana. Os clones nos quais os fragmentos
amplificados apresentaram a banda de tamanho esperado para cada inserto foram
selecionados. Para TSC foi escolhida o clone 3; TS sem SAPA, os clones 6 e 7 e
SAPA 11 e 12. ApGs cultivo dos respectivos clones, procedeu-se com a digestdo
com enzimas de restricdo. Na figura B, observa-se a digestdo com Xba e Xhol, que
foram empregadas conjuntamente devido a compatibilidade de tampéao, permitindo
liberacdo dos insertos com alguns nucleotideos do vetor. Por fim, a confirmacéo da
clonagem no pET-21a foi realizada por meio de sequenciamento e analise do
mesmo pelo programa BioEdit, confirmando-se a clonagem dos diferentes insertos
no pET-21a. Em posse dos plasmideos, foi promovida a multiplicagdo dos mesmos
em bacterias XL1-Blue e posteriormente esses foram utlizados para transformacéo
de bactérias de BL21 Star (DE3) e ArcticExpress (DE3), que foram as bactérias

utilizadas para inducédo de proteina nesse trabalho.
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Figura 11: Analise da clonagem dos insertos referentes a TS e suas vers@es no vetor pET-21la. A- PCR de
colbnia com bactérias XL1-Blue utilizando primer T7 forward e reverse de 5 clones de TS completa (1-5), TS sem
SAPA (6-10) e TS-SAPA (11-15). B- Gel com as digestfes do pET-21a ligado aos insertos da TS completa (1 e 2),
TS sem SAPA (3 e 4) e TS-SAPA (5 e 6) antes e depois da adicdo das enzimas de restricdo Xbal e Xhol,

respectivamente. Gel de agarosel% corado com brometo de etideo.
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As proteinas recombinantes foram expressas em bactérias BL21 Star como
descrito em materiais e métodos e aliquotas dos extratos ndo induzidos (sem adi¢éo
de IPTG) e induzidos (com IPTG) foram aplicadas em gel de poliacrilamida para
analise da inducdo. As bandas referentes a inducdo das trés proteinas estao
apontadas na figura 12. Em A é mostrado a expressao da proteina completa, a qual
possui uma massa molecular estimada de aproximadamente 98Kda. Na figura B é
apresentado a inducdo da TS sem SAPA, com uma massa molecular predita de
aproximadamente 72Kda. Em ambos casos é possivel observar a superexpresséo
das proteinas nas fra¢cdes induzidas, migrando no gel de acordo com a massa
esperada. Por outro lado, na inducdo da TS-SAPA, néo foi observado nenhuma
banda superexpressa com a massa molecular predita para a mesma, de 25KDa. No
entanto, uma banda contendo aproximadamente o dobro da massa esperada para
TS-SAPA foi observada apos eletroforese do extrato induzido (figura C). Em virtude
disso, nds hipotetizamos que a TS-SAPA estaria migrando como dimero no gel.



100KD

50KDa

37Kda

25Kda

20KDa
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B C
97KDa
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97KDa
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45KDa 30KDa
30KDa 20KDa
20KDa 14KDa

Figura 12: Inducdo das proteinas recombinantes em bactéria E. coli BL21 Star. Gel de
poliacrilamida corado com Azul de Comassie, contendo extratos protéicos de culturas de bactérias
antes (-) e ap6s (+) a adicdo de IPTG. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas
recombinantes sendo: (A) TS completa com peso tedrico de 94kDa em SDS-PAGE 10%; (B) TS sem
SAPA com peso tedrico de 78kDa em SDS-PAGE 10%; (C) TS-SAPA com peso tedrico de 25kDa em
SDS-PAGE 12,5%.
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4.3 Avaliacdo da expressao das proteinas recombinantes por meio de
western blots com anticorpo anti-His

No intuito de confirmar a expressdo das proteinas recombinantes as quais
estdo em fusdo com uma cauda de histidina, o extrato total induzido foi incubado
com anticorpo monoclonal anti-histidina e o anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a enzima peroxidase foi utilizado como anticorpo secundario. Como
representado na figura 13 (A) houve reconhecimento da banda superexpressa e do
tamanho esperado para TS completa pelo anticorpo anti-histidina, confirmando
expressao dessa proteina por western blot.

Com relacdo a TS-SAPA, observa-se o reconhecimento de diferentes bandas
pelo anti-histidina tanto no extrato ndo induzido quanto no induzido. No entanto, é
possivel observar que no extrato induzido houve o reconhecimento de uma banda
gue nao aparece no extrato ndo induzido, figura 13 (B). A banda reconhecida tem
aproximadamente o dodro da massa predita para esta proteina, demonstrando que
esta pode ser a TS-SAPA em forma de dimero, como ja se suspeitava. Para
confirmagéo desse dado, espectrometria de massas foi realizada.
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Figura 13: Western blot com anticorpo anti-histidina com as proteinas TS completa e TS-SAPA.
A- O extrato total induzido de TS completa foi carregado em gel de poliacrilamida 10% e transferido
para membrana de nitrocelulose. A mesma foi incubada com anticorpo anti-histidina, na diluicdo de
1:2000 e anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase, diluido na proporgédo de 1:3000. B- O
extrato total ndo induzido (canaleta 1) e induzido (canaleta 2) de TS-SAPA foi carregado em gel de
poliacrilamida 12,5% e apés transferéncia para membrana de nitrocelulose esta foi incubada com
anticorpo anti-histidina na diluicdo de 1:2500 e anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase, na
diluicéo de 1:5000.
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4.4 Teste de solubilidade das proteinas recombinantes em E. coli BL21 Star

Apoés andlise da expressdo das proteinas recombinantes, foram realizados
testes de solubilidade, conforme descritos em materiais e métodos. Como pode ser
observado na figura 14 (A) apos eletroforese das fragBes solavel e insolavel , a
banda referente a TS completa apresentou-se totalmente no pellet, sendo entao
ins6luvel quando induzida em bactérias BL21 Star, necessitando ser solubilizada.

No caso da TS-SAPA, apds o protocolo de lise e eletroforese em SDS-PAGE
com as amostras obtidas, fica demonstrada que a mesma apresenta-se nas duas
fracOes, tanto no sobrenadante (fracdo solavel), quanto no pellet (fracdo inséluvel),
em quantidades aproximadamente iguais, sendo possivel utilizar a fracdo soluvel

para a purificacao desta proteina (figura 14 B).
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Figura 14: Teste de solubilidade com TS completa e TS-SAPA. SDS-PAGE corado com azul de
comassie A- Fracao soluvel (canaleta 1) e insollvel (canaleta 2) da TS completa, apés inducao em
bactérias E. coli BI21 Star. B- Extratos ndo induzido e Induzido de TS-SAPA (canaletas 1 e 2,
respectivamente) com fracdes sollvel e insolivel apds lise das bactérias nas canaletas 3 e 4,

respectivamente.
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4.5 Inducéo e teste de solubilidade da TS completa na cepa de E. coli
ArcticExpress (DE3)

Como a TS completa apresentou-se insollvel quando induzida em BI21 e no
intuito de obter um produto mais soluvel, bactérias ArcticExpress, que de forma geral
apresentam um bom redimento de proteina solavel, foram transformadas como
descrito em materiais e métodos e a inducdo da proteina foi feita com IPTG. Na
figura 15 A é demonstrado a eletroforese das fragdes néo induzida e induzida, sendo
possivel observar a presenca da banda referente a TS completa no extrato induzido.
Apoés lise dessas bactérias o teste de solubilidade demonstrou melhoria na
solubilidade da proteina, com 50% da proteina apresentando-se agora na fracéo
soluvel (figura 15 B). Em posse desses dados pretende-se em experimentos futuros
realizar a purificacdo da TS completa a partir da fracdo sollvel, apés inducao em

bactérias ArcticExpress (DE3).
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Figura 15: Inducdo e teste de solublidade de TS completa em bactérias E. coli
ArcticExpress (DE3). A- gel de poliacrilamida 10% com extratos ndo induzido (canaleta 1) e
induzido total (canaleta 2) de TS completa, a seta aponta a banda referente a proteina. B-
FragGes insoluvel (canaleta 1) e soltvel (canaleta 2) de TS completa, demonstrando presenca da
proteina nas duas fracdes.
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4.6 Purificacdo da TS-SAPA e analise por espectrometria de massas

ApoGs verificar que a TS-SAPA apresenta-se parcialmente solavel, o
sobrenadante foi escolhido para purificacdo através de cromatografia de afinidade,
utilizando o cromatégrafo AKTA Prime Plus e empregando-se colunas de niquel. Na
figura 16 (A) esta representada a cromatografia gerada no processo de purificacéo,
onde é possivel observar o pico referente a proteina eluida com concentracdes
crescentes de imidazol. Para analisar a pureza das fragcbes eluidas realizou-se a
eletroforese das amostras, sendo possivel observar a presenca de diferentes
bandas no gel, com rendimento maior, no entanto, daquela a qual se acredita ser a
TS-SAPA com massa de aproximadamente 50KDa (figura 16 B).

Com o intuito de obter um produto mais puro, as amostras foram submetidas
a filtracdo em colunas vivaspan, sendo possivel eliminagcdo de contaminantes
(Figura 17 A). Por fim, para confirmar se a banda observada com o dobro da massa
é referente TS-SAPA, foi realizada espectrometria de massas, onde foi identificada a
TS-SAPA, contendo a massa molecular préxima a predita inicialmente para a
mesma, de 24 KDa (Figura 17 B).
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Figura 16: Purificacdo TS-SAPA. A- Grafico gerado pelo programa Histidine-tagged protein purification
do cromatografo AKTA Prime Plus com absorvancia no eixo Y e o tempo no eixo X. A linha azul
representa a absorvancia da proteina na coluna, a vermelha mostra a condutancia e a verde as
concentracdes crescentes de imidazol. B- gel poliacrilamida 10% com as fra¢des coletadas no processo

de purificagéo.
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Figura 17: Analise da proteinaTS-SAPA. A- Gel de poliacrilamida 10% corado com azul de Comassie
mostrando uma banda predominante correspondente a TS-SAPA apds filtracdo em filtros vivaspan. B-

Espectrometria de massas, demonstrando a massa molecular de 24590Da de TS-SAPA.



40

4.7 Western blot com soro de camundongos infectados com T. cruzi

Para avaliar se camundongos infectados com o T. cruzi desenvolvem
resposta contra as repeticbes SAPA a proteina foi incubada com soro de camundongos
infectados e a producdo de anticorpos IgG e IgM foram analisados. Como pode ser
observado na figura 18, a proteina TS-SAPA foi reconhecida por soro de camundongo

infectado, havendo tanto anticorpos da classe IgM (A) quanto IgG (B) contra a mesma.

B

——— 250KDa

150 KDa
—— 50KDa

—— 50 KDa
37KDa

— 35KDa
___ 25KDa

— 25Kda
— 20KDa

——— 20Kda
15KDa — 15KDa

Figura 18: Reconhecimento de TS-SAPA pelo soro de camundongo infectado com T.cruzi. A-

Dosagem de IgM (A) e IgG (B). Diluicao do soro- 1:250 e secundério conjugado a peroxidase-1:1000.
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4.8 ELISA com TcL7aRep e soro de paciente com doenca de chagas

O teste de Elisa foi realizado com as sequéncias repetitivas da TcL7a, outra
proteina do T. cruzi ja descrita em sessdes anteriores. Apds sensibilizacdo das placas
com 100ng dessa proteina, foi realizada sua incubacdo com soro de paciente nao
infectado e infectado com doenca de Chagas. Como demonstrado na figura 19, houve
reconhecimento da proteina pelo pool de soro de pacientes infectados, demonstrado
pela dosagem de IgG no soro dos mesmos. Indicando que as repeticées da TcL7a sao

alvos da resposta imune.
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Figura 19: Elisa com TcL7aRep. Soro de pacientes néo infectados e infectados com o T. cruzi foram
testados contra a TcL7aRep (Rep), 0 extrato total do parasito e BSA foram usados como controles
positivo e negativo, respectivamente. A diluicdo usada dos soros foi 1:200 e do anticorpo secundario
1:10000.
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4.9 Ligacao dos antigenos em nanoparticulas de ouro

Como ja mencionado, temos como proposta desenvolver um teste diagndstico
para a doenca de Chagas, utilizando ferramentas da nanotecnologia. Para isso,
pretendemos utilizar o motivo repetitivo de duas proteinas do T. cruzi, da TcL7a e da
trans-sialidase, pois essas repeticdes parecem ser alvos da resposta imune, podendo
constituir bons indicadores da infecgdo. Assim, em colaboragdo com o professor Flavio
da Fonseca do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG, pretendemos testar a
utilizacdo das repeticbes ligadas a nanobastdes de ouro, AuNR (do inglés gold
nanorods) em testes sorodiagndsticos, baseado na propriedade de LSPR, ja explicada
anteriormente. Para isso, foi inicialmente realizada a funcionalizacdo das
nanoparticulas de ouro com o acido lipoico, sendo possivel observar sua ligacdo nas
nanoparticulas através do deslocamento da curva no grafico para a direita (red shift),
em relagdo a nanoparticula sozinha, indicando haver ligantes ao redor dos
nanobastdes (grupo AuUNR_TA em todas as funcionalizagdes). A partir da ligacdo do
acido lipbico pode ser realizada a funcionalizacdo com as proteinas de interesse cujas
ligagbes sdo também verificadas graficamente por meio de um deslocamento da curva
em relacdo a nanoparticula funcionalizada com &cido lipéico. Na figura 20 A, observa-
se a funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro com diferentes concentracdes de BSA,
um grupo que servira como controle negativo em experimentos posteriores. Na figura
20 B é demonstrada uma interacdo bem significativa do BSA na concentracdo de
13,8ug, visualizado pelo deslocamento da curva correspondente para a direita (red
shift).
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Figura 20: Funcionalizacdo de nanobastdes de ouro com BSA. A- Sobreposicdo das curvas
referentes a funcionalizacdo com &cido lipdico (AuNR_TA*) e diferentes concentracdes de BSA.. B —

Interacdo do BSA na concentracéo de 13,8ug.
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Na figura 21, observa-se a funcionalizagdo com diferentes concentracdes de TS-
SAPA onde é demonstrado deslocamento da curva em todas as concentracdes
usadas, produzindo importante red shift.
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Figura 21: Funcionalizacdo de nanobast8es de ouro com TS-SAPA. Sobreposi¢éo das curvas do
AuNR_TA e diferentes concentracdes de TS-SAPA.

A funcionalizacdo da TcL7aRep é mostrada na figura 22, onde nado foram
observadas interacdes significativas nas concentragcbes utilizadas (figura A), sendo
possivel perceber, entretanto, uma alteracéo sutil no perfil gréfico em relacéo ao grupo
AuNR-TA. Apesar de nédo ser possivel observar um deslocamento importante para
nenhum dos lados, a alteracdo no perfil grafico gerada po esta proteina, melhor
observado na maior concentragéo, indica alteragéo no padréo de ressonancia, gerando
modificacbes muito sensiveis no grafico de absorcdo, demonstrando interacdo da

proteina com a nanoparticula (figura B).
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5. Discussao

O acido sialico é um monossacarideo de 9 carbonos, carregado
negativamente, presente na superficie de células de mamiferos incluindo as
hemacias. E uma aquisi¢éo tardia no processo de evolucéo, estando presentes em
organismos multicelulares. Dessa forma, organismos como T. cruzi sdo incapazes
de sintetizar esta molécula (Cazzulo e Frasch, 1992; Freire-De-Lima et al., 2015).
Contudo, a aquisicédo de acido sialico na superficie deste parasito é feita por meio da
acao da “trans-sialidase”, uma enzima que transfere residuos de &cido sialico de
glicoconjulgados do hospedeiro para mucinas na superficie do parasito, processo
relacionado a invasao da célula hospedeira. Um epitopo denominado Ssp3 presente
em algumas moléculas do T. cruzi, por exempo, quando sialilados, parecem mediar
adesdao e invasdo da célula hospedeira (Frasch, 1994).

Como j& descrito anteriormente, a regido catalitica desta enzima esta na
porcdo N-terminal, enquanto as repeticbes em tandem, denominadas SAPA, estao
na C-terminal. Muitas outras proteinas do T. cruzi também apresentam sequéncias
repetitivas de aminoacidos em sua composicdo, sendo uma caractéristica notavel
em muitos de seus antigenos, tanto de superficie quanto antigenos intracelulares
(Ibafiez et al.,, 1988; Darocha et al., 2002). Estudos ja demonstraram que muitos
desses motivos sdo alvos da resposta imune, apresentando imunodominancia em
relacdo a outras porcdes da proteina (Vergara et al., 1991; Cazzulo e Frasch, 1992;
Wrightsman et al., 1994).

Uma hipotese muito discutida na literatura acerca da fungdo dessas
repeticbes refere-se as mesmas como parte das estratérgias utilizadas pelos
parasitos para evadir o sistema imune do hospedeiro. Isso aconteceria através da
inducdo precoce de anticorpos ndo protetores contra epitopos presentes nessas
regides e atraso ou supressao na poducao de anticorpos protetores contra por¢cdes
nao repetitivas da proteina, atuando assim como imunomoduladores e favorecendo
a persistécia do parasito no hospedeiro (Cazzulo e Frasch, 1992; Frasch, 1994;
Wrightsman et al., 1994). No caso das repeticbes SAPA, sugere-se que anticorpos
sao gerados contras as mesmas, sendo produzidos antes mesmo daqueles contra a
porcao enzimatica, previnindo a resposta contra a mesma (Cazzulo e Frasch, 1992;
Frasch, 1994).
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Por outro lado, foi visto que o soro de animais imunizados com a trans-
sialidase com delecéo das repeticbes SAPA néo foi capaz de inibir a atividade da
trans-sialidase, ocorrendo o contrario com o soro de animais imunizados com a
proteina contendo as repeticdes. Esses dados indicam que as repeticdes SAPA
presentes na trans-sialidase contribuem para a producdo de anticorpos inibitérios
contra a porgao catalitica da enzima (Buscaglia et al., 1998), o pode representar um
mecanismo do parasito para manter um equilibrio com o hospedeiro. Assim, para
evadir o sistema imune do hospedeiro e conseguir se multiplicar, inicialmente, o
parasito induz uma resposta imune n&o protetora contra as repeticbes
imunodominantes, e posteriormente, as mesmas repeticdes favorecem a geracéo de
uma resposta imune protetora, garantindo a sobrevivéncia do hospedeiro e
consequentemente a persisténcia do parasito nos seus tecidos. Ruiz Diaz et al.
(2015) demonstrou que a trans-sialidase recombinante contendo as repetigdes
SAPA é capaz de induzir um regulacdo negativa (downregulation) das células Thi,
induzidas durante a resposta imune contra o parasito ou em respostas alheias ao
mesmo, causando um desvio para o padrdo de resposta para o tipo Th2, gerando
um estado de equilibrio que garante a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro.

A familia das TS, codificada por mais de 1000 genes, apresenta 2 grupos
correspondentes a duas isoformas no parasito: um grupo com atividade enzimatica,
a qual possui uma tirosina na posicéo 342 e outro cataliticamente inativo, que possui
uma histidina na mesma posicdo. Apesar da atividade enzimatica da TS exercer um
papel de grande importancia no processo de invasao e infeccdo pelo parasito, a
forma inativa da enzima também parece desempenhar um papel de grande
importancia nesse processo, mesmo sem catalisar a transferéncia de acido sidlico
(Dc-Rubin e Schenkman, 2012). Fontanella et al. (2008) demonstrou que tanto a
trans-sialidase recombinante na forma ativa quanto na forma inativa possuem papel
protetor durante a infeccao pelo parasita.

Assim, levando em consideracdo os trabalhos j& citados, a trans-sialidase
constituiria um bom candidato para elaboragdo de uma vacina contra a doenca de
chagas, desde que produzidas sem as repeticbes SAPA, visto que essas podem ser
importantes no processo de evasédo do sistema imune do hospedeiro.

Além do papel sobre o sistema imunolégico, muitos desses motivos
repetitivos atuam como estabilizadores proteicos, como verificado por Buscaglia et

al. (1999), como também dominios que favorecem interac6es proteina-proteina. A
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producdo de proteinas quiméricas ligadas a diferentes regides repetitivas de
distintas proteinas do T. cruzi, resultou no aumento da meia vida dessas proteinas,
tanto por repeticbes obtidas de proteinas intracelulares quanto de proteinas de
superficie, como as repeticbes SAPA presentes na trans-sialidase. A quantidade de
repeticbes também parece infuenciar nesse processo de estabilizagdo e
consequentemente viruléncia, parecendo ser requerido um numero minimo das
mesmas para promover seus efeitos (Buscaglia et al., 1998; Buscaglia et al., 1999).
De fato, o numero de repeticdes pode variar entre diferentes cepas e mesmo dentro
de uma mesma cepa do parasito (Cazzulo e Frasch, 1992).

No intuito de demonstrar o papel das repeticdes SAPA presentes na trans-
sialidase e sua influéncia no processo de infeccdo, foram expressas versdes
recombinantes da trans-sialidase: na forma completa, com a delecdo das repeticdes
e a porcao C-terminal contendo os motivos repetitivos. Essas foram expressas em
sistema bacteriano em fusdo com cauda de histidina. Como mostrado nos géis de
inducao, todas as versdes da proteina foram expressas em bactéria, sendo possivel
observar as bandas referentes as mesmas migrando no gel de acordo com suas
massas moleculares preditas. Porém, no caso da TS-SAPA, o resultado observado
na eletroforese em SDS-PAGE nédo correspondeu a massa predita, sendo observado
o dobro da massas esperada. Resultados de espectrometria de massas indicam se
tratar de um dimero formado por esta proteina.

Os testes de solubilidade demonstraram que a TS completa apresentou-se
totalmente insolUvel quando expressa em bactéria E. coli BL21 Star (DE3). Proteinas
recombinantes expressas em sistema bacteriano podem agregar-se em estruturas
conhecidas como corpos de inclusdo, que correspodem a agregados de proteina
insélavel. Essas dificuldades na obtencdo de proteinas recombinantes solGveis séo
bem descritas na literatura. A reducédo da taxa de expresséo, através da diminuicao
da concentracdo de IPTG ou da temperatura de crescimento das bactérias pode
constituir estratégias Uteis para aumentar a solubilidade de proteinas de acordo com
o0 manual da empresa que comercializa o vetor pET21a (Novagem). Foram feitas
varias tentativas de mudancas nos protocolos de expressdo com o objetivo de obter
as proteinas TS completa e TS sem SAPA de forma sollvel em E. coli. Entretanto
nenhum desses protocolos resultou em aumento da solubilidade. A utilizacdo de
cepas de bactérias mais especificas para esse fim também representam boas
alternativas. As bactérias E. coli ArcticExpress, por exemplo, empregadas para a
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inducdo da TS completa, sdo proprias para cultivo em baixas temperaturas e co-
expressam chaperoninas, que auxiliam o enovelamento da proteina, aumentando o
rendimento de proteina sollvel (Manual Agilent Technologies). Com a utilizacao
dessa cepa, estamos conseguindo obter a TS completa de forma soluvel e esse
teste sera feito também com a TS sem SAPA.

A TS-SAPA, por outro lado, apresentou-se parcialmente solivel quando
expressas em bactérias BL21 Star, procedendo-se com a purificacdo a partir da
fracdo solavel. Apds purificacdo da proteina TS-SAPA, experimentos para avaliar
seu reconhecimento por soro de animais infectados foram realizados. Foi observado
que tanto anticorpos da classe IgM quanto IgG séo induzidos contra as repeticdes
SAPA em infecgBes agudas do T. cruzi no modelo animal. Dados ja existentes na
literatura demonstram um maior reconhecimento da trans-sialidase por soros de
humanos na fase aguda em relacdo a fase crbnica, o que pode indicar um
importante papel desta proteina em fases iniciais da infeccdo (Affranchino et al.,
1989). Ainda ndo temos dados sobre o reconhecimento da repeticdo SAPA
recombinantes por soro de paciente na fase crénica, mas tendo em vista que as
repeticdes sdo alvos da resposta imune, pretendemos testa-la para utilizacdo em
testes diagndsticos para a doenca de chagas.

Por outro lado, as repeticdo da proteina TcL7a foram reconhecidas pelo pool
de soro de pacientes na fase cronica da doenca de Chagas, demonstrado em
ensaios de ELISA. No entanto, dados de imunizacdo indicam que as mesmas
repeticbes ndo sdo capazes de induzir uma resposta humoral em modelo animal
(Valente, 2014). Assim, uma outra abordagem para a utilizacdo dessas repeticoes
refere-se a utilizacdo das mesmas no desenvolvimento de testes sorodiagndsticos
para doenca de Chagas.

O teste sorodiagndstico proposto neste trabalho representa uma inovacao no
teste diagnostico para a doenca de chagas, fazendo uso de ferramentas da
nanotecnologia. As nanoparticulas de metal representam sistemas muito sensiveis,
devido ao forte campo elétrico em sua superficie, sendo que propriedades como
absorcdo e espalhamento sdo potencializadas nesses materiais. Essas
caracteristicas vém sendo exploradas, por exemplo, no diagnoéstico e terapia do
cancer. Huang et al. (2006) demonstrou ser possivel identificar e distinguir
claramente entre células malignas e ndo malignas através do espalhamento de luz

vermelha em campo escuro pelos nanobastdes de ouro, empregando para iSso
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nanoparticulas conjungadas a anticorpos especificos. Além disso, foi observada
nesse mesmo trabalho a possibilidade de destruicdo das células malignas,
aplicando-se certa quantidade de energia sobre as mesmas, através de exposicéo a
laser em 800nm.

Outras propriedades desses materiais também sdo exploradas em
biossensores como a mudanca de coloracdo observada em solu¢cdes contendo
nanoparticulas agregadas e ndo agregadas de ouro, apresentando grande
sensibilidade, como observado por (De La Rica e Stevens, 2012) (2012). No teste
desenvolvido, utilizando uma plataforma de ELISA e empregando nanoparticulas de
ouro, foi possivel a deteccdo de concentracbes muita baixas de antigenos e
distincdo a “olho nu” entre testes positivos e negativos.

No presente trabalho, a propriedade de Ressonancia de Plasmon de
superficie foi explorada no intuito de gerar um teste sorodiagnéstico para doenca de
chagas, utilizando para isso nanoparticulas de ouro em forma de bastéo. Para isso,
um protocolo de biofuncionalizacdo ja padronizado foi seguido, sendo feita
inicialmente a funcionalizacdo dos nanobastdes com acido lipdico. Essa etapa se faz
necessaria pois é o passo de substituicdo do CTAB, molécula toxica incluida no
processo de sintese dos nanobastdes e pode ser feita com diferentes compostos
que possuam grupamento tiol, que permite ligacdo com o atomo de ouro, formando
uma monocamada ao redor dos nanobastdes (P Erez-Juste et al., 2005). Devido a
sensibilidade apresentada pelos nanomateriais, é possivel identificar essa interacao
através da mudanca no espectro apOs leitura em UV visivel, sendo possivel
observar um deslocamento da curva referente ao complexo nanobastéo-acido lipdico
para a direita (red shift), indicando a ligacao.

Diferentes moléculas podem entdo ser ligadas a este complexo num segundo
passo de funcionalizacdo onde diferentes abordagens de interagcdo podem ser
utilizadas. A figura 23 apresenta um desenho esquematico de uma funcionalizagéo
usando anticorpos como biomolécula, para exemplificar.

No nosso caso, as biomoéleculas empregadas foram motivos repetitivos de
proteinas do T. cruzi, que fazem interagbes covalentes com o acido lipoico ligado ao
nanobastdo. Assim como ja foi citado anteriormente, a interacdo pode ser
identificada pela mudanca no espectro.

Como mostrado nas figuras 20-22 a proteinaTS-SAPA interage com 0S

nanobastdes, sendo bem notério o deslocamento da curva referente a proteina em
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relacdo ao complexo AuR_TA, indicando ligagdo nos nanobastdes. Por outro lado, a
TcL7aRep, ndo demonstrou um deslocamento tdo evidente quanto este, no entanto
alterou, mesmo que de forma sutil, o perfil grafico, quando comparado ao complexo
AuUR-TA. O deslocamento para direita ou para esquerda de um espectro acontece
devido as cargas resultantes dessa interagdo. Se uma proteina provoca
deslocamente para ambos os lados, ela pode estar de fato fazendo uma interacao
sem que possamos observar uma modificacdo muito evidente no gréafico, ou seja,
sem, produzir um shift significativo pra um lado especifico, como ocorreu no caso da
TS-SAPA. Outros testes de funcionalizacdo com essas proteinas sdo necessarios
para otimizagéo do processo. Em uma etapa posterior, iremos testar a interagao do
completo AuR-TA-proteina com soro de paciente para analisar o padrao resultante
no espectro e se a deteccdo de anticorpos no soro de pacientes com doenca de

Chagas é possivel utilizando essa metodologia.
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Figura 23: Desenho esquematico de uma funcionalizagao.
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53

6. Referéncias bibliograficas

AUSUBEL et al. Current Protocols in molecular biology. v.1. Board, 2007.
AUSUBEL et al. Current Protocols in molecular biology. v.2. Board, 2008.

AFFRANCHINGO, J. L. et al. Identification of a Trypanosoma cruzi antigen that is shed during the acute
phase of Chagas' disease. Mol Biochem Parasitol, v. 34, n. 3, p. 221-8, May 1989. ISSN 0166-6851.
Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2499788 >.

BARTHOLOMEU, D. C. et al. Genomic organization and expression profile of the mucin-associated
surface protein (masp) family of the human pathogen Trypanosoma cruzi. Nucleic Acids Res, v. 37, n.
10, p. 3407-17, Jun 2009. ISSN 1362-4962. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19336417 >.

BUSCAGLIA, C. A. et al. Tandem amino acid repeats from Trypanosoma cruzi shed antigens increase
the half-life of proteins in blood. Blood, v. 93, n. 6, p. 2025-32, Mar 1999. ISSN 0006-4971. Disponivel
em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10068675 >.

BUSCAGLIA, C. A. et al. The repetitive domain of Trypanosoma cruzi trans-sialidase enhances the
immune response against the catalytic domain. J Infect Dis, v. 177, n. 2, p. 431-6, Feb 1998. ISSN
0022-1899. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9466532 >.

BUSCAGLIA, C. A. et al. Trypanosoma cruzi surface mucins: host-dependent coat diversity. Nat Rev
Microbiol, v. 4, n. 3, p. 229-36, Mar 2006. ISSN 1740-1526. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16489349 >.

CANCADO, J. R. Criteria of Chagas disease cure. Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 94 Suppl 1, p. 331-5,
1999. ISSN 0074-0276. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10677750 >.

CAZZULO, J. J.; FRASCH, A. C. SAPA/trans-sialidase and cruzipain: two antigens from Trypanosoma
cruzi contain immunodominant but enzymatically inactive domains. FASEB J, v. 6, n. 14, p. 3259-64,
Nov 1992. ISSN 0892-6638. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1426764 >.

Chagas, C. (1909) Nova tripanozomiase humana. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 1,159-218

CHIURILLO, M. A. et al. The diversity and expansion of the trans-sialidase gene family is a common
feature in Trypanosoma cruzi clade members. Infect Genet Evol, v. 37, p. 266-74, Jan 2016. ISSN
1567-7257. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26640033 >.

DAROCHA, W. D. et al. Characterization of cDNA clones encoding ribonucleoprotein antigens
expressed in Trypanosoma cruzi amastigotes. Parasitol Res, v. 88, n. 4, p. 292-300, Apr 2002. ISSN
0932-0113. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11999014 >.

DC-RUBIN, S. S.; SCHENKMAN, S. T rypanosoma cruzi trans-sialidase as a multifunctional enzyme in
Chagas' disease. Cell Microbiol, v. 14, n. 10, p. 1522-30, Oct 2012. ISSN 1462-5822. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22747789 >.

DE ALENCAR, B. C. et al. Perforin and gamma interferon expression are required for CD4+ and CD8+
T-cell-dependent protective immunity against a human parasite, Trypanosoma cruzi, elicited by
heterologous plasmid DNA prime-recombinant adenovirus 5 boost vaccination. Infect Immun, v. 77,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2499788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19336417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10068675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9466532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16489349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10677750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1426764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26640033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11999014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22747789

54

n. 10, p. 4383-95, Oct 2009. ISSN 1098-5522. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19651871 >.

DE SOUZA, W.; DE CARVALHO, T. M.; BARRIAS, E. S. Review on Trypanosoma cruzi: Host Cell
Interaction. Int J Cell Biol, v. 2010, 2010. ISSN 1687-8884. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20811486 >.

DUTHIE, M. S. et al. Multi-epitope proteins for improved serological detection of Trypanosoma cruzi
infection and Chagas Disease. Diagn Microbiol Infect Dis, Nov 2015. ISSN 1879-0070. Disponivel em:
< http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26658314 >.

FERREIRA, H. S.; RANGEL*, M. D. C. NANOTECNOLOGIA: ASPECTOS GERAIS E POTENCIAL DE
APLICACAO EM CATALISE. Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Campus Universitario
de Ondina, 40170-280 Salvador - BA, Brasil. 32: 1860-1870 p. 2009.

FRASCH, A. C. Trans-sialidase, SAPA amino acid repeats and the relationship between Trypanosoma
cruzi and the mammalian host. Parasitology, v. 108 Suppl, p. S37-44, 1994. ISSN 0031-1820.
Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8084653 >.

FRASCH, A. C. Functional diversity in the trans-sialidase and mucin families in Trypanosoma cruzi.
Parasitol Today, v. 16, n. 7, p. 282-6, Jul 2000. ISSN 0169-4758. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10858646 >.

FRASCH, A. C. et al. Comparison of genes encoding Trypanosoma cruzi antigens. Parasitol Today, v.
7, n. 6, p. 148-51, Jun 1991. ISSN 0169-4758. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15463477 >.

FREIRE-DE-LIMA, L. et al. The trans-sialidase, the major Trypanosoma cruzi virulence factor: Three
decades of studies. Glycobiology, v. 25, n. 11, p. 1142-9, Nov 2015. ISSN 1460-2423. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26224786 >.

FREITAS, L. M. et al. Genomic analyses, gene expression and antigenic profile of the trans-sialidase
superfamily of Trypanosoma cruzi reveal an undetected level of complexity. PLoS One, v. 6, n. 10, p.
25914, 2011. ISSN 1932-6203. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22039427 >.

GOTO, Y.; CARTER, D.; REED, S. G. Immunological dominance of Trypanosoma cruzi tandem repeat
proteins. Infect Immun, v. 76, n. 9, p. 3967-74, Sep 2008. ISSN 1098-5522. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18625739 >.

IBANEZ, C. F. et al. Multiple Trypanosoma cruzi antigens containing tandemly repeated amino acid
sequence motifs. Mol Biochem Parasitol, v. 30, n. 1, p. 27-33, Jul 1988. ISSN 0166-6851. Disponivel
em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3135494 >,

JAIN, P. K. et al. Noble metals on the nanoscale: optical and photothermal properties and some
applications in imaging, sensing, biology, and medicine. Acc Chem Res, v. 41, n. 12, p. 1578-86, Dec
2008. ISSN 1520-4898. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18447366 >.

JUNQUEIRA, A.C.V. International meeting: new diagnostic tests are urgently needed to treat patients
with Chagas disease. Rev Soc Bras Med Trop, v. 41, n. 3, p. 315-9, 2008 May-Jun 2008. ISSN 0037-
8682. Disponivel em: < http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/18719818 >.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19651871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20811486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26658314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8084653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10858646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15463477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26224786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22039427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18625739
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3135494
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18447366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18719818

55

JUNQUEIRA, C. et al. The endless race between Trypanosoma cruzi and host immunity: lessons for
and beyond Chagas disease. Expert Rev Mol Med, v. 12, p. €29, 2010. ISSN 1462-3994. Disponivel
em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20840799 >.

Manual ArcticExpress Competent Cells and ArcticExpress (DE3) Competent Cells. Agilent
Technologies, Inc. 2010

Manual Novagem. Pet System manual. 11th Edition
MARTIN, D.; TARLETON, R. Generation, specificity, and function of CD8+ T cells in Trypanosoma cruzi

infection. Immunol Rev, v. 201, p. 304-17, Oct 2004. ISSN 0105-2896. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361249 >.

MCKEAN, P. G. et al. Diversity in repeat-containing surface proteins of Leishmania major. Mol
Biochem Parasitol, v. 86, n. 2, p. 225-35, Jun 1997. ISSN 0166-6851. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9200128 >.

MEDICINES, M. S. F. C. F. A. T. E. International meeting: new diagnostic tests are urgently needed to
treat patients with Chagas disease. Rev Soc Bras Med Trop, v. 41, n. 3, p. 315-9, 2008 May-Jun 2008.
ISSN 0037-8682. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18719818 >.

MENDES, T. A. et al. Repeat-enriched proteins are related to host cell invasion and immune evasion
in parasitic protozoa. Mol Biol Evol, v. 30, n. 4, p. 951-63, Apr 2013. ISSN 1537-1719. Disponivel em:
< http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23303306 >.

MORILLA, M. J.; ROMERO, E. L. Nanomedicines against Chagas disease: an update on therapeutics,
prophylaxis and diagnosis. Nanomedicine (Lond), v. 10, n. 3, p. 465-81, Feb 2015. ISSN 1748-6963.
Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25707979 >.

NETO, R. P. D. M. Gendomica Comparativa para ldentificacdo de Fatores de Viruléncia no
Trypanosoma cruzi: Tese de doutorado do programa de pds graduagdo em Bioinformdtica da
Universidade Federal de Minas Gerais 2013.

OSTERMAVYER, A. L.; CASTRO, A. M. D. Diagndstico soroldgico da doenga de chagas: FIOCRUZ 1997.
PAIS, F. S. et al. Molecular characterization of ribonucleoproteic antigens containing repeated amino

acid sequences from Trypanosoma cruzi. Microbes Infect, v. 10, n. 7, p. 716-25, Jun 2008. ISSN 1286-
4579. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18538614 >.

P’EREZ-JUSTE, J. et al. Gold nanorods: Synthesis, characterization and applications. Coordination
Chemistry Reviews 2005.

RASSI, A.; MARIN-NETO, J. A. Chagas disease. Lancet, v. 375, n. 9723, p. 1388-402, Apr 2010. ISSN
1474-547X. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20399979 >.

RUBIN-DE-CELIS, S. S. et al. Expression of trypomastigote trans-sialidase in metacyclic forms of
Trypanosoma cruzi increases parasite escape from its parasitophorous vacuole. Cell Microbiol, v. 8,
n. 12, p. 1888-98, Dec 2006. ISSN 1462-5814. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16824037 >.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20840799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9200128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18719818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23303306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25707979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18538614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20399979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16824037

56

SCHENKMAN, R. P.; VANDEKERCKHOVE, F.; SCHENKMAN, S. Mammalian cell sialic acid enhances
invasion by Trypanosoma cruzi. Infect Immun, v. 61, n. 3, p. 898-902, Mar 1993. ISSN 0019-9567.
Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8381772 >.

TARLETON, R. L. Depletion of CD8+ T cells increases susceptibility and reverses vaccine-induced
immunity in mice infected with Trypanosoma cruzi. J Immunol, v. 144, n. 2, p. 717-24, Jan 1990. ISSN
0022-1767. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2104903 >.

TARLETON, R. L. Immune system recognition of Trypanosoma cruzi. Curr Opin Immunol, v. 19, n. 4, p.
430-4, Aug 2007. ISSN 0952-7915. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17651955
>,

TARLETON, R. L. et al. Susceptibility of beta 2-microglobulin-deficient mice to Trypanosoma cruzi
infection. Nature, v. 356, n. 6367, p. 338-40, Mar 1992. ISSN 0028-0836. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1549177 >.

TOMLINSON, S. et al. Role of sialic acid in the resistance of Trypanosoma cruzi trypomastigotes to
complement. J Immunol, v. 153, n. 7, p. 3141-7, Oct 1994. ISSN 0022-1767. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8089492 >.

VALENTE, B. M. Antigenos contendo repeticbes de aminoacidos como fatores de viruléncia na
infeccao pelo Trypanosoma cruzi: Dissertacdo de mestrado do programa de pds graduagdo em
Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais 2014.

VERGARA, U. et al. Assay for detection of Trypanosoma cruzi antibodies in human sera based on
reaction with synthetic peptides. J Clin Microbiol, v. 29, n. 9, p. 2034-7, Sep 1991. ISSN 0095-1137.
Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1774331 >.

WHO: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/. Acesso em: 05/01/2016.

WRIGHTSMAN, R. A. et al. Identification of immunodominant epitopes in Trypanosoma cruzi
trypomastigote surface antigen-1 protein that mask protective epitopes. J Immunol, v. 153, n. 7, p.
3148-54, Oct 1994. ISSN 0022-1767. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7522250 >.

YU, C.; IRUDAYARAJ, J. Quantitative evaluation of sensitivity and selectivity of multiplex nanoSPR
biosensor assays. Biophys J, v. 93, n. 10, p. 3684-92, Nov 2007. ISSN 0006-3495. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17660314 >.

ZINGALES, B. et al. The revised Trypanosoma cruzi subspecific nomenclature: rationale,
epidemiological relevance and research applications. Infect Genet Evol, v. 12, n. 2, p. 240-53, Mar
2012. ISSN 1567-7257. Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22226704 >.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8381772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2104903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17651955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1549177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8089492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1774331
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7522250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17660314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22226704



