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RESUMO

Durante a fase cronica da doenca de Chagas, devido a baixa parasitemia e
altos titulos de anticorpos anti-7.cruzi, o diagnostico ¢ realizado preferencialmente
por testes sorologicos. Porém, resultados inconclusivos ou contraditérios
principalmente relacionados as caracteristicas dos antigenos utilizados sdo
observados. Os fatores que influenciam as manifestacdes clinicas da doenca de
Chagas ndo sao bem conhecidos, mas ambas as variagdes genéticas dos hospedeiros e
do parasito parecem estar envolvidos. Véarios estudos tentando correlacionar a cepa de
T. cruzi envolvida na infec¢do com manifestagdes clinicas da doenca, usando
hemocultura e/ou genotipagem baseada em PCR dos parasitos originados de tecidos
humanos infectados, porém, ambas as técnicas possuem limitacdes. O objetivo deste
trabalho foi identificar epitopos lineares de célula B conservados e polimoérficos entre
as cepas de 7. cruzi por predicdo in silico e triagem experimental. Proteinas derivadas
de genes copias simples representados por pares de alelos no genoma de CL Brener
foram os alvos deste estudo. Esta estratégia foi utilizada porque CL Brener ¢ um
recente hibrido entre as linhagens Tcll e Tc III, e epitopos polimoérficos existentes
entre os pares de alelos de CL Brener podem também ser polimorficos nos genotipos
parentais. A reatividade de 150 peptideos foi avaliada utilizando soro de
camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com as cepas Y (Tcll), Colombiana
(Tcl) e CL Brener (TcVI) de T. cruzi. Um total de 36 peptideos foram considerado
reativos e a reatividade cruzada entre as cepas estd em concordincia com a origem
evolucionaria das diferentes linhagens de 7. cruzi. Dois peptideos similarmente
reativos com as diferentes cepas e trés com reatividade especifica para cada cepa
foram sintetizados em solugdo e testados em experimentos de ELISA e ELISA de
afinidade. Um dos peptideos com reatividade similar entre as cepas apresentou
reatividade sem diferenca estatistica entre as cepas e foi reconhecido por anticorpos
de média afinidade com uma especificidade de 93% e sensibilidade de 87%. Este
peptideo também foi diferencialmente reconhecido por soros de pacientes chagasicos
com a forma cardiaca quando comparado com soro de pacientes com a forma
indeterminada da doenca e poderiam ser usado, além do sorodiagnéstico, para
progndstico ou auxilio na identificagdo de manifestagdes clinicas. O outro apresentou
baixos valores de especificidade de (35%) e de sensibilidade (58%). O peptideo

reativo com a cepa Y também foi reativo com soro de pacientes infectados com Tcl e
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os aminoacidos criticos para o reconhecimento por anticorpos foram identificados
apenas no par de alelo pertencente ao haplétipo Esmo. De forma contréria, o peptideo
reativo apenas com Colombiana ndo foi reconhecido por soro de pacientes chagésicos
infectados com Tcll e o mapeamento dos aminoacidos mostrou que apenas o par de
alelo do haplétipo Non-esmo possui o padrdo de ligagdo a anticorpos. O Ultimo
peptideo discriminou corretamente a cepa CL Brener. Os trés peptideos polimorficos
foram derivados de regides repetitivas e juntos apresentaram um alto potencial uso

para sorotipagem do parasito.



ABSTRACT

During chronic phase of Chagas disease, because of the low parasitemia and
high anti-T.cruzi antibody titers, the diagnosis is made preferably by serological tests.
However, contradictory or inconclusive results mainly related to the characteristics of
the antigens used are observed. The factors influencing the variation in the clinical
manifestation of Chagas disease have not been elucidated, but it is likely that genetic
of the host and parasite is involved. Several studies trying to correlate the parasite
strain and clinical manifestation have used hemoculture or PCR-based genotyping.
However, both techniques have limitations. The goal of this work is to identify 7.
cruzi conserved and polymorphic B-cell linear epitopes that could be used for
serodiagnostic and serotyping using ELISA. We have performed B-cell epitope
prediction on proteins derived from single copy genes represented by pair of alleles in
the CL Brener genome. The rationale behind this strategy is that because CL Brener is
a recent hybrid between Tcll and TcllI lineages, it is likely that polymorphic epitopes
in its pair of alleles could also be polymorphic in the parental genotypes. The
reactivity of 150 peptides has been tested using sera from C57BL/6 mice chronically
infected with Colombiana (Tcl) and CL Brener (TcVI) clones and Y (Tcll) strain. A
total of 36 peptides were reactive and the cross-reactivity between the strains is in
agreement with the evolutionary origin of the different 7. cruzi lineages. Two peptides
similarly reactive with different strains and three with reactivity specific for each
strain were synthesized in solution and tested in ELISA and ELISA affinity
experiments. One of the peptides with similar reactivity showed no statistical
difference between the strains and was recognized by intermediate affinity antibodies
with 93% of specificity and sensitivity of 87%. This peptide was also differentially
recognized by sera from chagasic patients with the cardiac form compared with serum
from patients with the indeterminate form of the disease. In addition to the
serodiagnosis, it could be used to prognosis or to aid in the identification of clinical
manifestations. The other peptide had low specificity (35%) and sensitivity (58%)
values . The peptide reactive with the Y strain was also reactive with sera from
patients infected with Tcll and the amino acid critical for recognition by antibodies
were identified only in the allele of haplotype Esmo. Conversely, the peptide reactive

only with Colombia was not recognized by sera from patients infected with TcIl and
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mapping of the amino acids showed that only the allele of Non-esmo haplotype has
the pattern of antibodies binding. The last peptide correctly discriminated strain CL
Brener. The three peptides were derived from polymorphic repetitive regions and

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



1 INTRODUCAO

Doengas infecciosas causadas por protozoarios continuam a ser uma das
maiores causas de mortalidade em paises pobres e em desenvolvimento (WHO,
2007). Dentre elas estd a doenga de Chagas, uma zoonose causada pelo parasito
hemoflagelado Trypanosoma cruzi que estd presente em 18 paises da América
Latina, do norte do México ao sul da Argentina. Segundo estimativas, 10 milhdes de
pessoas estdo infectadas, 21.000 mortes ocorrem anualmente e sdo diagnosticados
cerca de 50-200 mil novos casos por ano (WHO, 2010; Dias, 2007). A doenca de
Chagas ¢ classificada pela Organizagdo Mundial da Satde no grupo das doengas
negligenciadas, uma vez que as companhias farmacéuticas ndo tém investido no
desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra estas parasitoses por nao ser
economicamente atrativo (WHO, 2002). Atualmente ndo ha vacinas disponiveis, e

tdo pouco hé drogas efetivas para o tratamento da doenca de Chagas cronica (WHO,

2010).

1.1 Ciclo de vida do T. cruzi e a doen¢a de Chagas

O ciclo de vida do parasito encontra-se esquematizado na FIGURA 1. A
transmissdo se inicia quando os insetos hematdéfagos infectados da ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e sub-familia Triatominae, apds sugarem o hospedeiro vertebrado,
defecam e liberam as formas infectivas tripomastigotas metaciclicas do parasito sobre
a pele (Chagas, 1909). Estas formas penetram através da pela lesada e mucosas e
invadem as células hospedeiras, iniciando o ciclo intracelular. No citoplasma, o
parasito se diferencia na forma amastigota que, apos sucessivas divisdes bindrias, se
diferencia em tripomastigotas sanguineos, sendo liberados na corrente sanguinea apos
o rompimento da célula parasitada. Os tripomastigotas liberados pela ruptura celular
sdo capazes de infectar uma variedade de células nucleadas iniciando um novo ciclo
de reproducdo assexuada. Eventualmente, as formas amastigotas liberadas pelo
rompimento da célula parasitada podem ser fagocitadas ou invadir células ndo
fagociticas (Fernandes ef al., 2007) iniciando um novo ciclo intracelular. Ao picar o

hospedeiro infectado, o inseto vetor ingere o sangue contaminado e, as formas



tripomastigotas presentes no trato digestivo do triatomineo se diferenciam nas formas
epimastigotas. Essas formas, ndo infectivas para o hospedeiro vertebrado, sdo capazes
de multiplicar rapidamente e, uma vez tendo atingido as por¢des terminais do
intestino do vetor, se diferenciam novamente nas formas tripomastigotas metaciclicas
(Brener, /1973; Garcia et al., 1991; De-Souza, 2002).

Apesar do progresso das ultimas décadas quanto a erradicacdo do vetor
Triatoma infestans, a transmissao vetorial da doenga de Chagas por esta espécie ainda
permanece em outros paises da América Latina, e através de outras espécies no Brasil
(Dias et al., 2002). Além da transmissao vetorial, também foram observados outras
formas de transmissdo do parasito, como a via oral, transfusional, congénita, por
transplantes de orgaos, acidentes laboratoriais. A via transfusional ¢ considerada a
segunda via mais freqiiente de infec¢do, tendo especial importancia epidemioldgica,
uma vez que pode levar a doenga a 4reas sem transmissdo natural (Dias et al., 2002;
Vinhaes et al., 2000).

A doenca de Chagas possui duas fases caracteristicas: aguda e cronica. A fase
aguda ¢ caracterizada por uma alta parasitemia que resulta na disseminacdo do
parasito em diversos tecidos do hospedeiro. As manifestacdes clinicas desta fase
podem ser acompanhadas de febre, edema localizado e generalizado, hepatomegalia,
esplenomegalia e, as vezes, perturbacdes neuroldgicas e insuficiéncia cardiaca. Esta
fase tem uma duracdo média de 2 a 3 meses. Na fase cronica da doenca,
caracterizada por baixa parasitemia e persisténcia da infeccdo associada a presenga
de anticorpos contra varios antigenos do parasito, pode haver comprometimento do
sistema cardiaco, digestivo ou ambos (Brener, 1973). Doentes nesta fase podem
permanecer assintomaticos indefinidamente (Brener et al, 2000), sendo
denominados pacientes de fase cronica indeterminada. Entretanto, em cerca de 20 a
30% dos individuos infectados, ocorrem manisfestagdes cardiacas e/ou
gastrointestinais. A maioria das mortes decorrentes da infeccdo chagésica ocorre
devido a falha congestiva do coracdo (Brener ef al., 2000). Apesar da infeccao pelo
T. cruzi resultar em um amplo espectro de manifestacdes clinicas, os fatores
determinantes destas diferencas clinicas da doengca nao sao bem conhecidos.
Acredita-se que a variabilidade genética tanto do parasito quanto do hospedeiro
devem influenciar a evolugao clinica da doenca.

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

e a transfusional. Porém, medidas de controle vetorial proporcionaram a eliminagao
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da transmissdo da doenga pelo Triatoma infestans, principal espécie vetora adaptada

ao intradomicilio, e a transmissdo transfusional sofreu uma importante reducio apos
a implantacdo de medidas que visam o controle de doadores de sangue e de
hemoderivados (Dias et al., 2002). Atualmente, as vias de transmissdo vertical
(congénita) e oral ganharam importancia epidemiologica, sendo responsaveis pela

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

Inseto Reduviidae
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FIGURA 1 - Ciclo de vida do T.cruzi (descri¢ao no texto).
Fonte: adaptado de Macedo et al., 2002.



1.2 Diagnéstico da doenca de Chagas

O diagnostico da doenga pode ser realizado de diferentes formas, dependendo
do estagio da infeccdo. Nos casos de suspeita de fase aguda da doenga, devido ao
elevado numero de tripomastigotas circulantes, sdo priorizados o0s exames
parasitoldgicos. J& na suspeita de fase cronica, devido a baixa parasitemia e uma forte
e persistente resposta humoral induzida pela infeccdo pelo 7. cruzi, a pesquisa de
anticorpos especificos contra antigenos do parasito deve ser realizada. O diagndstico
seguro na fase cronica da doenca ¢ importante do ponto de vista epidemioldgico, uma
vez que a transmissdo do 7. cruzi por transfusdo de sangue, doado por individuo
assintomatico, ¢ um dos principais problemas de saude publica nos paises onde a
doenca ¢ endémica. Além disso, na auséncia de métodos de diagnostico efetivos,
individuos infectados podem ndo ser identificados e tratados e, mesmo quando
tratados, a eficiéncia do tratamento ndo pode ser eficientemente avaliada. Além disto,
a avaliacdo da eficiéncia de qualquer iniciativa de bloqueio da transmissdo ou
vacinagdo fica comprometida (Ministério da Satde, 2006).

Os trés testes sorologicos mais utilizados sdo a hemaglutinagao indireta (HAI), a
imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste imunoenziméatico (ELISA) (Ministério da
Saude, 2006). Nos testes de ELISA e HAI, pesquisa-se a reagcdo de anticorpos de
pacientes contra antigenos do parasito, enquanto que na IFI, pesquisa-se a reagdo de
anticorpos contra epimastigotas fixados em laminas. A Organizagdo Mundial da
Saude recomenda o uso de pelo menos dois testes sorologicos de principios diferentes
(WHO, 2002). Testes soroldgicos inconclusivos ou contraditorios provenientes de
diferentes laboratdrios tém sido observados. Estas discrepancias tém sido relacionadas
a diferengas em relacdo ao antigeno utilizado nos testes imunologicos, principalmente
quando utilizados extrato bruto ou semi-purificado geralmente das formas
epimastigotas, as quais estdo presentes no inseto vetor, mas ausentes no hospedeiro
mamifero ou a erros técnicos (Gomes, 1997; Tarleton et al., 2007). Além disto, varios
autores tém relatado a ocorréncia de resultados falso-positivos devido a reatividade
cruzada com antigenos de Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (Guhl et al., 1985;
Andrade et al., 1988; Chiller et al., 1990).

Recentemente, o uso de antigenos recombinantes e peptideos sintéticos tém
sido preferencialmente usados em substitui¢do a lisados do parasito. Essas novas

metodologias possuem maior reprodutibilidade dos resultados e eliminagdo de etapas
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que envolvam a manutenc¢do e processamento de parasitos vivos (Frasch et al., 1991;
Da-Silveira et al., 2001; Meira et al., 2002). Muitos desses antigenos sdo altamente
especificos, mas em alguns casos a sensibilidade ndo ¢ ideal (Caballero et al., 2007).
A fim de se aumentar a sensibilidade dos testes, foi proposto o uso de coquetéis de
proteinas recombinantes e peptideos sintéticos (Da-Silveira et al, 2001). O uso
combinado dos antigenos CRA (antigeno repetitivo citoplasmatico) e FRA (antigeno
repetitivo flagelar) (Frasch ef al., 1991) e a mistura de antigenos B13 correspondente
a uma proteina de superficie, a proteina flagelar 1F8 e a proteina de citoesqueleto H49
(Umezawa et al., 2003) tem gerado resultados promissores.

Apesar dos avangos obtidos nos ultimos anos, os métodos de diagndstico
disponiveis da doenga de Chagas ainda possuem diversas limitagdes. Entre elas, a
variabilidade genética do parasito pode ser responsavel por casos de falso-negativos

na diagnostico da doenga (Bhattacharyya et al., 2010).

1.3 Variabilidade genética de 7. cruzi

Estudos epidemioldgicos, bioquimicos e moleculares t€ém demonstrado que o
taxon 7. cruzi ¢ extremamente heterogéneo tanto genotipicamente quanto
fenotipicamente. Baseado em vérios marcadores moleculares, o tdxon 7. cruzi foi
dividido inicialmente em duas linhagens geneticamente distintas denominadas 7. cruzi
I e T. cruzi 1l (Souto et al., 1996). Posteriormente foi proposto que a linhagem II fosse
subdividida em cinco sub-linhagens nomeadas Ila-Ile (Brisse ef al., 2001). Evidéncias
foram entdo reportadas para a existéncia de uma terceira linhagem denominada 7.
cruzi III (De-Freitas ef al., 2006). Recentemente, houve uma reclassificacao das cepas
de T. cruzi mostrada na FIGURA 2, agora divididas em seis linhagens nomeadas Tc I-
VI, com os grupos Tc V e VI englobando cepas hibridas (Zingales et al., 2009).
Apesar de sua reproducdo ser predominantemente clonal, evidéncias de raros eventos
envolvendo troca de material genético ja foram detectadas (Brisse et al., 2001;

Machado et al., 2001; Sturm et al., 2003; Westenberger et al., 2006).



Tempo Ancestral comum

T.cruzil T.cruzill
Hibrido 1/11
T.cruzi IV T.cruzi lll T.cruzi ll
Hibride 1I/11I
T.cruzil | |T.cruzi IV| | T.cruzi | |T.eruzi V| |T.cruzi VI [ T.cruzi Il

FIGURA 2 — Relacao filogenética entre as seis linhagens Tc I-VI de 7. cruzi.
Fonte: adaptado de (Sturm ef al., 2003)

Diferentes linhagens possuem diferentes caracteristicas biologicas,
susceptibilidade a drogas, bem como tropismo teciduais diferenciados. A
sensibilidade in vivo das cepas Peru, Sonya e Y de 7. cruzi a 15 drogas mostrou ser
bastante varidvel quando mensurado a porcentagem de parasitos resistentes (Cover et
al., 2004). Quanto ao tropismo, verificou-se um maior nimero de amastigotas no
coracdo e bago de camundongos com a cepa MORC-1, quando comparado com a cepa
MORCS-2 e esta diferenca parece estar relacionada uma resposta imunoldgica perfil
Th-2 na infecgdo pela cepa MORC-1, enquanto MORC-2 estimula principalmente um
perfil de resposta Th-1 (Caetano ef al., 2010). Em um outro trabalho, parasitismo
extremo foi observado no bago, figado e medula 6ssea de camundongos inoculados
com as cepas Y e Berenice. Em contraste, a cepa CL ndo foi detectada nestes 6rgaos
(Melo et al., 1978). Forma sanguinea destas trés cepas aparentemente apresentaram
diferengas quanto a taxa de internalizagdo por macrofagos e o parasitismo da
musculatura de 6rgaos cavitarios foi maior para a cepa Berenice do que Y e CL (Melo
et al., 1978). Outro trabalhou mostrou um maior parasitismo da cepa JG em coragdes

de camundongos BALB/c que foram infectados com uma mistura artificial contendo
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igual propor¢do de tripomastigotas das cepas JG e Colombiana (Andrade ef al., 1999).
Um segundo trabalho deste mesmo grupo mostrou que Colombiana invade com maior
eficiéncia as células cardiacas, mas a multiplicagdo dos parasitos da cepa JG ¢ mais
eficiente, o que explica o maior parasitismo do coragdo por esta cepa (Andrade et al.,
2010). Este trabalho mostrou que o desenvolvimento intracelular ¢ importante para
determinar o tropismo tecidual do parasito. As caracteristicas bioldgicas das cepas
também variam de acordo com o hospedeiro como observado no estudo experimental
em roedor Zygodontomys lasiurus. Neste hospedeiro, a paténcia da infec¢do variou de
26 a 29 dias nos animais inoculados com a cepa Y, enquanto que em camundongos
esta paténcia varia de 14 a 16 dias (Borges et al., 1983).

A grande variabilidade genética entre as linhagens do parasito, sobretudo
devido ao tropismo diferencial, poderia ser um dos fatores envolvidos na evolugdo
diferentes manifestagdes clinicas em pacientes chagasicos. Contudo, nenhum estudo
conseguiu identificar claramente um padrio entre linhagem e manifestacdo clinica da
doenga de Chagas. Apesar disso, esta hipotese ndo foi descartada uma vez que
correlacdes entre padrdes de distribuicao geografica associadas as diferentes linhagens
de T. cruzi e manifestagdes clinicas da doenca de Chagas tém sido reportados. Em
paises do clone sul da América do Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai,
Uruguai) onde a doenga de Chagas ¢ considerada mais severa, 7. cruzi I (atual Tc I)
estd associado com o ciclo silvestre de transmissdo infectando principalmente
mamiferos arbdreos, enquanto que as cepas 7. cruzi Il (atual Tc II, V e VI)
predominam no ciclo doméstico infectando homens e outros mamiferos terrestres
(Freitas et al., 2005; Yeo et al., 2005). Por outro lado, Tc I predomina na bacia
Amazonica e em dareas endémicas para doenca de Chagas na Venezuela.
Manifestacdes patoldgicas digestivas associadas a infec¢do pelo 7. cruzi sdo mais
comuns nas regides do Brasil Central e sul da América do sul, mas raras ou ausentes

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

1.4 Genotipagem e sorotipagem dos parasitos

A fim de investigar a correlacdo entre a variabilidade genética do 7. cruzi e as
diversas manifestagdes clinicas da doenca de Chagas, varias metodologias tém sido

usadas para identificar a linhagem do parasito que estd causando a infec¢do. Com a
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atual reclassificag@o das linhagens de 7. cruzi em Tc I-VI (Zingales et al., 2009), trés
marcadores moleculares combinados sdo capazes de discriminar essas linhagens.
(FIGURA 3) O primeiro marcador se baseia no polimorfismo de dois sitios de
restricdes da enzima Alul presentes no gene codificador da COIIl presente nas
sequéncias de maxicirculos do parasito. A regido alvo ¢ amplificada por PCR e os
“amplicons” sdo digeridos com a enzima A/ul. O padrao dos fragmentos obtido
permite separar as linhagens de 7. cruzi em trés grupos diferentes (De-Freitas ef al.,
2006). Outro marcador se baseia na diferenca do tamanho de fragmentos obtidos da
amplificacdo por PCR da regido intergénica dos genes codificadores de mini-éxon
presentes nos minicirculos de 7. cruzi (Burgos et al., 2007). O ultimo marcador
também se baseia na diferenca do tamanho de fragmentos obtidos da amplificacdo por
PCR, porém da regido codificadora da subunidade 24Sa do RNA ribosomal de 7.
cruzi (Souto et al., 1996).

A maioria das técnicas usadas para genotipagem requer o isolamento do parasito
a partir de sangue de pacientes e posterior crescimento em meio de cultura ou em
animais. Como muitas populagdes de 7. cruzi sdo policlonais, acredita-se que esta
estratégia possa selecionar sub-populagdes de parasitos mais adaptadas as condicdes
de crescimento usadas (Macedo e Pena, 1998). Além disto, em face da ocorréncia de
tropismo tecidual diferencial em algumas cepas de 7. cruzi (Andrade et al., 1999), os
clones presentes no sangue do paciente podem ndo ser os mesmos encontrados nas
lesdes teciduais. Para contornar estas limitagoes foram desenvolvidas técnicas
baseadas em PCR convencional e real-time PCR para genotipagem de parasitos
diretamente de tecidos humanos cronicamente infectados (Vago et al., 1996; Freitas et

al., 2005).
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FIGURA 3 — Discriminacio das linhagens de 7. cruzi utilizando trés marcadores
moleculares. Inicialmente, parasitos devem ser analisados por PCR-RFLP do gene
COIl seguido por digestdo por Alul (Freitas et al., 2006), o qual permite a
discriminacdo de Tc I e Tc II entre si e as outras linhagens (Tc III-VI) apresentam o
mesmo padrdo de fragmentos. A fim de discriminar as linhagens Tc IIl a VI, sdo
analisados outros dois marcadores. Um deles ¢ regido ITS de miniexon (Burgos et al.,
2007) e resulta em dois distintos “clusters”, um formado por Tc III e Tc IV e outro
por Tc V e Tc VI. O passo final compreende a PCR para amplificar rDNA 24Sa
(Souto et al., 1996). Fonte: extraido de Macedo e Segatto, 2010.

Ainda ndo existe uma metodologia para sorotipagem de 7. cruzi. Porém alguns

polimorfismos de sequéncia e de tamanho em proteinas antigénicas entre diferentes

cepas do parasito ja foram identificados (Pais ef al., 2008; Bhattacharyya ef al., 2010).

Essas diferencas podem resultar em um reconhecimento diferencial por anticorpos

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

2010).

1.5 O genoma da cepa CL-Brener

As sequéncias completas dos genomas do parasito 7. cruzi e de outros dois

tripanosomatideos, 7. brucei e parasitos do género Leishmania, t€m sido elucidadas
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(El- Sayed et al., 2005; Berriman et al., 2005; Ivens et al., 2005; Peacock et al., 2007).
No caso de T. cruzi, o clone CL Brener pertencente a linhagem Tc VI (Zingales et al.,
2009) foi escolhido para ter o genoma sequenciado por ser bem caracterizado
experimentalmente (Zingales et al., 1997). Sua uma natureza hibrida e altamente
repetitiva dificultou a montagem do genoma resultando em 32746 ’contigs®
parcialmente agrupados em 638 “’scaffolds” (El-Sayed et al., 2005; Weatherly et al,
2009).

Alguns estudos sugerem que a linhagem Tc VI, a qual pertence o clone CL
Brener, pode ter se originado a partir de um evento de hibridacdo envolvendo a
linhagem ancestral de Tc II e Tclll conforme mostrado na FIGURA 2 (Sturm ef al.,
2003). Com o objetivo de se tentar discriminar os dois haplétipos de CL Brener,
como parte da iniciativa do projeto genoma de 7.cruzi, o genoma da cepa Esmeraldo,
pertencente a linhagem Tc II, foi também parcialmente sequenciado com uma
cobertura de 2,5X. Os “contigs” de CL Brener foram entdo comparados com as
sequéncias individuais (reads) de Esmeraldo, permitindo distinguir os dois hapldtipos
para algumas regides do genoma de CL Brener. Assim, para cerca de metade dos
genes de CL Brener foi possivel determinar qual alelo ¢ mais similar as sequéncias do
genoma de Esmeraldo, sendo denominado Esmeraldo-like. Por outro lado, os alelos
menos similares as sequéncias de Esmeraldo foram denominados Non-Esmeraldo-
like. Aproximadamente 22570 genes codificadores de proteinas foram preditos no
genoma diploide, com 6159 representando alelos presentes no haplétipo similar a Tc
II (Esmeraldo-like), 6043 genes representando alelos do outro haplétipo (Non-
esmeraldo-like) e 10368 representando sequéncias que ndo puderam ser classificados
para um haplétipo particular. Os dois haplotipos possuem alto nivel de sintenia, com
as maiores divergéncias devido a insercdo e/ou delecdo em regides intergénicas e
subteloméricas e amplificacdes de sequéncias repetitivas (FIGURA 4). A média de
divergéncia entre os dois haplotipos € 5,4%, sendo que esta diferenca diminui para

2,2% em regides codificadoras (El-Sayed et al., 2005).
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FIGURA 4 — Comparacio da arquitetura genomica de tripanossomatideos.
Sequéncias codificadoras dos cromossomos 7 de 7. brucei foram alinhadas com
sequéncias codificadoras dos cromossomos 22 de L. major e “scaffolds” do genoma
da cepa CL Brener de 7. cruzi. Retangulos vermelhos, roxos de azuis representam
genes de L. major, T. brucei e T. cruzi, respectivamente. As linhas cinza conectam
genes ortologos. Linhas azuis conectam pares de alelos nos dois haplétipos de CL
Brener. Tridngulos laranja representam retroelementos, tridngulo preto representa uma
regido telomérica. Caixas boninas e verdes destacam clusters génicos codificadores de
proteinas de superficie em 7.cruzi.
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2 JUSTIFICATIVA E MOTIVACAO

A doenca de Chagas continua sendo um grave problema de satde publica na
América Latina. Nao ha vacinas contra a doenga e o tratamento possui sérias
limitacdes, sendo de eficiéncia restrita praticamente a fase aguda, quando a infec¢do
pode ndo ser detectada devido a ocorréncia de sintomas pouco especificos. Os
métodos de diagnodstico também apresentam problemas. Vdrios testes utilizam
extratos brutos ou semi-purificados de epimastigotas, formas que ndo sdo encontradas
no hospedeiro mamifero. Além disso, resultados falso-positivos devido a reagdo
cruzada com parasitos do género Leishmania e T. rangeli tém sido reportados. Um
outro aspecto importante ainda ndo elucidado diz respeito aos fatores determinantes
da variabilidade clinica da doenca de Chagas. Acredita-se que tanto componentes
genéticos do parasito quanto do hospedeiro sejam importantes na defini¢do da
evolucdo clinica da doenga. Estudos buscando correlacionar as cepas envolvidas na
infeccdo com a manifestacao clinica da doenca tém utilizado, na maioria das vezes,
técnicas de crescimento in vitro usando sangue de pacientes como inoculo
(hemocultura) e genotipagem do parasito diretamente de tecidos infectados através de
técnicas de PCR. Ambas estratégias apresentam limitagdes. A hemocultura pode levar
a selecdo de subpopulacdes de parasitos mais adaptados ao crescimento in vitro,
enquanto que a identificagdo do parasito no sitio da infeccao pode limitar o ntimero de
amostras analisadas j& que envolvem técnicas de custos elevados, sdo laboriosas, sdo
realizadas em equipamentos sofisticados e requerem tecidos de pacientes obtidos por
procedimentos cirirgicos ou autopsias. Nenhuma metodologia de sorotipagem do
parasito foi até o momento proposta. Neste contexto, propomos identificar peptideos
derivados de epitopos de célula B conservados e polimoérficos entre as diferentes
cepas do parasito, visando contribuir para melhorar o sorodiagnostico e realizar
sorotipagem dos parasitos por ELISA, respectivamente. A técnica de ELISA foi
escolhida por ser menos invasiva, de facil execucdo e automacao, permitindo estudos
e aplicacdo em grande nimero de amostras. A identifica¢do destes alvos foi facilitada
com a publicacdo do genoma do parasito que, conjuntamente com a disponibilidade
de algoritmos de predi¢do de epitopos, permite o uso de abordagens em larga escala
para a identificacdo de novos antigenos. Assim, utilizando os dados do proteoma
predito de 7. cruzi e algoritmos de predicdo de epitopos de célula B, nds nos

propusemos a identificar potenciais alvos especificos para sorodiagnostico e
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sorotipagem de 7. cruzi. Esta estratégia foi utilizada porque CL Brener ¢ um recente
hibrido entre as linhagens Tcll e Tc III, e epitopos polimoérficos existentes entre os
pares de alelos de CL Brener podem também ser polimorficos nos genotipos parentais

e serem extrapoladas para as linhagens de 7. cruzi existes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Rastrear o proteoma de 7. cruzi para identificar epitopos de células B usando os
dados gerados no projeto genoma de 7. cruzi, ferramentas de bioinformatica e ensaios
experimentais de validagdo com um objetivo de identificar epitopos conservados em
diferentes cepas do parasito visando melhorias do diagnostico sorologico da doenca
de Chagas e epitopos polimorficos visando a sorotipagem dos parasitos que infectam

cada paciente.

3.2 Objetivos especificos:

1. Identificar epitopos polimorficos e conservados entre os pares de alelos de genes
copias simples dos haplotipos Esmo e Non-esmo do proteoma predito da cepa CL
Brener de 7. cruzi utilizando o algoritmo de predicao de epitopos lineares de células B

BepiPred (Larsen ef al., 2006) e analises de polimorfismo.

2. Realizar triagem dos epitopos preditos através da avaliagdo da reatividade de soros
de camundongos C57BL/6 infectados com trés cepas de 7. cruzi pertencentes a
diferentes linhagens evolutivas do parasito contra um “array” de peptideos

covalentemente ligados a uma membrana de celulose;

3. Validar por ELISA e ELISA de afinidade a reatividade de soros de camundongos
C57BL/6 infectados com diferentes cepas do parasito contra os peptideos mais

promissores para sorotipagem e sorodiagnoéstico sintetizados na forma soltivel;

5. Avaliar reconhecimento dos peptideos selecionados por IgM e IgG em soro de
cobaias (Cavia porcellus) em diferentes tempos apds a infecgdo com a cepa Y de 7.

Cruzi.

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

camundongos C57BL/6 infectados com Trypanosoma rangeli e de pacientes
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infectados com Leishmania braziliensis;
5. Mapear os aminoacidos envolvidos no reconhecimento dos peptideos pelos soros
de camundongos C57BL/6 infectados com as diferentes cepas de 7. cruzi, T. rangeli e

soros de pacientes infectados com L. braziliensis,

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

de peptideos selecionados;

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

clinicas da doenga contra o painel de peptideos selecionados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e produtos:

* 4-metilpiperidina — Merck;

* Acetonitrila P.A.-A.C.S.— Synth

e Acido citrico — CRQ;

e Acido sulfurico A.C.S. — Isofar;

* Acido trifluoroacético — Merck;

* Albumina sérica bovina — Fitzgerald;

* Agarose ultrapure — Life Technologies;

* Anidrido acético — Merck;

* Anti-IgG humano conjugado com peroxidase — SIGMA ALDRICH;
* Anti-IgG murino conjugado com peroxidase — SIGMA ALDRICH;
* Anti-IgG porquinho-da-india conjugado com peroxidase — SIGMA ALDRICH;
* Anti-IgM porquinho-da-india conjugado com peroxidase — SIGMA ALDRICH;
* Azul de bromofenol — SIGMA ALDRICH;

* Bis acrilamida 40% - Bio-Rad

* Carbonato de sodio — SIGMA ALDRICH;

* Cloreto de potassio P.A. — Synth;

* Cloreto de sodio P.A. — Synth;

* Cloreto de calcio P.A.-A.C.S. — Synth;

* Cloreto de magnésio — Synth;

* DIC — Novabiochem;

* Diclorometano — SIGMA ALDRICH;

* ECL Plus Western blotting — GE Healthcare;

* Enzima de restricao A/u I — Fermentas;

* Etanol — Merck;

e Eter diisopropilico — Merck;

* Fmoc-aminoacidos — Intavis AG;

* Fosfato basico de s6dio P.A. — Nuclear;

* Fosfato bibasico de sodio P.A. — Nuclear;

* GIBCO RPMI — Invitrogen;
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* Glicose P.A.-A.C.S. — Vetec;

* GoTaq DNA Polymerase 5X — Promega;
* Hemina — SIGMA ALDRICH;

* Hidréxido de sodio — Merck;

* HOBt — Novabiochem:;

* Infusdo de Figado — Difco BD;

* Nitrato de prata — Merck;

* OPD - SIGMA ALDRICH;

* Peroxido de hidrogenia 30 V — Vetec;

* L-Prolina — Merck;

* Resina RINK amidada — Novabiochem;
* Solugdo Penicilina/Estreptomicina — SIGMA ALDRICH;
* Soro Bovino Fetal — Cultilab;

Sulfato de cobre — Proquimios;

Taq polimerase — Phoneutria;
Tripsina/EDTA — Cultilab
Triptose — HIMEDIA;

Triisopropilsilano — Merck;
Tween 20 U.S.P. — Synth;
Uréia P.A. — Vetec;

4.2 Bancos de dados

Os dados originados do projeto genoma da cepa CL Brener de T. cruzi (El-
Sayed et al., 2005) encontram-se em um servidor no Laboratério de Imunologia e
Genomica de Parasitos no Departamento de Parasitologia/UFMG. Estes dados estao
estruturados em um banco relacional MySQL v5.0. Neste trabalho utilizou-se um
banco de dados de sequéncias nucleotidicas do genoma diploide, e suas respectivas
sequéncias protéicas preditas de pares de alelos de genes copia simples, excluindo-se
pseudogenes e genes parciais. Os pares de alelos de cada gene foram classificados
como Esmeraldo-like (Esmo) e Non-esmeraldo (Non-esmo) por possuirem maior ou
menor identidade com sequéncias da cepa Esmeraldo, respectivamente (El-Sayed et

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

O pipeline da analise, resumido na FIGURA 5, foi desenvolvido com scripts em
Bash e linguagem PERL. Inicialmente epitopos lineares de célula B foram preditos
em todo o proteoma da cepa CL Brener de 7. cruzi utilizando o programa BepiPred
(Larsen et al., 2006). Este programa atribui a cada aminoacido da sequéncia uma
pontua¢do de predicao que se correlaciona positivamente com a probabilidade daquele
aminodcido participar de um epitopo linear de célula B. Nesta analise utilizamos uma
abordagem conservativa com valor de corte igual a 1.3, o que significa que apenas
aminoacidos com pontua¢do de predicdo acima de 1.3 foram considerados como
provaveis participantes de epitopos. Este valor de corte fornece 96% de especificidade
e 13 % de sensibilidade, minimizando a sele¢do de muitos epitopos falso-positivos
(CBS, 2010). Utilizamos dois peptideos controle correspondente ao epitopo
AAKTAAKPAAKSAAKPAAKP previamente mapeado na proteina L7a
(Tc00.1047053506401.320) (Pais et al., 2008) e ao epitopo AEPKSAEPKPAEPKS
mapeado em um trans-sialidase (Tc00.1047053510307.284) de T. cruzi (Peralta et al.,
1994). O controle negativo corresponde ao peptideo PIELVLWMPTLCRAN esta
presente na regido da proteina L7a para a qual ndo ¢ observada reatividade com o soro
de individuos infectados (Pais et al. 2008).

Utilizando também o proteoma predito de 7. cruzi, os pares de alelos de genes
copias simples Esmo e Non-esmo previamente identificados (El-Sayed, Myler et al.
2005) foram alinhados utilizando o programa Clustal W (Chenna et al., 2003). Cada
aminodacido alinhado recebeu uma pontuacio, de acordo com a interpretagdo do seu
alinhamento, conforme a TABELA 1. Um script em Perl utilizando a metodologia de
janela deslizante percorreu sequéncias de 15 aminodcidos ao longo de toda a proteina,
a fim de correlacionar as pontuagdes de polimorfismo e de predi¢do de epitopos
lineares de célula B. Optou-se por avaliar sequéncias de 15 aminoacidos, pois este € o
tamanho ideal para as metodologias de sintese de peptideo utilizadas neste trabalho.
Sequéncias com o somatorio dos scores de polimorfismo acima de 6 e score médio de
predicdo do Bepipred acima de 1.3 foram consideradas como epitopos polimorficos.
Sequéncias de 15 aminodcidos com score médio de predi¢ao de epitopo igual entre as

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

A)

Proteoma predito de T. cruzi | . | Epitopos lineares de
(cepa Cl Brener) =mBepipredmsp célula B

| Esmo-like l l Non-esmo ‘

Clus!l W

Alinhamento dos pares de alclos‘

Script em Perl

—

| Epitopos polimérficos | [ Epitopos conservados

B)

Epitopos lineares de célula B conservados e
polimoérficos de 7' cruzi

——

tBLASTn BLASTp

l 1

Proteomas preditos de:
L. braziliensis
L. infantum
L. major
T. brucei

Sequencias nucleotidicas
de T. rangeli

Eliminagio de peptideos com alta similaridade

FIGURA 5 — Pipeline para identificacio de epitopos polimorficos e conservados
T. cruzi especificos. A) Epitopos identificados no proteoma predito da cepa CL-
Brener de 7. cruzi foram classificados em polimorficos e conservados de acordo com
o alinhamento dos pares de alelos de genes copias simples que continham sua
sequéncia. B) Epitopos com sequéncia similar em genomas e proteomas de outros
parasito evolutivamente proximos a 7. cruzi foram eliminados.
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TABELA 1 — Pontuacio de alinhamento entre proteinas Esmo e Non-esmo de 7.
cruzi.

Interpretacio do alinhamento Pontuacao
Aminoécidos idénticos 0
Aminodcidos diferentes com propriedades quimicas similares 1
Aminodcidos diferentes com propriedades quimicas diferentes 2
Gap em sequéncia 3

Para minimizar a chance de reagdo cruzada com outros parasitos
filogeneticamente relacionados, sequéncias de peptideos com alta similaridade com
proteinas de outros tripanossomatideos foram identificadas utilizando o algoritmo
BLAST (Altschul et al., 1990) e descartadas (FIGURA 5B). A versdo do algoritmo
denominada blastp foi utilizado para comparar epitopos polimoérficos e conservados
com o proteoma predito de L. braziliensis, L. infantum, L. major e T. brucei. Epitopos
polimoérficos e conservados também foram comparados com “contigs” de 7. rangeli
utilizando a versdo tblastn do algoritmo. Epitopos com mais de 70% de identidade ao

longo de mais de 70% da sequéncia foram eliminados das analises subsequentes.

4.4 Parasitos

Foram utilizadas neste estudo cepas pertencentes a trés diferentes linhagens de
T. cruzi, conforme especificado na TABELA 2. Culturas de epimastigotas mantidas a
28°C em meio LIT (Camargo, 1964) suplementado com 10% de soro bovino fetal,
100 ug de estreptomicina/ml e 100 unidades de penicilina/ml. As culturas foram
repicadas a cada 3 dias mediante inoculos de 1 x 10° células/ml até a fase logaritmica
de crescimento, quando a densidade celular era de aproximadamente 1 x 10’
células/ml (Bartholomeu et al., 2002). A fim de se obter formas tripomastigotas
metaciclicas para a infeccdo in vitro, formas epimastigotas de cultura em fase
logaritmica de crescimento foram submetidas a um estresse nutricional. Para isso, os
parasitos foram centrifugados a 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) por 10
minutos a 4 °C, ressuspensos em meio TAU, na concentragdo de 1 x 10° células/ml e

mantidos a 28°C por 2 horas (Camargo, 1964). Apds este periodo de estresse
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nutricional, o meio foi suplementado com 10 mM de L-Prolina (TAUG) e os parasitos
foram cultivadas por 72 horas a 28°C. Durante este periodo os parasitos aderiram as
paredes das garrafas de cultivo e diferenciaram-se em formas tripomastigotas
metaciclicas, soltando-se entdo do substrato (Bonaldo er al., 1988). Formas
tripomastigotas metaciclicos foram recolhidas do sobrenadante e concentradas por

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

TABELA 2 — Cepas de 7. cruzi utilizadas.

Cepa Linhagem
Colombiana Tecl

Y Tc II
Cl Brener Tc VI

Os tripomastigotas metaciclicos obtidos foram utilizados para infectar células L6
(mioblasto de rato) e a infec¢do mantida em meio RPMI suplementado com 2% de
soro fetal bovino, 100 ug de estreptomicina/ml e 100 unidades de penicilina/ml a 37
°C e 5% de CO; (Bartholomeu et al., 2002). Os tripomastigotas obtidos de cultura que
foram separados do meio por centrifugacdo 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R)
a 4°C por 10 min.

Epimastigotas da cepa SC-58 de T. rangeli mantidos em meio LIT a 28 °C
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 ug de estreptomicina/ml e 100
unidades de penicilina/ml até a fase logaritmica de crescimento (10* parasitos/ml). Ao
atingir esta densidade, a cultura era repicada a uma densidade de 10° parasitos/ml. Na
fase logaritmica, epimastigotas foram separadas do meio de cultura por centrifugacdo
3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) a 4°C por 10 min, seguido de trés sucessivas
lavagens com PBS e centrifugagdes. Diferenciagdo das formas epimastigotas para
formas tripomastigotas foi induzida em meio DMEM com pH 8, por 6 dias e

densidade de 10° parasitos/ml (Koerich et al., 2002).

4.5 Camundongos infectados com 7. cruzi

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

infectados intraperitonealmente com diferentes cepas de 7. cruzi. Cada grupo
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experimental era composto de seis animais. Devido a diferenca na suscetibilidade e
mortalidade causada por cada cepa, diferentes in6culos foram utilizados. Um grupo
foi infectado com 50 tripomastigotas da cepa Colombina e outro grupo com 500
tripomastigotas da cepa Y. Para o clone CL Brener, foram utilizados trés indculos
diferentes de parasitos, sendo um grupo de animais infectados com 50
tripomastigotas, outro grupo com 100 tripomatigotas e um ultimo grupo com 500
tripomastigotas. Um grupo contendo seis animais ndo infectados foi utilizado como
controle negativo dos experimentos. Dez dias apds a inoculacdo, a infeccdo foi
confirmada através da observacado tripomastigotas por exame a fresco. Para isso, 5 uL
de sangue coletado da cauda de cada animal foram colocados em ldminas de vidro,
cobertos com laminulas e observadas em microscopio Optico para a identificacdo e
contagem dos parasitos. O sangue dos animais infectados foi coletado por pungao
cardiaca trés meses ap0s a infec¢do. Destas amostras também foi obtido o soro. Para
isso, incialmente deixou-se as amostras coagularem em repouso por um periodo de 30
minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se uma etapa de centrifugacdo a 5000 rpm
(Eppendorf centrifuge 5424) por 15 minutos e retirada cuidadosa do sobrenadante,
denominado soro. Todas as metodologias envolvendo animais estdo de acordo com o
codigo de ética do COBEA, foram previamente aprovadas pelo CETEA/UFMG e

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

4.6 Camundongos infectados com 7. rangeli

Na auséncia de soroteca humana de individuos infectados com 7. rangeli SC-
58, soro de animais infectados por este parasito serdo utilizados para avaliacdo da
reacdo cruzada dos peptideos usados neste trabalho e extratos brutos de 7. crulcom
esta parasitose. Para isso, foi realizada diferenciagdo in vitro dos parasitos para obter
tripomastigotas conforme (Koerich et al., 2002). 1 x 10> parasitos) obtidos apos este
periodo foram inoculados intraperitonealmente em seis camundongos C57BL/6,
machos e com duas a quatro semanas de vida. Apds a inoculagdo, a infec¢dao foi
acompanhada de dois em dois dias através da observagdo tripomastigotas por exame a
fresco, conforme descrito no item 4.5. O sangue dos animais infectados na fase aguda
foi coletado por puncdo cardiaca 45 dias pos-inoculagdo. O soro foi entdo obtido,

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

sobrenadante.

4.7 Soroteca de cobaias infectados com 7. cruzi

Soros de cobaias (Cavia porcellus) infectados com a cepa Y de 7. cruzi foram
cedidos pelo Dr. Robert Gilman da Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima,
Peru e Johns Hopkins Boomberg School of Public Health, EUA. Soros individuais
foram obtidos de seis animais infectados com 10* parasitos em cinco diferentes
tempos: 5, 13, 27, 41, 117 e 167 dias apos a infec¢do. Soro de seis cobaias inoculados

apenas com meio RPMI foram utilizados como controle negativo.

4.8 Soroteca de pacientes chagasicos tipados

Dez soros de pacientes chagdsicos previamente tipados e pertencentes a
linhagem Tc II foram cedidos pela Professora Lucia Maria da Cunha Galvao do
Centro de Ciéncias da Satde /UFRN. Dez soros de individuos ndo infectados foram

utilizados como controle negativo.

4.9 Sorotecas de pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas da doen¢a

Duas sorotecas de pacientes com formas clinicas da doenca de Chagas
caracterizadas foram utilizadas neste trabalho. A primeira, cedida pela Professora
Juliana de Assis Gomes Estanislau do Departamento de Morfologia/UFMG, continha
cinco amostras de pacientes com a forma indeterminada da doenga. A segunda, cedida
pelo Professor Mauro Martins Teixeira do Departamento de Bioquimica e
Imunologia/UFMG continha soro de cinco individuos com a forma indeterminada da
doenga de Chagas, cinco com cardiopatia chagésica cronica grau 1 e seis com
cardiopatia chagésica cronica grave. Dez soros de individuos ndo infectados foram

utilizados como controle negativo.
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4.10 Soroteca de pacientes com leishmaniose

Amostras de soros e sangue de pacientes infectados com parasitos do género
Leishmania coletados no Centro de Referéncia em Leishmaniose do municipio de
Januaria/MG foram cedidos pelo Professor Ricardo Toshio Fujiwara do Departamento
de Parasitologia/UFMG. Soros e sangue foram coletados de 15 individuos com

leishmaniose cutanea.

4.11 Extracido do DNA

Para extragio de DNA gendmico foi utilizado o kit GFX™ Genomic Blood
DNA Purification (GE Healthcare) seguindo o protocolo do fabricante. Foram
utilizados em cada extragdo 10® epimastigotas ou 10° tripomastigotas ressuspendidos
em 300 uL de PBS ou 300 uL de sangue imediatamente coletado de camundongos ou
conservado em tampao citrato para amostras humanas. As formas epimastigotas e
tripomastigotas foram submetidas a centrifugacao a 3.000 rpm (Eppendorf centrifuge
5804 R) a 4°C por 10 minutos. Apds essa centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado duas vezes com 10 mL de PBS com centrifugacdo a
3.000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) a 4°C por 10 minutos em cada lavagem. A
300 uL de cada amostra foi adicionado 20 uL de proteinase K e 400 uL do tampao de
lise, seguido de vortexagdo por 15 segundos e incubacdo por 10 minutos em
temperatura ambiente. DNA gendémico foi separado da mistura inicial por sua
afinidade a uma coluna de silica. A coluna com o DNA ligado foi lavada 3 vezes com
tampao de lavagem. O DNA extraido foi eluido da coluna de silica com 4agua milliQ
autoclavada, quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop”™ Spectrophotometer ND-

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

4.12 Diagnéstico molecular de 7. cruzi

Diagnostico de infec¢do por 7. cruzi foi realizado por PCR que possui como
alvo o DNA satélite 195 SAT (Moser et al., 1989). A amplificacdo foi realizada
utilizando o par de primers TcZl (CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT) e TcZ2
(CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG). As reagdes foram compostas de 1X
tampao GoTaq, 1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs, 0.75 U Taq e 10 pM de cada
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primer. As condi¢cdes de PCR incluem uma desnaturagdo inicial a 94 °C por 10
minutos, seguidas de 25 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento
dos primers a 62 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto e uma extensao
final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,2%. A infec¢do de 7. cruzi foi considerada positiva pela presenca

de um rastro de DNA acima de 195 pb.

4.13 Genotipagem dos parasitos.

Genotipagem dos parasitos foram realizadas por PCR utilizando DNA extraido
de formas tripomastigotas de cultura e trés marcadores conforme descrito previamente
(Macedo e Segatto, 2011). Os trés marcadores utilizados sdao: COII (De-Freitas et al.,
2006), rDNA 24Sa (Souto et al., 1996) e Mini-exon SL-IRac (Burgos et al., 2007).
Reagdes foram compostas de 1X tampao GoTaq, 1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs,
0.75 U Taq e 10 pM de cada primer. A sequéncia dos primers, bem como os

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

TABELA 3 — Primers e programas utilizados para PCR dos marcadores dos grupos de 7. cruzi.

Marcador: coli Mini-exon rDNA 24Sa

Primer foward CCATATATTGTTGCATTATT  CGTACCAATATAGTACAGAAACTG AAGGTGCGTCGACAGTGTGG
Primer reverse TTGTAATAGGAGTCATGTTT CTCCCCAGTGTGGCCTGGG TTTTCAGAATGGCCGAACAGT
Desnaturacéo inicial 94 °C por 5 min 94 °C por 3 min 94 °C por 10 min
Desnaturacéao 94 °C por 45s 94 °C por 1 min 94 °C por 30 s
Anelamento 45 °C por 45s 68 °C por 1 min (2* 60 °C por 30 s

)
66 °C por 1 min (2*)
64 °C por 1 min (2*)
62 °C por 1 min (2*)
60 °C por 1 min (35%)

Extensao 72 °C por 1 min 72 °C por 1 min 72°Cpor30s
Numero de ciclos 40 43** 30
Extensao final 72 C por 5 min 72 °C por 10 min 72 °C por 10 min

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

O produto de PCR obtido para o marcador COII foi digerido com a enzima Alul,
1U para cada 20 uL, por cerca de 16 horas a 36 °C. Os produtos de PCR dos
marcadores Mini-exon SL-IRac e rDNA 24Sa e o produto de digestdo do marcador

COII foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, seguido por
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coloragdo com nitrato de prata. Os fragmentos obtidos para cada amostra foram entdo
comparados com os fragmentos esperados de cada marcador para cada linhagem de 7.

cruzi (TABELA 4).

TABELA 4 — Perfil dos fragmentos esperados dos marcadores moleculares
para cada linhagem de 7. cruzi
Marcadores — fragmentos (pb)

Linhagem co1l Mini-exon SL-IRac rDNA 24Sa
Tcl 30, 81 e 264 150 110
Tcll 81,82¢e212 150 125
Tc III 81 e294 200 110
Tc IV 81 e294 200 125
TeV 81 e294 150 110 e 125
Tc VI 81 e 294 150 125

4.14 Diagnéstico molecular de L. braziliensis

Diagnostico de infecgdo por L.braziliensis foi realizado por PCR usando como
alvo uma regido especifica do minicirculo do parasito (De-Bruijn et al., 1992). A
amplificacdo  foi  realizada  utilizando o par de  primers Bl
(GGGGTTGGTGTAATATAGTGG) e B2 (CTAATTGTGCACGGGGAGG). As
reagoes foram compostas de 1X tampao GoTaq, 1.5 mM MgSO4 , 40 uM dNTPs,
0.75 U Taq e 10 pM de cada primer. As condi¢des de PCR incluem uma desnaturagao
inicial a 96 °C por 6 minutos, seguidas de 26 ciclos com desnaturagdo a 93 °C por 30
segundos, anelamento dos primers a 67,5 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1
minuto e uma extensdo final a 72 °C por 11 minutos. Os produtos de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. A infec¢do de L. braziliensis foi

considerada positiva pela presen¢a de um banda de aproximadamente 750 pb.

4.15 Diagnéstico molecular de 7. rangeli

Diagnéstico de infecc¢do por 7. rangeli foi realizado por PCR usando como alvo
o gene SnoRNA-cll (Morales et al., 2002). A amplificagdo foi realizada utilizando o
par de primers TrF (CGCCCCGTCTTGCCCTGT) e TrR2
(CGCAGCAAGGACAGGAGGGA). As reacdes foram compostas de 1X tampao
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GoTaq, 1.5 mM MgSO0O4 , 40 uM dNTPs, 0.75 U Taq e 10 pM de cada primer. As
condi¢des de PCR incluem uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidas
de 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers a
63°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 30 segundos e uma extensdo final a 72°C
por 5 minutos. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,2%. A infec¢do de 7. rangeli foi considerada positiva pela presenca de um

banda de aproximadamente 650 pb.

4.16 Spot sintese

Um total de 150 peptideos foram sintetizados em membrana de celulose pré-
ativada e derivatizada com um espagador de 10 residuos de polietilenoglicol (Intavis
AG) conforme Frank, 2002. Duas membranas foram sintetizadas em duplicata, uma
possuindo 30 peptideos em um arranjo de 10 X 3 e a outra com 120, em um arranjo de
10 X 12 utilizando o equipamento MultiPep SPOT (Intavis AG). Inicialmente, os
Fmoc-aminoacidos a 0,5 mM foram ativados por 20 minutos com HOBt 0,05 mM e
DIC 0,1 mM. Apds dispensagdo de cada Fmoc-aminodcido pré-ativado nas
membranas em sua respectiva posi¢do, foi esperado um tempo de rea¢do de 30
minutos. Sitios da membrana que ndo se ligaram a aminoacidos foram entdo
bloqueados com anidrido acético 10%, seguido pela desprotegdo dos Fmoc-
aminodcidos com 4-metilpiperidina 25%. A desprote¢do dos aminoacidos foi
confimada corando os spots com solucdo de azul de bromofenol 2%. Um novo ciclo
de dispensacdo de aminodcidos foi entdo realizado. Essas etapas se repetem até que o
ultimo aminodcido seja incorporado ao peptideo que estd sendo sintetizado. Apds o
término da sintese dos peptideos, foi realizada a desprotecdo das cadeias laterais
utilizando 25:25:1,5:1 de TFA, DCM, triisopropilsilano e agua e posterior
monitoramento da desprotecdo com azul de bromofenol 2%, que coram residuos

basicos e por isso, confirmam que estes grupos estdo livres nos peptideos sintetizados.

4.17 Immunoblotting

Os experimentos de reatividade das membranas contendo os arranjos de
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peptideos contra diferentes soros foram realizados como previamente descrito por
Frank, 2002. Inicialmente, as membranas foram bloqueadas com uma solucdo 5%
BSA e 4% de sacarose em PBS pH 7,4 e incubadas por uma hora sob agitagdo. Em
seguida, as membranas foram incubadas por uma hora sob agitacio com soro de
camundongo diluido 1:500 em solu¢do de bloqueio. Apods lavagem com PBS, as
membranas foram incubadas por uma hora sob agitacdo com anticorpos secundarios
anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase e diluidos 1:10000 na solucdo de
bloqueio. Novamente realizou-se uma etapa de lavagem com PBS, seguindo a
revelagio da membrana com ECL Plus Western blotting utilizando o
fotodocumentador Kodak. Como controle negativo, membranas foram submetidas as
mesmas condi¢cdes experimentais usando soro de camundongos nao infectados. Em
seguida, para cada cepa foi realizado andlise densitométrica de cada “spot” utilizando
o software ImageMaster'™ 2D Platinum (GE).

Apds revelacdo, as membranas foram regeneradas para retirar qualquer
anticorpo ligado a elas. Inicialmente, as membranas foram lavadas trés vezes com
DMF por 10 minutos cada, seguida de uma lavagem com &4gua deionizada por 1
minuto. Em seguida, foram realizadas trés lavagens de 30 minutos cada com uma
solucdo desnaturante de uréia 8 M e SDS 10%, seguida por mais uma lavagem de 1
minuto com 4gua deionizada. As membranas foram submetidas a trés lavagens com
uma solucdo 4cida de etanol 55% e 4cido acético 10%, seguida de uma ultima
lavagem de 1 minuto com dgua deionizada. As membranas foram colocadas em etanol
duas vezes, por 5 minutos cada, para retirar umidade e secas em ar frio. Apos este

protocolo de regeneracdo, estavam prontas para serem reutilizadas.

4.18 Sintese dos peptideos soliveis

Os peptideos selecionados serdo sintetizados em fase solida pelo método de N-
9-fluorenilmetoxicarbonil (Wellings and Atherton, 1997) na escala de 30 umol. Toda
sintese foi realizada no equipamento PSSMS8 (Shimadzu, Kyoto, Japan). Fmoc-
aminodcidos foram ativados por 30 minutos com 1 equivalente de HObt e 2
equivalentes de DIC. Apds este tempo, os aminoacidos ativados foram colocados em
contato com a resina Rink amidada com grau de substituicdo de 0,61 por 45 minutos.

Os grupos Fmoc foram entdo removidos com solucdo de 4-metilpiperidina 25%. A
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ativacdo, incorporacdo na resina e desprotecdo do grupo Fmoc foram entdo repetidas
até sintese completa da cadeia dos peptideos. Depois de terminada a sintese, os
peptideos foram clivados da resina juntamente com a desprotecdo da cadeia lateral
com uma mistura contendo 9,4% de TFA, 2,4% de 4gua e 0,1% de triisopropilsilano.
O peptideo foi precipitado do material bruto com éter diisopropilico por 16 horas a 4
°C, seguido de centrifugacdo a 3000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804 R) por 5
minutos. O sélido obtido foi lavado duas vezes com éter diisopropilico gelado e
centrifugado novamente. O precipitado contendo o peptideo foi entdo solubilizado em
agua e liofilizado. Os peptideos sintetizados foram purificados por cromatografia em
fase reversa utilizando-se a coluna Sephasil Peptide C18 (Shimadzu) acoplada a
sistema de HPLC (Shimadzu). Primeiramente, a coluna foi lavada com a solucao de
TFA 1.1% por 10 minutos. Os peptideos foram eluidos posteriormente utilizando-se
um gradiente de 0 a 25% de acetonitrila durante 75 minutos com 0 —10 minutos até
10% de acetonitrila. Apds a purificagdo, os peptideos foram submetidos a
espectrometria de massa em equipamento Autoflex Speed MALDI/TOF (Bruker) para

confirmacao de sua massa molecular.

4.19 Preparacio do antigeno bruto

Antigeno bruto foi preparado através de lise por ultrassom conforme adaptado
de (Vitor and Chiari, 1987). Um total de 1 x 10" epimastigotas obtidas conforme o
item 5.3 foram ressuspendidos em 5 mL de PBS pH 7.4. Os parasitos foram entdo
submetidos a ruptura por ultrassom cinco vezes a 25 hertz por 45 segundos cada, com
intervalos entre as repeticdes de 30 segundos. Todo procedimento foi realizado com
as amostras no gelo. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
Lowry (Lowry et al., 1951). Para a constru¢do da curva de calibragdo, foi utilizado
BSA 4 mg/mL que foram diluidos em diferentes solu¢des padrdes para as seguintes
concentragdes: 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 mg/mL. Em placas de poliestireno de 96 pocos
eram aplicadas: 960 uL da solu¢do de Na,CO3; 3% em NaOH 0,1 N, 20 uL de tartarato
de sodio e potassio 4%, 20 uL de sulfato de cobre 2%, 10UL das amostras ou das
solucdes padrdes de BSA e 90 uL de dgua. Apos agitar, aguardou-se 10 minutos € em
seguida adicionou-se 100 UL da solucdo de Folin 1:3. Ap6s 10 minutos, as amostras

foram lidas em um espectrofotdometro a 660 nm. A curva de calibragdo foi construida
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com os valores de absorbancia das solug¢des padrdes e as concentragdes de proteina da

amostra foram determinadas utilizando a curva obtida.

4.20 ELISA

Ensaios de ELISA foram realizados em placas de PVC flexivel de 96 pogos
(BD Falcon). Em cada poco, 2 ug de peptideo sintético ou de antigeno bruto diluidos
em 50 uL de agua Milli-Q foi adicionado e as placas incubados a 37°C até evaporagao
de todo o liquido. Em seguida, o bloqueio foi realizado tratando-se as placas com
tampao de bloqueio 5% de soro bovino fetal em PBS por 1 hora a 37°C. Peptideos e
excesso da solugdo de bloqueio ndo ligados foram removidos lavando-se os pocos trés
vezes com tampao PBS-0.05% Tween 20. Apo6s a lavagem das placas, 50 uL dos
soros diluidos 1:100 em tampao de bloqueio foram adicionados, seguido de incubacgdo
por 1 hora a 37°C. As placas foram novamente lavadas por quatro vezes e anticorpo
anti-IgG humano ou murino conjugado a peroxidase diluido 1:2000 no tampao de
bloqueio foi adicionado. Apds incubagdo das placas por 1 hora a 37°C, um novo ciclo
de quatro lavagens foi realizado e 100 uL da solucdo substrato contendo acido citrico
0,1 M, Na,PO4 0,2 M, OPD 0,05% e H,O, 0,1% foi entdo adicionada. As placas
foram incubadas a temperatura ambiente ao abrigo de luz por cerca de 15 minutos,
quando se adicionou 50 uL de H>SO4 e a absorbancia lida em leitor de ELISA a 492
nm. Os valores de cutoff (C) foram calculados para cada placa como sendo:
C=m+3SD, onde m ¢ a média da absorbancia e SD ¢ o desvio padrdo de resultados

obtidos com soro de individuos saudaveis ou camundongos ndo infectados.

4.21 ELISA de avidez

Ensaios de ELISA de avidez foram baseados no método dissociativo usando
uréia como agente desnaturante proposta por (Hedman ef al., 1989). Também foram
realizados em placas de PVC flexivel de 96 pogos (BD Falcon) e os experimentos
realizados em duplicata. Em cada poco, 2 ug de peptideo sintético ou de antigeno
bruto diluidos em 50 uL de agua Milli-Q foi adicionado e as placas incubadas a 37°C

até evaporagao de todo o liquido. O bloqueio foi entdo realizado tratando-se as placas
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com tampao de bloqueio 5% de soro bovino fetal em PBS por 1 hora a 37°C.
Peptideos e excesso da solucdo de bloqueio ndo ligados foram removidos lavando-se
0s pogos trés vezes com tampao PBS-0.05% Tween 20. Apos a lavagem das placas,
50 uL dos soros diluidos 1:100 em tampao de bloqueio foram adicionados, seguido de
incubagao por 1 hora a 37°C. As placas foram novamente lavadas por quatro vezes.
Como o experimento foi feito em duplicata, previamente a adicdo do anticorpo
conjugado com peroxidase, foi adicionado em uma réplica 50 uL de uréia 6 M em
PBS e na outra réplica, apenas 50 uL de PBS. Anticorpo anti-IgG humano ou murino
conjugado a peroxidase diluido 1:2000 no tampao de bloqueio foi adicionado. Apds
incubagdo das placas por 1 hora a 37°C, um novo ciclo de quatro lavagens foi
realizado e 100 uL da solu¢do substrato contendo acido citrico 0,1 M, Na,PO4 0,2 M,
OPD 0,05% e HO, 0,1% foi entdo adicionada. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente ao abrigo de luz por cerca de 15 minutos, quando se adicionou
50 uL de H,SO4 e a absorbancia lida em leitor de ELISA a 492 nm. Os resultados
foram apresentados como indice de avidez (IA), determinados pela razdo entre os
valores de absorbancia das amostras tratadas com uréia e os valores de absorbancia
das amostras ndo tratados e expressos em porcentagem. Um IA menor que 40% foi
considerado de baixa avidez, entre 41 e 70% de média avidez e maior que 70% de alta

avidez.

4.22 Ala scan

O mapeamento dos aminoacidos de epitopos que sdo importantes nas ligagdes
com anticorpos foi realizada pela técnica de Ala scan (Winkler and Campbell, 2008).
Para isso, utiliza-se a técnica de spot sintese descrita no item 5.8 para construgdo de
uma membrana de celulose com peptideos ligados covalentemente. Na técnica de Ala
scan, o aminoacido alanina ¢ usado para substituir sequencialmente cada residuo de
aminoacido do peptideo original. A substituicdo de um residuo critico no
reconhecimento do anticorpo resulta em uma diminui¢do de reatividade. Apos a
sintese da membrana, experimentos de imunoblotting foram realizados conforme o
item 5.9. Durante a analise por densitometria utilizando o software ImageMaster'
2D Platinum (GE), os spots que deixaram de ser reconhecidos ou tiveram o nivel de

reconhecimento diminuido foram identificados.
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4.23 Identificacdo de padroes no proteoma de parasitos

Identificagdo de padrdes de aminodcidos em sequéncias de proteinas do
proteoma de L. braziliensis foi realizada utilizando o programa fuzzpro do pacote
EMBOSS (Rice et al., 2000). Este programa recebe como entrada um arquivo
multifasta contendo as sequéncias protéicas e um determinado padrao de “strings”
com tamanho definido. Para posi¢des variaveis da sequéncia do padrao ¢ utilizado o
caracter X. O programa retorna o identificador de todas as sequéncias protéicas do

arquivo multifasta que contenham o padrao.

4.24 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando software Prism 5.0. Para cada
analise foram obtidos os valores das médias, dos desvios-padrao e erros-padriao para
cada grupo experimental e controle. Antes dos testes de comparagdo entre grupos
experimentais e controle, foi utilizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov
para identificar se a distribui¢do dos dados ¢ gaussiana ou ndo. Caso a distribuicdo
seja gaussiana, a comparagdo entre dois grupos experimentais foi feita usando o teste
T de Student ndo-pareado enquanto que ANOVA foi utilizado para comparagdes de
mais de dois grupos experimentais. Em distribui¢des ndo gaussianas, foi utilizado o
teste Mann-Whitney para comparagdo de grupos experimentais diferentes. Valores p
< 0,05 foram considerados como diferencas estatisticamente significativas. Para os
peptideos conservados entre as diferentes cepas de 7. cruzi, foram realizados célculos
de especificidade e sensibilidade para peptideos conservados com potencial de serem
usados para o diagnoéstico de 7. cruzi. A sensibilidade ¢ a fragdo das amostras que
obtiveram resposta positiva no teste entre aqueles infectados com 7. cruzi e foi

calculada pela expressao:

S=_VP,
VP + FN

onde S ¢ a sensibilidade, VP é o numero de soros de individuos infectados com T.

cruzi que possuem reatividade acima do cufoff para um determinado peptideo e FN ¢
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o numero de soros de individuos infectados que possuem reatividade abaixo do cutoff
para o mesmo peptideo.

A especificidade ¢ a fracdo das amostras que obtiveram resposta negativa no
teste entre aqueles que ndo estdo infectados por 7. cruzi, mas estavam infectados por

L. braziliensis:

E=_VN
VN + FP

onde E ¢ a especificidade, VN ¢é o niimero de soros de individuos infectados com L.
braziliensis e ndo infectados 7. cruzi que ndo possuem reatividade acima do cutoff
para um determinado peptideo e FP ¢ o numero de soros de individuos infectados com
L. braziliensis e ndo infectados 7. cruzi que possuem reatividade acima do cutoff para

0 mesmo peptideo.
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S DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

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

Selecao in silico de epitopos polimorficos e
conservados

!

Triagem dos peptideos por immunoblotting

!

Validagao dos peptideos por ELISA e ELISA de
afinidade

!

Avaliacao da dinamica de reatividade ao longo
do tempo de IgM e IgG de soro de cobaias
infectados

!

Avaliacao da reagao cruzada dos peptideos
com outros tripanossomatideos

!

Mapeamento dos aminoacidos de importancia
para interagao com antcorpos

!

Avaliacao do reconhecimento dos peptideos
por soros de pacientes tipados

!

Avaliacao da reatividade dos peptideos por
soros de pacientes chagasicos com diferentes
formas clinicas da doenca

FIGURA 6 — Delineamento experimental. O fluxograma apresenta as principais
etapas para identificacdo de epitopos lineares de célula B polimoérficos e
conservados de 7. cruzi e para a caracterizagdo do potencial destes peptideos para o
sorodiagndstico e sorotipagem do parasito (descri¢dao no texto).
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Inicialmente, sequéncias de aminoacidos com alto potencial de ser um epitopo
de célula B no proteoma da cepa CL Brener de 7. cruzi foram identificadas
utilizando ferramentas de bioinformatica. As sequéncias mais promissoras foram
entdo selecionadas e sintetizadas em membrana de celulose para a triagem
experimental através da avaliagdo da reatividade dos epitopos contra “pool” de
soros de camundongos C57BL6 infectados com trés diferentes cepas de 7. cruzi
por imunoblotting. Dois epitopos com reatividade alta e similar entre as trés cepas
e trés peptideos com reatividade positiva para apenas para uma das trés cepas
foram selecionados para a sintese soltivel permitindo validagao e caracterizacdao do
seu potencial no sorodiagndstico e sorotipagem do parasito. A validacdo da
reatividade dos peptideos foi realizada utilizando as técnica de ELISA e ELISA de
afinidade. Para cada peptideo, inicialmente foi analisada a reatividade contra os
soros individuais de cada animal que compunham o pool de soro usado na triagem
por imunoblotting. Também testou-se o efeito da quantidade de indculo sobre o
reconhecimento dos peptideos. A avaliacdo da possivel utilizagdo dos peptideos
para diagnostico durante a fase aguda e cronica da doenca de Chagas foi realizado
utilizando soro de cobaias (C. porcellus) com diferentes tempos apos a infecgao.
Como ¢ freqiliente a ocorréncia de reagdo cruzada no sorodiagnoéstico de 7. cruzi
principalmente com soro de pacientes infectados com outros tripanossomatideos,
rezalimos teste de reacdo cruzada utilizando soro de pacientes infectados com L.
braziliensis e camundongos C57BL/6 com infectados com 7. rangeli. Para melhor
entendimento do reconhecimento diferencial dos peptideos pelas diferentes cepas
de T. cruzi e reagdes cruzadas com outras parasitoses, os aminoacidos de
importancia para interacdo com anticorpos foram mapeados utilizando a técnica de
Ala scan. Apos caracterizacdo da reatividade e afinidade utilizando modelos
animais, avaliou-se a aplicabilidade destes epitopos para diagnostico sorologico de
amostras de pacientes através da mensuragdo e caracterizagdo do perfil de
reatividade de soro de pacientes chagasicos infectados com parasitos pertencente
da linhagem TclI e pacientes com diferentes manifestagcdes clinicas da doenga de
Chagas. A seguir descrevemos detalhadamente os resultados de cada uma das

etapas deste trabalho.
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6 RESULTADOS

6.1 Seleciio in silico de peptideos polimorficos e conservados na cepa CL Brener

utilizando predicao de epitopo de célula B

Inicialmente, sequéncias de aminoacidos com alto potencial de ser um epitopo
de célula B no proteoma da cepa CL Brener de 7. cruzi foram identificadas utilizando
o algoritmo Bepipred (Larsen et al., 2006). Este algoritmo calcula um valor de
predicdo para cada aminodcido que se correlaciona positivamente com a
probabilidade deste participar de um epitopo linear de célula B. O valor de “cutoff”
escolhido foi 1.3 para minimizar a identificacdo de epitopos falso-positivos, pois
fornece 96% de especificidade e 13 % de sensibilidade (CBS, 2010). Este valor de
“cutoff” foi capaz de identificar um epitopo extensivamente caracterizado (Pais et al.,
2008), na sequéncia da proteina L7a (Tc00.1047053506401.320) de 7. cruzi
(FIGURA 7) que foi utilizado como um dos controles positivos na etapa de triagem

experimental.

>Tc00.1047053506401.320 || |60S ribosomal protein L7a,
putative | Trypanosoma cruzi|chr unknown69|TIGR| |Auto

MPCKEVKKAA KPAAKTAAKT AAKPAAKSAA KPAAKPAAKP AAKPAAKPAA KTAAKPAKKP
AVKPTVKPAA KAAAPYKKPA AISPFVARPK NFGIGHDVPY ARDLSREFMRW PTFVTMQRKK
RVLQRRLKVP PALHQFTKVL DRSSRNELLK LVKKYPSETR RARRQRLFDV ATEKKKNPEA
ASKKAPLSVV TGLQEVTRTI EKKTARLVMI ANNVDPIELV LWMPTLCRAN KVPYAIVKDK
ARLGDAVGRK TATCVAITDV NAEDEAALKN LIRSVNARFL ARSDVIRRQW GGLQLSLRSR
AELRKKRARN AGKDAAAVM

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

Iniciando com 16502 proteinas completas do proteoma predito da cepa CL
Brener de 7. cruzi, foram identificados 3983 pares de alelos Esmo e Non-esmo de
acordo com a anotacdo do genoma do parasito (El-Sayed et al., 2005). Os pares de

alelos foram entdo alinhados globalmente utilizando o algoritmo Clustal W (Chenna
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et al., 2003) e os dados de polimorfismo foram correlacionados com os dados
predicao de epitopos lineares de célula B obtidos para cada sequéncia. Em seguida, os
peptideos foram classificados como epitopos preditos polimorficos e conservados

utilizando os seguintes critérios:

(1) sequéncias de 15 aminodcidos com valor de predicdo do Bepipred acima

de 1.3;

(i)  para epitopos preditos polimodrficos deveria existir um somatdrio de
polimorfismo acima de 6 conforme a TABELA 1 e cada variante deveria
ter valor de predicdo do Bepipred diferencial entre os hapléotipos Esmo e

Non-esmo;

(iii)  para serem considerados epitopos preditos conservados ndo deveria existir
polimorfismo e variagdo entre o valor de predicio do Bepipred entre

sequéncias dos pares de alelos Esmo e Non-esmo.

Desta selegdo foram obtidos 1488 epitopos preditos conservados entre os pares
de alelos dos haplotipos Esmo e Non-esmo e 428 epitopos preditos polimorficos entre
os dois haplotipos.

Nos testes de sorodiagndstico convencionais para identificar infeccdo por T.
cruzi frequentemente ¢ observado reacdes cruzadas com outros parasitos. Para
minimizar a chance de ocorrer tal tipo de reacdo contra os epitopos selecionados in
silico, eliminou-se peptideos com sequéncias similares em outros parasitos
filogeneticamente relacionados. Para isso, as sequéncias dos epitopos preditos foram
alinhadas com as sequéncias do proteoma de Leishmania major, Leishmania
braziliensis, Leishmania infantum, Trypanosoma brucei e Trypanosoma rangeli e
aqueles peptideos com mais que 70% de identidade ao longo de 70% da sequéncia
foram eliminados das andlises subsequentes. Ao final da sele¢do in silico, obteve-se
242 epitopos preditos polimdrficos e 1086 epitopos preditos conservados, ambos 7.
cruzi especificos baseado nas andlises in silico. Destas sequéncias, 49 peptideos
conservados e 98 peptideos polimorficos (49 Esmo e 49 Non-esmo especificos) foram
selecionados utilizando o critério de maior valor de predi¢do de Bepipred. Como

controles positivos foram selecionados os peptideos experimentalmente mapeados
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derivados das proteinas L7a (Pais et al., 2008) e trans-sialidase (Peralta ef al., 1994).
O controle negativo corresponde ao peptideo PIELVLWMPTLCRAN est4 presente
na regido da proteina L7a para a qual ndo ¢ observada reatividade com o soro de
individuos infectados (Pais et al., 2008). Os peptideos foram sintetizados em

membrana de celulose pela técnica spot sintese.

6.2 Caracterizacio dos soros usados neste estudo

6.2.1 Soro de camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com diferentes

cepas de T. cruzi

Soros de camundongos C57BL6 utilizados neste estudo foram obtidos através
da infeccdo dos animais com trés cepas de 7. cruzi pertencentes a diferentes
linhagens evolutivas do parasito: Colombiana (Tcl), Y (TclIl) e CL Brener (Tc VI). A
linhagem de cada cepa foi confirmada utilizando os marcadores moleculares COII,
rDNA 24Sa e Mini-exon SL-IRac (FIGURA 8). Para a cepa Colombiana foi
observado fragmentos de aproximadamente 81 e 264 pb para o marcador COII, 110
pb para o marcador rDNA 24Sa e a presenca da banda representando um fragmento
de aproximadamente 150 pb para o marcador Mini-exon SL-IRac. Estes resultados
juntos confirmam que uma das cepas utilizadas neste estudo pertence a Tcl, linhagem
da cepa Colombiana. Para a cepa Y, obteve-se padrdes de fragmentos para os trés
marcadores caracteristicos da linhagem Tcll e sdo eles: aproximadamente 81 e 212
pares de bases para COII, 125 para 24Sa e a presenca da banda de 150 para Mini-
exon SL-IRac. A linhagem TcVI foi confirmada para a cepa CL Brener, onde foram
observados os seguintes fragmentos com aproximadamente 81 e 294 pb para COII,

125 pb para 24Sa e a presenca da banda de150 pb para Mini-exon SL-IRac.
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FIGURA 8 — Genotipagem de tripomastigotas de cultura de trés cepas de T.
cruzi. A) Marcador molecular COII ap6s digestdo com enzima de restricdo A/u 1. B)
Marcador molecular rtDNA 24Sa. C) Marcador molecular mini-exon SL-IRac. C-,
controle negativo. 1, cepa Colombiana. 2, cepa Y. 3, cepa CL Brener usadas neste
estudo. Os fragmentos de DNA foram fracionados em gel de poliacrilamida 6% e
corado pela prata.
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Uma vez tendo sido confirmada a linhagem das cepas selecionadas neste
estudo, tripomastigotas de cultura foram utilizados para infectar cronicamente seis
camundongos C57BL/6 conforme especificado na TABELA 5. Como as cepas
utilizadas apresentam diferentes padrdes de viruléncia em modelo murino, para
permitir a cronificagdo da infec¢do, foram utilizadas diferentes indculos de cada cepa.
Como controle, obteve-se também soro de C57BL/6 infectados com trés diferentes
quantidades de tripomastigotas da cepa CL Brener. As infec¢des foram confirmadas
pela observacdo e contagem dos parasitos no sangue de cada animal apods 15 dias de
infeccdo. Apds 90 dias de infeccdo, foi realizada uma nova mensuragdo de
parasitemia de cada animal, além da detec¢do de anticorpos IgG contra o antigeno
bruto do parasito. A negativacdo da parasitemia (TABELA 5) bem como a
soroconversao dos camundongos (FIGURA 9) confirmaram que os animais estavam
na fase cronica da infeccdo. Soro de seis camundongos C57BL/6 ndo infectados com

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

TABELA 5 — Parasitemia por exame a fresco dos animais infectados com
diferentes cepas de 7. cruzi.

Cepa Inéculo Parasitemia (tripomastigotas/SmL de sangue)
(tripomastigotas/ 15 p.i. 90 p.i.
animal)

Colombiana 25 1750 + 149 NO
Y 1000 908 + 56 NO
CL Brener 50 742 + 84 NO
CL Brener 100 954 +£ 68 NO
CL Brener 500 636 £ 106 NO

p.i., pés-infecgdo.
NO, nao observado.
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FIGURA 9 — Reconhecimento do antigeno bruto da cepa CL Brener de 7. cruzi
por IgG presente no soro de camundongos infectados por diferentes cepas do
parasito. CL Brener 50, 100 e 500 representam camundongos infectados com 50,
100 e 500 tripomastigotas da cepa CL Brener, respectivamente. C-, controle negativo.

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

de infeccao

A dinamica do reconhecimento dos antigeno bruto foi avaliada através da
reatividade e afinidade dos anticorpos IgM e IgG de soro de cobaias (C. porcellus)
infectados por 5, 13, 27, 41, 117 e 167 dias com a cepa Y de 7. cruzi (FIGURA 10).
Para IgM, a partir do 5° dia apds infeccdo observa-se positividade na reatividade
(FIGURA 10A) com detec¢ao de anticorpos de baixa afinidade (FIGURA 10C). O
pico da reatividade foi obtido aproximadamente no 13° juntamente com a detec¢ao de
anticorpos de afinidade média ao antigeno bruto que se mantém com este perfil até o
41 dia apos a infecg@o. A partir deste momento, hd um decaimento na reatividade de
IgM, que torna-se negativa, abaixo do “cutoff’, 167 dias apds a infeccdo
acompanhada pela reducdo da afinidade dos anticorpos. A reatividade de IgG contra o
antigeno bruto torna-se positiva, ou seja, “acima do “cutoft”, a partir do 13° dia com
leve tendéncia a aumentar ao longo dos dias de infeccdo (FIGURA 10B). Este perfil
foi acompanhado pelo aumento da afinidade destes anticorpos (FIGURA 10C).
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FIGURA 10 — Dinamica do reconhecimento do antigeno bruto de 7. cruzi por
soro de cobaias infectados. A) Reatividade de IgM. B) Reatividade de IgG. C)
Afinidade dos anticorpos da classe IgM e IgG.

6.4.3 Soro de camundongos infectados com 7. rangeli

Na falta de uma soroteca de humanos infectados com 7. ranmgeli, soros de
camundongos C57BL/6 infectados com este parasito foram utilizados neste trabalho.
Os animais foram infectados com 1 x 10 tripomastigotas metaciclicas de 7. rangeli e
a avaliacdo de parasitos no sangue foi realizada de dois em dois dias por duas
semanas. A parasitemia foi negativa durante todo este periodo, porém foi possivel
detectar material genético do parasito em amostras de sangue de todos os animais
apos 7 dias de infec¢do. Para tanto, nos realizamos andlises de PCR usando
iniciadores especificos para um fragmento do gene SnoRNA-cll de 7. rangeli
(Morales et al., 2002) resultando um um produto de amplificacdo de 650 pb (Figura
11A). A reatividade cruzada de IgG contra o antigeno bruto de 7. cruzi ocorreu com o

soro de todos os animais infectados (FIGURA 11B).
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FIGURA 11 — Camundongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli. A) Padrao de
amplificacdo usando amostras de sangue de camundongos apos 7 dias de infecgdo e
iniciadores especificos para o gene SnoRNA-cll de 7. rangeli (Morales et al., 2002).
Presenga de uma banda de 650 pb confirma a infec¢do. B) Reatividade de IgG contra
o antigeno bruto de 7. cruzi obtida apos 90 dias de infecg¢do. C-, controle negativo.
C+, controle positivo DNA de epimastigotas de 7. ragenli cultivadas em meio
axénico. 1 a 6, camundongos infectados.

6.4.4 Pacientes com leishmaniose

Amostras de soro e sangue de 15 individuos com lesdo caracteristica e
diagnostico parasitologico de leishmaniose foram submetidas a andlise de PCR
utilizando “primers” especificos para um fragmento de aproximadamente 750 pb do
minicirculo do kDNA de L. braziliensis (Maarten et al., 1992) (FIGURA 12A). Além
disso, para eliminar reatividade cruzada devido a uma possivel co-infec¢do com 7.
cruzi, as amostras foram submetidas a nova reacdo de PCR usando primers
especificos para a sequéncia do DNA satélite 195 SAT de T. cruzi (Moser et al.,
1989) (FIGURA 12B). 195 SAT ¢ uma sequéncia satélite de 195 pb que se repete em
tandem e compreende aproximadamente 5% do genoma do parasito. Uma vez que os

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

pb que confirma a positividade da reagao.
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FIGURA 12 — Amostras de pacientes infectados com L. braziliensis. A) Padrio de
amplificacdo usando iniciadores especificos para um fragmento de minicirculo de
kDNA de L. braziliensis. Presenca de uma banda de 750 pb confirma a infeccao.
Como controle positivo foi utilizado DNA de promastigotas de L. braziliensis
cultivadas em meio axénico. B) Padrdo de amplificagio usando iniciadores
especificos para a sequéncia de DNA satélite 195 SAT de T. cruzi. Presenga de um
rastro de tamanho acima de 195 pb confirma a infec¢gdo. Como controle postivo foi
utilizado DNA de formas epimastigotas da cepa CL Brener de 7. cruzi cultivadas em
meio axénico. C) Reconhecimento do antigeno bruto de 7. cruzi por IgG de soro de
pacientes. C-, controle negativo. C+, controle positivo. L1 a L15, pacientes com
diagnostico parasitologico de leishmaniose.
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Apenas o individuo L12 apresentou confirmagdo de co-infec¢do. Esta amostra
bioldgica ndo foi utilizada nas andlise subsequentes. Além da pesquisa dos
marcadores moleculares, a reatividade cruzada do soro dos individuos selecionados
foram avaliados contra o antigeno bruto de 7. cruzi, resultando em 50% de

positividade (FIGURA 12C).

6.4.5 Pacientes chagasicos tipados e com diferentes formas clinicas da doenca de
Chagas

Inicialmente, testou-se a reatividade de individuos monoinfectados por
parasitos da linhagem Tcll identificados pela técnica de genotipagem, os quais os
soros foram reativos com antigeno bruto de 7. cruzi (FIGURA 13A). Soro de
pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas da doenga de Chagas também
foram reativos contra o antigeno bruto (FIGURA 13B). Como controle negativo,
foram utilizados soro de individuos nao infectados com 7. cruzi e L. braziliensis.
Estas amostras foram negativas na pesquisa dos marcadores moleculares destes

parasitos (FIGURA 14).
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FIGURA 13 — Reconhecimento dos antigeno bruto de 7. cruzi por soro de
pacientes chagasicos. A) Pacientes monoinfectados por parasitos pertencente a
linhagem Tcll de T. cruzi. B) Pacientes com diferentes formas clinicas. C-, controle
negativo. Indet, soros de pacientes chagasicos com a forma indeterminada da doenca
de Chagas. CCCl1, soros de pacientes chagasicos com cardiopatia chagasica cronica
grau 1. CCCQG, soros de pacientes chagasicos com cardiopatia chagésica cronica grave.
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FIGURA 14 — Pacientes nio infectados utilizados como controle negativo. A)
Marcador molecular DNA satélite 195 SAT de 7. cruzi. Como controle postivo foi
utilizado DNA de formas epimastigotas da cepa CL Brener de 7. cruzi cultivadas em
meio axénico. B) Regido do minicirculo de kDNA de 750 pb especificos de L.
braziliensis. Como controle positivo foi utilizado DNA de promastigotas de L.
braziliensis cultivadas em meio axénico. C-, controle negativo. C+, controle positivo.
N1 a N10, individuos ndo infectados.

6.3 Triagem dos peptideos por “immunoblotting”

A reatividade dos peptideos na membrana contra os “pools” de soros de
camundongos infectados com cada uma das trés diferentes cepas de 7. cruzi e
camundongos ndo infectados foram entdo avaliados pela técnica de
“immunoblotting”. O perfil de reconhecimento dos peptideos da membrana por cada
cepa ¢ mostrado na FIGURA 15 A quantifica¢do da reatividade de cada peptideo da
membrana foi realizada por andlise de densitometria, seguida do calculo do valor de
intensidade relativa para cada “spot” reconhecido pelo soro de animais infectados

por cada cepa utilizando a seguinte equacao:

IR=VDi,
VDn
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onde IR ¢ a intensidade relativa, VDi ¢ o valor de densitometria de cada spot com
“pool” de soro de animais infectados por cada uma das cepa de 7. cruzi e VDn € o
valor de densitometria de cada spot obtido pelo reconhecimento inespecifico por soro
de animais ndo infectados. Para ser considerado reativo, um “spot” deveria ter IR
acima de 2, ou seja, ter duas vezes maior valor de densitometria para o “pool”” de soro
de animais infectados do que o controle negativo.

Dos 150 peptideos analisados, 36 foram reativos com “pool” de soros de
animais infectados com pelo menos uma cepa de 7. cruzi (FIGURA 14). Os valores
de IR dos peptideos reativos com soro de animais infectados com cada uma das cepas
e anotacdo das proteinas que contém os epitopos sdo mostrados na TABELA 6. O
controle positivo L7a (A1 _120), destacado como vermelho na TABELA 6, foi reativo
com soro de camundongos infectados com Y e CL Brener. J4 o controle positivo
trans-sialidase (B1_30), destacado em azul na TABELA 6, foi reativo apenas para
soro de camundongos infectados com Y. Dos 36 peptideos reativos, 12, 11 e 4 foram
reativos com pool de soro de animais infectados apenas com Y, Colombiana e CL
Brener, respectivamente. Além disso, 4 peptideos foram reativos com as trés cepas do

parasito (FIGURA 16).

6.4 Selecio de peptideos para sintese soluvel

Como a técnica de “immunoblotting” seguido de analise de densitometria ¢
apenas semi-quantitativa ¢ necessario valida¢do dos resultados por uma técnica
quantitativa, como ELISA. Para tanto, 5 dos 36 epitopos reativos foram selecionados
para a sintese soluvel e posterior andlise de antigenicidade por ELISA (Destacados em
amarelo na TABELA 6). Dois destes epitopos (C6 30 cons e B7 30 cons) foram
escolhidos por seu potencial para o sorodiagnostico de 7. cruzi, pois foram
reconhecidos por “pool” de soros de animais infectados por todas as cepas e por isso,
foram denominados como conservados. Os outros trés peptideos do parasito foram
reconhecidos diferencialmente apenas por uma das cepas em estudo. Assim, os
peptideos A6 30 col, B2 30 Y e B6 30 cl foram escolhidos por ter reatividade
preferencial com o “pool” de soros de camundongos infectados com a cepa

Colombiana, Y ou CL Brener, respectivamente.
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FIGURA 15 — Padrao de reconhecimento da membrana por soro de animais
infectados por diferentes cepas do parasito. A) “Pool” de soros de animais nao-
infectados (controle). B) “Pool” de soros de animais infectados com a cepa CL
Brener. C) “Pool” de soros de animais infectados com a cepa Y. D) “Pool” de soros
de animais infectados com a cepa Colombiana.

N

Colombiana CL-Brener

FIGURA 16 — Distribuicdo do niimero de peptideos reconhecidos
por soro de animais infectados por diferentes cepas de 7. cruzi.
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TABELA 6 — Peptideos reativos com soro de camundongos infectados com diferentes cepas de 7. cruzi.

Membrana ID

A5 120
C9 120
C10_120
D6 _120
E2_ 120
E7 120
F10_120
G2_120
G10 120
H2 120
14 120
I8 120
13 120
710 120
K3 120
K4 120
K5 120
L3 120
L4 120
L6 120
L8 120
A2 30
A5 30
A6 30

Intensidade Relativa

Colombiana

1,23
1,02
2,24
2,09
2,00
2,10
2,31
1,10
1,28
2,02
2,14
2,50
3,35
1,52
1,32
2,41
1,53
1,80
1,37
2,13
2,07
1,39
1,09
2,61

CL Brener

1,23
4,80
1,26
0,93
0,96
1,30
2,22
2,90
1,03
1,08
1,36
0,88
1,26
1,64
2,64
1,67
1,07
1,50
1,03
2,21
1,61
1,00
2,73
1,71

Y

2,83
1,85
1,79
1,60
1,02
1,48
2,64
2,47
2,86
0,81
1,46
0,95
2,21
2,00
0,93
1,26
3,23
2,03
2,63
3,00
1,37
2,95
3,30
0,73

Gene

Tc00.1047053508831.140
Tc00.1047053511529.150
Tc00.1047053506531.40
Tc00.1047053503813.10
Tc00.1047053506825.150
Tc00.1047053508539.50
Tc00.1047053506825.30
Tc00.1047053505807.120
Tc00.1047053503853.10
Tc00.1047053504431.10
Tc00.1047053511907.190
Tc00.1047053508857.90
Tc00.1047053511859.50
Tc00.1047053509937.220
Tc00.1047053510219.10
Tc00.1047053511291.40
Tc00.1047053508153.300
Tc00.1047053506509.50
Tc00.1047053508175.20
Tc00.1047053506303.150
Tc00.1047053511907.220

Tc00.1047053507221.30
Tc00.1047053510857.40
Tc00.1047053511837.129

Peptideo

PSPFGIAAAGDKPSPFGQA

KENEEGASGPDDSAG
GGSNEEKDPGETPAC
SPSESKTTPGQPSLE
VGEPSNNGTPDEERE
EANGSCSDYAQSADD
PHAASPTGTGANRST
SLSSSPSPLEPKKPR
TPNDTANETTNELED
SDRDRDQRSREGPEE
PADPGGEDATDSSFR
PAGKTHTAERGEEKT
SRGESGGVAPSDGVA
STGDAPQGAPSAPPM
KRTTSPQISPEKSAS
QNRDSGVLEGPTATT
ERTSSTEGSQPHLPG
AGGTSAGPAAGNSTQ
KGGTTKSAVGTPFSS
ALAEPDPGGERNASD
VSRRVSGDGDDGGVG

NGSGKGGTDREGDDDFN

FEGPSPGDPDKDF
ENSANPPPPDRSLPTP

Anotacao

surface antigen 2 (CA-2), putative

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
lysyl-tRNA synthetase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
protein kinase, putative
hypothetical protein, conserved
protein kinase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved

RNA-editing complex protein, putative

RNA-binding protein, putative
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A8 30 1,10 1,10 2,83  Tc00.1047053506401.330 GDDNDDDDGEEGDNTAL hypothetical protein, conserved

B2 30 1,39 1,77 4,26  Tc00.1047053511589.70 FFQPQPQPQPQPQPQQF ADP-ribosylation factor GTPase activating protein,
utative

B3 30 1,64 1,06 2,38 Tc00.1047053506251.40 ATAASGGGGGGGRNPSE Eypothetical protein

B4 30 1,68 2,87 2,89  Tc00.1047053508675.20 KVDDDDDDDKN DNA excision repair protein, putative

B6 30 2,50 1,33 1,50 Tc00.1047053511041.20 FSDGAHGSGASRGSGR hypothetical protein, conserved

B7 30 2,97 2,82 3,32  Tc00.1047053506661.120 KRRKRQQQQQQQ hypothetical protein

B9 30 0.78 2,43 1,30  Tc00.1047053510359.320 MDDDDDERTGGG DNA-directed RNA polymerase III subunit, putative

B10 30 0,92 2,20 1,25  Tc00.1047053506859.150 VGAEGEGEKNDVPSEEQ hypothetical protein

C6_30 2,59 2,70 2,31  Tc00.1047053510421.310 QRMSNASGGGGGGMRQNE hypothetical protein, conserved

C7 30 1,34 2,11 2,97  Tc00.1047053511153.100 ARKNEDVNKADEEREEI RNA-binding protein, putative

Os peptideos controle positivos estdo destacados em azul(proteina L7a) e vermelho (trans-sialidase). Peptideos selecionados para a sintese
soluvel estdo destacados em amarelo
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6.5 Validacao dos peptideos

6.5.1 Validacao e caracterizacio do peptideo conservado C6_30_cons

O peptideo C6 30 cons, originado de uma proteina hipotética de 7. cruzi
(Tc00.1047053510421.310), durante a etapa de triagem apresentou intensidade
relativa de reatividade acima de 2 com “pools” de soros de animais infectados por
todas as cepas de 7. cruzi utilizadas (TABELA 6). Validagdo este peptideo contra
soros individuais de camundongos C57BL/6 por ELISA mostraram que para as trés
cepas houve reconhecimento acima do “cutoff” e sem diferenca estatistica (FIGURA
17A). Além disso, para a maioria das amostras, os anticorpos possuiam média
afinidade pelo peptideo, com algumas amostras possuindo anticorpos de alta afinidade
(FIGURA 17A). Este perfil de reatividade dos soros e afinidades dos anticorpos
foram independentes da quantidade de inoculo utilizado na infec¢do dos animais, uma
vez que ndo foi observado diferenga estatistica entre os soro de camundongos
C57BL/6 infectados com diferentes quantidades de inoculos da cepa CL Brener
(FIGURA 17 B).

Acompanhando temporalmente a reatividade de IgM do soro de cobaias
infectados com a cepa Y de 7. cruzi foi possivel observar reatividade acima do
“cutoff” entre os dias 13 e 117 ap6s a infecgdo (FIGURA 17C). Além disso, durante o
periodo, estes anticorpos apresentaram média afinidade. Quanto aos anticorpos da
classe IgG, a reatividade foi também foi considerada positiva a partir do 13° dia e foi
mantida durante todo periodo avaliado. Entre o dias 13 e 41 a afinidade dos
anticorpos destas amostras foi classificada como média e apds este periodo foram
observados anticorpos de alta afinidade (FIGURA 17C).

Nenhuma amostra de soro de camundongos C57BL/6 infectados com 7.
rangeli apresentou reatividade acima do ‘“cutoff” com o peptideo conservado
C6 30 cons (FIGURA 18A). Em relagdo as 14 amostras de pacientes infectados com
L. braziliensis e ndo infectados com 7. cruzi, apenas uma apresentou reatividade
acima do valor de “cufoff” e esta reatividade ¢ associada a anticorpos de alta
afinidade (FIGURA 18B).

Como o peptideo apresentou reatividade similar para as trés cepas de 7. cruzi,
identificou-se quais os aminodcidos seriam importantes para interagdo com anticorpos

produzidos por camundongos infectados com cada uma destas cepas utilizando a
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C)

técnica de Ala scan (Winkler e Campbell, 2008). Observou-se um padrdo conservado

GXXXXMRQNE na regido carboxi-terminal do peptideo que sugere ser a principal

sequéncia a qual os anticorpos provenientes das trés cepas se ligariam (FIGURA 19).

Reatividade

0.350+
A)

0.300+
0.250+
0.200+

0.150+

0.100+
0.050+

Absorbancia em 492 nm

000

0.000

0.350
0.300+
0.250
0.200 4
0.150

B)

Afinidade

Alta afinidade

Média afinidade

% de reatividade
g
L
L]

Baixa afinidade

100

754

Alta afinidade

Média afinidade

0.100
0.050

Absorbancia em 492 nm

% de reatividade
]
I
L]

0.000

Reatividade IgM

Baixa afinidade

Reatividade 1gG

Afinidade

Absorbancia em 495 nm

0.3

5 13 27 41

Absorbancia em 495 nm

117
Dias pés-infecgao

167

13
Dias pés-infecgao

27 M 117

167

% de reatividade
3

5

13 27 4 117
Dias pés-infecgao

FIGURA 17 — Validagao e caracteriza¢io da reatividade do peptideo conservado
C6_30_cons. A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de
T. cruzi. Painel a esquerda, ELISA convencional; Painel a direita, ELISA de

afinidade. B) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com diferentes indculos da
cepa CL Brener. C) Dinamica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes

tempos de infecgdo com a cepa Y. C-, controle negativo.
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FIGURA 18 — Avaliacio de reaciio cruzada do peptideo C6_30_cons com outros
tripanossomatideos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli.
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados por 7. cruzi. C-,
controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA
de afinidade.
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FIGURA 19 — Mapeamento dos aminoacidos de importincia para interacio com
anticorpos de animais infectados com diferentes cepas de 7. cruzi com o peptideo
conservado C6_30 cons. A) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados
com a cepa Colombiana. B) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados
com a cepa Y. C) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa
CL Brener. No eixo das abscissas, 1 representa a sequéncia original do peptideo
C6_30 cons e os demais simbolos de aminoéacidos (conforme IUPAC) indicam que o
respectivo aminoacido foi substituido por alanina na sequéncia do epitopo. A
intensidade relativa (IR) foi calculada pela razdo do valor de densitometria do
peptideo alterado pelo valor de densitometria do peptideo nativo. Em vermelho estdo
os aminoacidos que apresentaram IR menor que 0.5. Em azul estdo destacados os
aminoacidos de importancia para interagdo com anticorpos produzidos por animais
infectados pelas trés cepas de 7. cruzi.
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Além de modelos animais, a reatividade do peptideo C6 30 cons foi avaliada
utilizando soro de pacientes chagésicos. Oito de dez soros de pacientes chagasicos
com parasitos genotipados pertencentes a linhagem Tcll apresentaram reatividade
acima com valor de “cufoff” (FIGURA 20A). Os anticorpos destas amostras
possuiam de média a alta afinidade. Além destas amostras, a reatividade e afinidade
de anticorpos presentes em soro de pacientes chagéisicos com diferentes formas
clinica da doenca foram também mensurados. Dos 20 soros de pacientes chagésicos,
18 possuiram reatividade acima do valor de “cutoff” (FIGURA 20B). Soro de
pacientes  sintomaticos com cardiopatia chagisica cronica apresentaram
significativamente maiores niveis de reatividade do que pacientes com a forma clinica
indeterminada. Porém, para todas as amostras, os anticorpos possuiam afinidades
baixas e médias. O peptideo soluvel conservado C6 30 cons apresentou uma

especificidade de 93% (13/14) e sensibilidade de 87% (27/31) para soros humanos.
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FIGURA 20 — Reatividade do peptideo conservado C6_30_cons contra soro de
pacientes chagasicos. A) Soro de pacientes chagésicos infectados com a linhagem
Tcll. B) Soro de pacientes chagésicos com diferentes formas clinicas da doenga. C-,
controle negativo. Indet, pacientes com forma clinica indeterminada. CCC1, pacientes
com cardiopatia chagésica cronica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia
chagésica cronica grave. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita,
ELISA de afinidade.
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6.5.2 Validacao e caracterizacio do peptideo conservado B7_30_cons

O segundo peptideo conservado analisado foi o B7 30 cons originado de uma
proteina hipotética de 7. cruzi (Tc00.1047053506661.120). Este peptideo também
apresentou intensidade relativa de reatividade acima de 2 com “pools” de soros de
animais infectados por todas as cepas Colombiana, Y e CL Brener de 7. cruzi
(TABELA 6). Validagdo deste peptideo contra soros individuais de camundongos
C57BL/6 por ELISA mostraram que para as cepas Colombiana e Y houve
reconhecimento acima do “cufoff” para todas as amostras (FIGURA 21A). Para a
cepa CL Brener, apenas um soro dos seis testados apresentou reatividade abaixo do
valor de “cutoff”’e ndo houve diferenca estatistica entre as cepas estudadas (FIGURA
21A). Os anticorpos das amostras de Colombiana possuiam média e alta afinidade
pelo peptideo com a média dos valores significativamente maior que a encontrada
para as amostras de Y, que apresentaram na maioria das vezesbaixa afinidade pelo
epitopo (FIGURA 21A). J4 os anticorpos dos soros provenientes de animais
infectados com CL Brener possuiam variaveis afinidades e sem diferenga estatistica
com as outras duas cepas (FIGURA 21A). O perfil de reatividade dos soros e
afinidades dos anticorpos foram independentes da quantidade de indculo utilizado na
infeccdo dos animais como observado para reatividade os soro de camundongos
CS57BL/6 infectados com diferentes niimeros de tripomastigotas da cepa CL Brener

(FIGURA 21B).
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FIGURA 21 - Validagao e caracteriza¢io da reatividade do peptideo conservado
B7_30_cons. A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de
T. cruzi. B) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes indculos da
cepa CL Brener. C) Dinamica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes
tempos de infec¢do com a cepa Y. C-, controle negativo.

A dinamica de reatividade de IgM do soro de cobaias infectados com a cepa Y
de T. cruzi mostrou-se positiva, acima do “cutoff”, a partir do 27° dia ap6s a infeccao
e coincide com o pico de reatividade desta classe de anticorpos (FIGURA 21C). A
reatividade destes IgM prosseguiu como positiva até o final do experimento, porém
com tendéncia a reducdo dos valores ao longo do tempo. Este perfil de curva de
reatividade de IgM foi acompanhado pelo aumento da afinidade destes anticorpos
pelo peptideo, que passou de baixa para média afinidade quando a absorbancia foi
acima do “cutoff” e torna-se novamente baixa com o decréscimo da reatividade

(FIGURA 21C). Os anticorpos da classe IgG apresentaram reatividade positiva a
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partir do 41° dia e manteve-se positiva ao longo da evolu¢do da infec¢do (FIGURA
21C). Os anticorpos desta classe possuiam baixa afinidade pelo peptideo, alcangando
niveis de média afinidade apenas no 41° dia apds a infeccdo, periodo que coincide
com o pico de reatividade de IgG (FIGURA 21C).

As seis amostra de soro de camundongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli
apresentaram reatividade acima do “cufoff” com o peptideo conservado B7 30 cons
e os anticorpos possuiam média afinidade (FIGURA 22A). Nove das quatorzes
amostras de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados com 7. cruzi
também apresentaram reatividade positiva acima do valor de “cutoff” com este
peptideo (FIGURA 22B). A maioria destas amostras possuiam anticorpos de baixa e
média afinidade (FIGURA 22B).

Como o peptideo apresentou reatividade cruzada com soro de animais e
pacientes infectados com outros tripanossomatideos, 0 mapeamento dos aminoacidos
importantes para interagdo com anticorpos além de ser realizado para as cepas de T.
cruzi, foi também executado para L. braziliensis. Correlacionando o resultado de
mapeamento entre todas as amostras, observou-se um padrao conservado RXR que
sugere ser a sequéncia a qual anticorpos provenientes das amostras interagem
(FIGURA 23A-C). Além disso, para as cepa Colombiana e CL Brener foi identificado
um outro aminoéacido que também parece ser importante para a interagdo resultando
em uma sequéncia consenso RXRXXXXXQ (FIGURA 23A e 23C). A utilizacdo de
soro de pacientes infectados com L. braziliensis possibilitou a identificagdo do padrao
RXRQXQQ (FIGURA 23D). A busca por este padrdo no proteoma predito de L.
braziliensis identificou 21 proteinas que contém esta subsequéncia (TABELA 7).

Oito de dez soros de pacientes chagasicos com parasitos genotipados
pertencentes a linhagem Tcll apresentaram reatividade positiva com o peptideo
soluavel conservado B7 30 cons (FIGURA 24A). A maioria destas amostras

possuiam anticorpos de baixa
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FIGURA 22 — Avaliacio de rea¢io cruzada do peptideo B7_30_cons com outros
tripanossomatideos. A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli.
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados por 7. cruzi. C-,

controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA
de afinidade.

afinidade contra o epitopo. Quanto as 21 amostras de pacientes com diferentes formas
clinicas, 11 soros de pacientes chagasicos apresentaram reatividade negativa abaixo
do valor de “cutoff” (FIGURA 24B). Para todas estas amostras, os anticorpos
possuiam afinidades baixas e médias. Para soro de humanos, a especificidade e a
sensibilidade do peptideo soluvel conservado B7 30 cons foi 35% (5/14) e 58%

(18/31), respectivamente.
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FIGURA 23 — Mapeamento dos aminoacidos de importincia para interacio com
anticorpos de animais infectados com 7. cruzi e L. braziliensis com o peptideo
conservado B7_30 _cons. A) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados
com a cepa Colombiana. B) “pool”de soro de camundongos C57BL/6 infectados com
acepa Y. C) “pool” de soro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa CL
Brener D) “pool” de soro de pacientes infectados com L. braziliensis. No eixo das
abscissas, 1 representa a sequéncia original do peptideo B7 30 cons e os demais
simbolos de aminoacidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoécido
foi substituido por alanina na sequéncia do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi
calculada pela razdo do valor de densitometria do peptideo alterado pela valor de
densitometria do peptideo nativo. Em vermelho estdo os aminoacidos que
apresentaram IR menor que 0.5. Em azul estdo destacados os aminoacidos de
importancia para interagdo com anticorpos produzidos por animais infectados pelas
trés cepas de 7. cruzi.
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TABELA 7 — Proteinas de L. braziliensis contendo a sequéncia RXRQXQQ.

Gene Sequéncia Anotacao
LbrM.11.0390 RKRQQQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.24.0250 RHRQRQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.10.0260 RFRQSQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.04.0290 RQRQQQQ  RNA pseudouridylate synthase-like protein
LbrM.28.1470 RTRQQQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.33.2940 RXRQXQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.29.0210 RVRQHQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.29.1300 RARQRQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.34.1470 RHRQQQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.17.0150 RQRQAQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.20.2010 RKRQCQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.03.0500 RRRQQQQ  DNA repair helicase, putative
LbrM.15.0570 RKRQMQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.13.1230 RGRQSQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.24.0970 RARQRQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.20.1530 RHRQAQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.04.1100 RSRQTQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.26.1300 RMRQQQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.22.1070 RQRQHQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.22.1090 RQRQRQQ  hypothetical protein, conserved
LbrM.34.0980 RLRQEQQ  hypothetical protein, conserved
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FIGURA 24 — Reatividade do peptideo conservado B7_30_cons contra soro de
pacientes chagasicos. A) Soro de pacientes chagésicos infectados com a linhagem
Tcll. B) Soro de pacientes chagésicos com diferentes formas clinicas da doenga. C-,
controle negativo. Indet, pacientes com forma clinica indeterminada. CCC1, pacientes
com cardiopatia chagésica cronica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia
chagésica cronica grave. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita,
ELISA de afinidade.

6.5.3 Validaciio e caracterizacdo dos peptideos com reatividade especifica para a

cepa Colombiana baseado nos experimentos de imunoblotting

O peptideo polimorfico A6 30 col presente em uma proteina anotada como
“RNA-binding protein” de T. cruzi (Tc00.1047053511837.129) foi selecionado por
ter intensidade relativa de reatividade acima de 2 apenas com “pools” de soros de
animais infectados com a cepa Colombiana de 7. cruzi durante a fase de triagem
(TABELA 6). Validagdo deste peptideo contra soros individuais de camundongos
C57BL/6 por ELISA mostraram que a reatividade do peptideo com amostras de
animais infectados com a cepa Colombiana foi significativamente maior que a
reatividade com soro de animais infectados com a cepa Y (FIGURA 25A). A
afinidade dos anticorpos das amostras de Colombiana foram classificadas como alta e

significativamente maior que aquelas de Y e CL Brener (FIGURA 25A). Entre
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amostras de camundongos infectados com diferentes indculos de tripomastigotas nao
foi observado diferenca significativa no reconhecimento do peptideo A6 30 col
(FIGURA 25B).

A reatividade de IgM e IgG do soro de cobaias infectados com a cepa Y de 7.
cruzi foi abaixo do “cutoff” durante todo periodo de experimento (FIGURA 25C).

Metade das amostras de soro de camundongos C57BL/6 infectados com 7.
rangeli apresentaram reatividade acima do “cutoff” com o peptideo A6 30 col e os
anticorpos possuiam em sua maioria média afinidade (FIGURA 26A). Para amostras
de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados com 7. cruzi, trés dos
quatorzes soros também apresentaram reatividade positiva com este peptideo e os
anticorpos apresentavam baixa afinidade (FIGURA 26B).

O mapeamento dos aminoacidos importantes para interagir com anticorpos de
soro de animais infectados com a cepa Colombiana de 7. cruzi identificou o padrio
PPXDXSLXXP (FIGURA 27A). Este padrao estd presente na sequéncia sintetizada
obtida do alelo pertencente ao haplotipo Non-esmo do genoma da cepa CL Brener de
T. cruzi e quando comparados com o alelo pertencente ao haplétipo Esmo observa-se

a auséncia de aminodcidos importantes para o reconhecimento pelo anticorpo

(FIGURA 27B).
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FIGURA 25 — Validacio e caracterizaciio da reatividade do peptideo A6_30 col.
A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de T. cruzi. B)
Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes indculos da cepa CL
Brener. C) Dindmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes tempos
de infec¢do com a cepa Y. C-, controle negativo.

67



Reatividade Afinidade

100+
0.350 -
£ Alta afini
E 43004 o lta afinidade
A) o T 754
2 0.250 8 .
£ > e
@ 0.200+ 2 50- . Média afinidade
3 © . ESY Y S—
S 0.1504 . 2 .
= 2.8 0,0
S 0.100- pad 3 - *
5 . < 251 . Baixa afinidade
2 0.050
< o:-
0.000 7 — a
C- T. rangeli é_ T ralngeli
B 0.350 100
) E 03004 Alta afinidade
- 3
S T 754
£ 0.2504 <
£ £
@ 0.2004 = o e
- . £ 50 . Média afinidade
S 0.150 vaene @ .o
€ 0.100 o e 3 et coe
§ 0.050 ‘e ES ®e3e® oo Baixa afinidade
< .
0.000 T | —— o
C- L. braziliensis C'- L braz}liensis

FIGURA 26 — Avaliacio de reagdo cruzada do peptideo A6_30_col com outros
tripanossomatideos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli.
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados por 7. cruzi. C-,
controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA
de afinidade.
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FIGURA 27 — Mapeamento dos aminoacidos de importincia para interacio com
anticorpos de animais infectados com 7. cruzi com o peptideo A6_30 col. A)
mensuracdo de densitometria da interacdo de anticorpos do “pool” de soro de
camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana com o peptideo por Ala
scan. B) Compara¢do dos aminoacidos importantes para interagdo com anticorpo
entre as sequéncia dos pares de alelos dos dois haplétipos de 7. cruzi. No eixo das
abscissas, 1 representa a sequéncia original do peptideo A6 30 col e os demais
simbolos de aminoacidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoécido
foi substituido por alanina na sequéncia do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi
calculada pela razdo do valor de densitometria do peptideo alterado pelo valor de
densitometria do peptideo nativo. Em vermelho estdo os aminoacidos que
apresentaram IR menor que 0.5.
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Apenas dois soros de pacientes chagdsicos com parasitos genotipados
pertencentes a linhagem Tcll apresentaram reatividade positiva acima do “cutoff”
com o peptideo soluvel conservado A6 30 col e a maioria das amostras possuiam
anticorpos possuiam baixa afinidade (FIGURA 28A). Um perfil semelhante de
reatividade e afinidade foi observado para soro de pacientes com diferentes formas
clinicas da doenca e ndo houve diferenca estatistica entre as amostras de pacientes
com a forma indeterminada e os dois graus de cardiopatia chagésica cronica

analisados (FIGURA 28B).
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FIGURA 28 — Reatividade do peptideo A6_30 col contra soro de pacientes
chagasicos. A) Soro de pacientes chagésicos infectados com a linhagem Tcll. B) Soro
de pacientes chagasicos com diferentes formas clinicas da doenga. C-, controle
negativo. Indet, pacientes com forma clinica indeterminada. CCC1, pacientes com
cardiopatia chagésica cronica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia chagésica

crOnica grave. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA de
afinidade.
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6.5.4 Validacio e caracterizacio do peptideo com reatividade especifica para a

cepa’Y

O peptideo polimorfico B2 30 Y identificado de uma sequéncia protéica
anotada como “ADP-ribosylation factor GTPase activating protein” de T. cruzi
(Tc00.1047053511589.70) foi escolhido por ter intensidade relativa de reatividade
acima de 2 somente com “pool” de soros de animais infectados com a cepa Y de T.
cruzi durante o “immunoblotting” dos peptideos ligados a membrana de celulose
(TABELA 6). A reatividade do peptideo por ELISA com o soro de camundongos
C57BL/6 infectados com a cepa Y foi estatisticamente maior que a reatividade com
soros de animais infectados com a cepa Colombiana (FIGURA 29A). A afinidade dos
anticorpos de todas amostras de Y foram altas e significativamente maior que aquela
para Y e CL Brener, que possuiram anticorpos em suas amostras classificadas como
de média afinidade (FIGURA 29A). Entre amostras murinas infectadas com
diferentes quantidades de tripomastigotas ndo foi observado diferenga significativa no
reconhecimento do peptideo (FIGURA 29B).

A reatividade de IgM do soro de cobaias infectados com a cepa Y de 7. cruzi
foi abaixo do “cutoff” durante todo periodo de experimento. (FIGURA 29C). Para
anticorpos da classe IgG, observou-se positividade do reconhecimento do peptideo
117 dias ap6s a infec¢do, com tendéncia a aumento da mensuragdo ao longo do tempo
(FIGURA 27C). Anticorpos de alta afinidade desta classe de imunoglobulinas foram
encontrados durante todo o periodo experimental.

Os soro de camundongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli apresentaram
pouca reatividade com o peptideo conservado B2 30 Y com apenas um soro com
mensuracdo acima do valor de “cutoff” e estes anticorpos possuiam baixa afinidade
pelo epitopo (FIGURA 29A). Apenas uma amostra de pacientes infectados com L.
braziliensis e nao infectados com 7. cruzi foi reativa com este peptideo (FIGURA
29B). Os anticorpos da maioria destes pacientes apresentaram média afinidade.

O mapeamento do aminodcidos importantes para interagir com anticorpos de
soro de animais infectados com a cepa Y de 7. cruzi utilizando a técnica de Ala scan
identificou o padrao QPQPXPQXXXQP (FIGURA 30A). Este padrdo esta presente
na subsequéncia sintetizada do alelo pertencente ao haplétipo Esmo do genoma da
cepa CL Brener de 7. cruzi. Quando comparado com o alelo pertencente ao haplétipo

Non-esmo, observa-se a auséncia de aminodcidos importantes para o reconhecimento
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C)

Absorbancia em 495 nm

pelo anticorpo (FIGURA 30B).
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FIGURA 29 - Validacio e caracterizacio da reatividade do peptideo B2 _30_Y.
A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de T. cruzi. B)
Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes indculos da cepa CL
Brener. C) Dindmica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes tempos
de infec¢do com a cepa Y. C-, controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA
convencional; Painéis a direita, ELISA de afinidade.
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FIGURA 30 — Avaliacdo de reacio cruzada do peptideo B2_30_Y com outros
tripanossomatideos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli.
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados por 7. cruzi. C-,
controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA
de afinidade.

O peptideo B3 30 Y foi capaz de identificar sete dos dez soros de pacientes
chagdasicos com parasitos genotipados pertencentes a linhagem Tcll e os anticorpos
destes soros apresentaram de média a alta afinidade pelo epitopo (FIGURA 30A).
Seis de dez, quatro de cinco e cinco de seis soros de pacientes com as respectivas
formas clinicas indeterminadas, cardiopatia cronica chagésica de grau 1 e de grau
grave apresentaram reatividade positiva acima do “cutoff” (FIGURA 30B). Houve
diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes com cardiopatia grau 1 e
com forma clinica indeterminada com estes tltimos possuindo menor valor médio de
reatividade. Os anticorpos dos pacientes com a forma indeterminada apresentaram em
média menor afinidade do que os anticorpos dos pacientes sintomdticos que foram

classificados como de alta afinidade (FIGURA 30B).
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FIGURA 31 — Mapeamento dos aminoacidos de importincia para interacio com
anticorpos de animais infectados com 7. cruzi com o peptideo B2 30 Y. A)
mensuracdo de densitometria da interacdo de anticorpos do “pool” de soro de
camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Y com o peptideo por Ala scan. B)
Comparacdo dos aminoacidos importantes para interacdo com anticorpo entre as
sequéncia dos pares de alelos dos dois hapldtipos de 7. cruzi. No eixo das abscissas, 1
representa a sequéncia original do peptideo B2 30 Y e os demais simbolos de
aminodcidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoacido foi substituido
por alanina na sequéncia do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi calculada pela
razdo do valor de densitometria do peptideo alterado pelo valor de densitometria do
peptideo nativo. Em vermelho estdo os aminoacidos que apresentaram IR menor que
0.5.
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FIGURA 32 — Reatividade do peptideo conservado B2 30_Y contra soro de
pacientes chagasicos. A) Soro de pacientes chagésicos infectados com a linhagem
Tcll. B) Soro de pacientes chagésicos com diferentes formas clinicas da doenga. C-,
controle negativo. Indet, pacientes com forma clinica indeterminada. CCC1, pacientes
com cardiopatia chagésica cronica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia

chagésica cronica grave. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita,
ELISA de afinidade.
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6.5.5 Validacio e caracterizacio do peptideo com reatividade especifica para a

cepa CL Brener

O peptideo polimorfico B9 30 cl identificado de uma sequéncia protéica
anotada como “DNA-directed RNA polymerase III subunit” de T. cruzi
(Tc00.1047053510359.320) foi escolhida por ter intensidade relativa de reatividade
acima de 2 somente com “pool” de soros de animais infectados com a cepa CL Brener
de T. cruzi durante a etapa de triagem (TABELA 6). Os soros individuais de
camundongos C57BL/6 infectados com a cepa CL Brener foram significativamente
mais reativos com o peptideo do que soros de animais infectados com as outras duas
cepas (FIGURA 33A). Os anticorpos das amostras das trés cepas possuiam em sua
maioria de média a alta, sem diferenca estatistica entre elas (FIGURA 33A). Para
amostras de soros de camundongos infectados com diferentes quantidades de
tripomastigotas de CL Brener nao foi observado diferenca significativa na reatividade
com o peptideo, bem como entre as afinidades dos anticorpos, que também possuiam
de média a alta afinidade (FIGURA 33B).

A reatividade dos anticorpos da classe IgM do soro de cobaias infectados com
a cepa Y de T. cruzi tornou-se acima do “cutoff” apenas nos dias 27 e 41 apés a
infeccdo (FIGURA 33C). Apesar disso os anticorpos presentes nestes Soros
apresentaram variavel afinidade, sendo considerados na maioria dos pontos de
mensuracao de baixa a média (FIGURA 33C). A reatividade dos anticorpos da classe
IgG apresentaram reatividade abaixo do “cutoff” durante todo o periodo do
experimento (FIGURA 33C).

Todas as amostra de soro de camundongos CS57BL/6 infectados com T.
rangeli apresentaram reatividade abaixo do “cutoff” (FIGURA 34A). Apenas dois
dos dez soros de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados com T.
cruzi apresentaram reatividade positiva com este peptideo e maioria das amostras
possuiam anticorpos com média afinidade ao epitopo (FIGURA 34B).

O mapeamento do aminodcidos importantes para interagir com anticorpos de
soro de animais infectados com a cepa CL Brener de 7. cruzi identificou o padrio
DEXXXXG (FIGURA 35A). O padrao esta presente na sequéncia sintetizada obtida
do alelo pertencente ao haplétipo Esmo do genoma da cepa CL Brener de 7. cruzi e
quando comparados com o alelo pertencente ao haplétipo Non-esmo observa-se a

existéncia de expansdo de repetigdo do aminoédcido aspartato na regides onde estes
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C)

importantes aminoacidos estdo presentes (FIGURA 35B).
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FIGURA 33 - Validacio e caracterizaciio da reatividade do peptideo B9 30 cl.
A) Soro de camundongos C57BL/6 infectados com diferentes cepas de 7. cruzi. B)
Soro de camudongos C57BL/6 infectados com diferentes indculos da cepa CL Brener.
C) Dinamica de reconhecimento por soro de cobaias com diferentes tempos de
infeccdo com a cepa Y. C-, controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA
convencional; Painéis a direita, ELISA de afinidade.

75



Reatividade Afinidade

100

0.350 4
g 0.300 9 s Alta afinidade
o o -

A) 2 o250+ 3
§ 0.2001 2 5. Média afinidade
8 o
§ 0.150 - ; o o-
£ 0.1004 PSR T 254 ) e ) .
F oo S 53 Baixa afinidade
§ 0.050 <
L]
0.000 — . 0 r —
C- T. rangeli C- T. rangeli

0.350

£ 100
B) < 0.300 L

S 0.250 ® Alta afinidade
< 8 -1 o 754
g 0.200 g *
s £ 5 Média afinidade
'S 0.150 . s 504 . o
‘g .:: ; ®ee® _.:._
£ 0.1004 . —_— o 25 eese . -
o oo Se® 3 ° . Baixa afinidade
2 0.050 o . ®ee
< .0.... ° o

0.000 T

T T
C- L. braziliensis L. braziliensis

0

FIGURA 34 — Avaliacdo de reacio cruzada do peptideo B9_30 cl com outros
tripanossomatideos. A) Soro de camudongos C57BL/6 infectados com 7. rangeli.
B) Soro de pacientes infectados com L. braziliensis e ndo infectados por 7. cruzi. C-,
controle negativo. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA
de afinidade.
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FIGURA 35 — Mapeamento dos aminoacidos de importincia para interacio com
anticorpos de animais infectados com 7. cruzi com o peptideo B9 _30 cl. A)
mensuracdo de densitometria da interagdo de anticorpos do “pool” de soro de
camundongos C57BL/6 infectados com a cepa CL Brener com o peptideo por Ala
scan. B) Compara¢do dos aminoacidos importantes para interacdo com anticorpo
entre as sequéncia dos pares de alelos dos dois haplétipos de 7. cruzi. No eixo das
abscissas, 1 representa a sequéncia original do peptideo B9 30 cl e os demais
simbolos de aminoacidos (conforme IUPAC) indicam que o respectivo aminoécido
foi substituido por alanina na sequéncia do epitopo. A intensidade relativa (IR) foi
calculada pela razdo do valor de densitometria do peptideo alterado pelo valor de
densitometria do peptideo nativo. Em vermelho estdo os aminoacidos que
apresentaram IR menor que 0.5.
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Apenas um soro de pacientes chagasicos com parasitos genotipados
pertencentes a linhagem Tcll apresentaram reatividade positiva acima do “cutoff”
com o peptideo soltivel B9 30 cl (FIGURA 36A).. Para soro de pacientes com
diferentes formas clinicas da doenca, dez amostras foram reativas com o epitopo e
ndo houve diferenca estatistica entre as amostras de pacientes com a forma
indeterminada e os dois graus de cardiopatia chagasica cronica analisados (FIGURA

36B). Os anticorpos destas amostras possuiam de baixa a média afinidade ao

peptideo.
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FIGURA 36 — Reatividade do peptideo B9 30 cl contra soro de pacientes
chagasicos. A) Soro de pacientes chagésicos infectados com a linhagem Tcll. B) Soro
de pacientes chagéasicos com diferentes formas clinicas da doenga. C-, controle
negativo. Indet, pacientes com forma clinica indeterminada. CCC1, pacientes com
cardiopatia chagésica cronica de grau 1. CCCG, pacientes com cardiopatia chagésica
crOnica grave. Painéis a esquerda, ELISA convencional; Painéis a direita, ELISA de
afinidade.

77



7 DISCUSSAO

Diagnoéstico parasitologico durante a fase cronica da doenca de Chagas
apresenta baixos niveis de sensibilidade variando entre 50-65% (Brofen et al., 1989;
Portela-Lindoso et al., 2003). Como os titulos de anticorpos contra o parasito
Trypanosoma cruzi, principalmente da classe IgG, estdo altos nesta fase da doenga,
métodos de diagnostico baseado em sorologia sdo escolhidos para detectar infeccao
pelo parasito nesta fase da doenga de Chagas através da pesquisa de anticorpos anti-7.
cruzi. Entre estes métodos, o ELISA possui maior potencial para automatizagao,
permitindo a triagem de grandes quantidades de amostra quando comparado com os
primeiros métodos comercialmente avaliados baseados em reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFT) e hemoaglutinacdo indireta (HAI) (Peralta et al.,
1994) e por isso foi o método selecionado para o teste de novos antigenos neste
estudo. A OMS preconiza e o Brasil acata a utilizagdo de pelo menos dois testes
sorologicos baseado em principios distintos para confirmag¢do de infeccdo pelo
parasito (WHO, 1991; Ministério da Satde, 2006) porque as preparagdes de antigenos
freqlientemente apresentam importantes problemas como resultados discrepantes e
significativas taxas de falso positivos e negativos (Sdez-Alquézar, 2003). Por isso, a
identificacdo e validacdo de melhores alvos para diagnostico se faz necessaria.

De fato, os primeiros testes comerciais baseados em antigeno bruto obtido da
lise do parasito possuiam alta reacdo cruzada principalmente com outros
tripanossomatideos e dificuldade na padronizacdo de seus componentes que
comprometem a reprodutibilidade dos resultados (Sdez-Alquézar et al., 2000). Uma
segunda geragdo de antigenos baseia-se na purificacdo de proteinas de 7. cruzi
utilizando metodologias bioquimicas classicas. Apesar da melhoria na especificidade
e reprodutibilidade dos testes soroldgicos utilizando estes antigenos, as metodologias
de purificagdo sdo caras e laboriosas, dificultando a producdo em grande escala destes
(Da-Silveira et al., 2001). O uso da tecnologia do DNA recombinante para expressao
de proteinas de 7. cruzi em bactérias e leveduras permitiu obtencdo antigenos de alta
qualidade e em grande quantidade para o diagnostico da doenca de Chagas (Da-
Silveira et al., 2001). Porém, antigenos provenientes da expressdo heterdloga podem
conter componentes protéicos de bactérias ou leveduras que podem contribuir para
reacdo cruzada com outras enfermidades. Nos ultimos anos, a sintese quimica de

pequenos peptideos vem apresentando alta especificidade e sensibilidade com
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resultados promissores, bem como facilidade para producdo em alta escala de
produtos altamente purificados (Peralta et al., 1994; Aguirre et al., 2006; Macipar et
al., 2005). Assim, uma abordagem baseada em peptideos sintéticos foi escolhida para
estudo de um grande nimero de alvos.

Neste trabalho, nés propusemos identificar peptideos derivados de novos
epitopos de célula B do 7. cruzi. Dois tipos de epitopos foram pesquisados. Primeiro,
peptideos 7. cruzi-especificos potencialmente reativos com diferentes cepas do
parasito visando contribuir para otimizar o sorodiagnostico da doenga de Chagas.
Outro grupo de peptideos compreende sequéncias com potencial aplicagdo para
sorotipagem. Usando ferramentas de bioinformatica, estes epitopos conservados e
polimorficos foram preditos nas proteinas dos pares de alelos de genes copias simples
do proteoma da cepa hibrida CL Brener de 7. cruzi. Posteriormente os peptideos
selecionados foram validados por “imunoblotting” e ELISA. A premissa que usamos
para buscar in silico epitopos polimdrficos no proteoma do parasito ¢ que diferengas
entre os pares de alelos da cepa hibrida CL Brener (Tc VI) poderiam refletir
diferengas entre estes epitopos de cepas de outros grupos de 7. cruzi, uma vez que os
haplotipos do genoma hibrido de CL Brener se originaram de ancestrais do grupo Tc
I e Tc III (Sturm et al., 2003). Especula-se ainda que Tc II e Tc III possam ter se
originado de um evento de hibridacdo envolvendo linhagens ancestrais de Tc [ e Tc II
(Westenberger et al., 2005). Desta forma, ¢ possivel que polimorfismos presentes nas
diferentes linhagens de 7. cruzi possam estar impressos nos haplotipos de CL Brener.

Durante a etapa de triagem dos peptideos por “immunoblotting” duas
sequéncias controles provenientes da proteina L7a e de uma trans-sialidase foram
utilizadas. Estas sequéncias foram anteriormente caracterizadas e mapeadas e por isso
foram selecionadas. O peptideo proveniente da proteina L7a foi reativo com soro de
animais infectados as cepas Y e CL Brener e ndo foi observado reatividade contra a
cepa Colombiana do parasito. Este peptideo representa uma porcdo repetitiva
altamente antigénica da proteina e os autores do trabalho observaram expansao destas
repeti¢des em sequéncias do antigo grupo II de T. cruzi (atual Tcll-VI). A linhagem
Tcl ndo possui expansdo desta sequéncia repetitiva e isso provavelmente pode induzir
uma resposta humoral mais fraca, resultando em baixa reatividade contra o peptideo.
J&4 o peptideo proveniente da trans-sialidase foi reativo apenas para cepa Y (Tc II).
Esse dado pode ser relacionado ao fato de durante a identificacdo deste epitopo, foram

usados soros de animais infectados apenas com a cepa Y, bem como soro de pacientes
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da cidade de Virgem da Lapa em Minas Gerais, regido endémica da doenca de Chagas
onde ocorre infeccdo de predominantemente por linhagem Tc II (Devera ef al., 2002;
D'Avila et al., 2009). Estes exemplos pontuam as implicacdes da variabilidade
genética de 7. cruzi durante o desenvolvimento de um método de diagnodstico. Como
controle negativo foi utilizado uma subsequéncia ndo reconhecida por anticorpos
contra a proteina L7a. Como esperado, este peptideo ndo foi considerado reativo para
nenhuma das cepas de 7. cruzi.

Interessantemente, apesar dos peptideos terem sido identificados no proteoma
da cepa CL Brener, quando analisados os peptideos na triagem inicial por
“imunoblotting”, o “pool” de soros de animais infectados com a cepa CL Brener foi
de maneira geral menos reativo quando comparado com os “pools” de soros de
animais infectados com Colombiana e Y, respectivamente. Diversas hipoteses foram
levantadas sobre este fato. Uma delas ¢ que o alelo para o qual o peptideo foi
desenhado poderia ter menor expressdo, principalmente nas formas evolutivas
presentes no hospedeiro vertebrado, fenomeno conhecido como “Allelic imbalance”.
Um exemplo de proteina que sofre este fendmeno é a caseina quinase 1 que possui
dois alelos no genoma de 7. cruzi. Um destes alelos ¢ mais expresso na forma
tripomastigota, enquanto o outro ¢ mais expresso em amastigotas (Spadafora et al.,
2002). A menor expressao da proteina resultaria em menor indugdo do sistema imune
do hospedeiro devido a baixa abundéancia do peptideo e consequentemente menores
valores de reatividade contra o epitopo seriam mensurados. Por outro lado, uma
expressdao semelhante de dois alelos com epitopos polimorficos podem levar a uma
resposta imune menos direcionada e eficiente para produgdo de anticorpos especificos
para cada alelo. Esta ideia ¢ compativel com hipotese de “smoke screen” que postula
que o parasito utiliza de uma variedade de proteinas altamente polimorfica em sua
superficie para induzir uma resposta menos direcionadas a alvos essenciais e por isso
menos eficiente na eliminagdo do parasito (Ibafiez et al., 1988). Além disso,
polimorfismos ao longo da proteina podem alterar sua conformacao (Silla et al., 2011;
Zhou et al., 2010), aumentando ou diminuindo a exposi¢do de um epitopo e por isso,
alterando sua reatividade.

O perfil de epitopos reconhecidos pelas trés cepas de 7. cruzi usadas neste
estudo, mostrados na FIGURA 8, refletiu a distancia provavel as cepas estudadas
conforme apresentado na FIGURA 2. Assim, a cepa de referéncia do genoma CL

Brener possui mais epitopos compartilhados com a cepa Y do que com a cepa
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Colombiana. A maioria dos peptideos reativos sdo proteinas hipotéticas, sem func¢ao
definida para o parasito. Um segundo grupo protéico contendo peptideos identificados
nesta andlise sdo proteinas envolvidas no processamento ¢ manutencdo de acidos
nucléicos. Um trabalho de triagem de antigenos de amastigota de 7. cruzi utilizando
bibliotecas de expressdo também identificou sequéncia protéicas de ligacdo ao DNA e
RNA, bem como proteinas ribossomais, flagelares e “heat-shock” como antigénicas
(DaRocha et al., 2002). Estas sequéncias geralmente formam complexos
nucleoprotéicos que sdo essenciais para estes parasitos bem como para outros
organismos € por isso sdo evolutivamente bastante conservadas. Assim, a resposta
imune dominante contra varias destas proteinas pode ser o resultado de véarios fatores
tais como sua abundéancia e alta estabilidade como particulas nucleoprotéicas, bem
como sua aumentada capacidade para ser fagocitada e processada por células
apresentadoras de antigenos. Além disso, exposi¢cdo prévia a similares antigenos de
outros microrganismos também contribuem para a geracdo de rapida e forte reposta
imune contra estes epitopos conservados (Requena ef al., 2000).

A seguir iremos discutir os resultados obtidos na caracteriza¢do de peptideos
selecionados para sorodiagnostico e, posteriormente, os resultados relacionados com

peptideos com potencial aplica¢do para o sorotipagem.

7.1 Sorodiagnostico

A motivacdo para a busca de um peptideo conservado para melhoria do
sorodiagnoéstico da doenca de Chagas baseia-se no fato de que o tdxon 7. cruzi possuir
grande variabilidade genética e por isso um antigeno ideal para sorodiagnostico deve
ser necessariamente conservado entre todas as cepas, evitando resultados falso-
negativos. De fato, algumas falhas na reatividade de soro de pacientes chagésicos
contra proteinas e peptideos triados para testes sorologicos foram associados a
variabilidade entre cepas que infectavam estes individuos (Umezawa ef al., 1999). Por
outro lado, a comparacdo de sequéncias de proteinas usadas no sorodiagnostico como
FRA, Agl, J17 e H49 sdo muitas vezes idénticas entre as cepas estudadas, indicando
que o dominio que interage com anticorpos destes antigenos ¢ altamente conservado
(Cotrim et al., 2005). A triagem dos peptideos por “immunoblotting” permitiu a

identificacdo de quatro peptideos com reatividade semelhante com soro da trés cepas
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de T. cruzi utilizadas e por isso sdo potenciais candidatos para o sorodiagndstico da
doenga de Chagas. Dois deste peptideos foram sintetizados e caracterizados neste
trabalho.

O peptideo C6 30 cons conservado entre as cepas Colombiana, Y e CL
Brener, mostrou boas caracteristicas para o sorodiagndstico. Primeiro apresentou
reatividade acima do “cutoff”, sem diferenca estatistica entre as cepas, tendo sido
reconhecidos por anticorpos de média afinidade. A quantidade inicial de in6culo
também ndo influenciou o reconhecimento do peptideo, um fato importante uma vez
que a quantidade de inoculo em infecgdes naturais deve ser bastante variavel (Coura,
2007). Observou-se que assim como este reconhecimento independente da quantidade
de inoculo, a parasitemia entre estes animais foi muito proxima. Isso pode ser
explicado pelo fato de 7. cruzi ter uma multiplicagdo rdpida e por isso, mesmo
iniciando de uma populacdo pequena ¢ capaz de alcancar densidade populacional
suficiente para induzir a resposta imune e o reconhecimento de tal epitopo. O
mapeamento do epitopo pelo metodologia de Ala scan sugere que aminodcidos
situados principalmente na regido carboxiterminal do peptideo sdo importantes para
interagdo com anticorpos independente da cepa do parasito, fortalecendo a hipdtese
que este peptideo ¢ conservado entre elas.

Quanto a analise de diferentes classes de imunoglobulinas, tanto IgM quanto
IgG foram detectadas, sugerindo que o peptideo poderia ter utilidade no diagnostico
tanto na fase aguda quanto cronica na doenca de Chagas. O perfil de reconhecimento
de IgG iniciou no mesmo periodo que se observa IgG acima do valor de “cutoff”
contra o antigeno total do parasito, sugerido os anticorpos sdo produzidos logo no
inicio da fase aguda e se manteve persistente por todo tempo analisado. Esta
precocidade na producdo de anticorpos ¢ importante em um diagndstico pois pode ter
funcdo preventiva, uma vez que as formas clinicas aparecem mais tardiamente ao
longo da infeccao (Coura, 2007). Este peptideo se mostrou especifico, sendo reativo
com apenas um soro de paciente infectado com L. braziliensis.

Apesar do modelo animal fornecer uma boa alternativa para estudos em
condi¢des padronizadas de infec¢do, como quantidade de indculo e confiabilidade de
infeccdo por apenas uma cepa do parasito, existem diferencas na resposta imune
destes animais contra 7. cruzi quando comparados com o homem. Assim se faz
necessario a validacao dos resultados obtidos em modelo animal e em humanos. Para

o peptideo C6 30 cons, amostras de pacientes chagéasicos infectados por parasitos da
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linhagem Tc II previamente tipadas reconheceram o epitopo, similarmente ao que
observamos para amostras murinas infectadas com a mesma linhagem.

Interessantemente, o peptideo foi capaz de discriminar formas clinicas
sintomadtica cardiaca de pacientes de amostras de forma indeterminada assintomatica.
Esta maior reatividade pode estar relacionada a fatores induzidos pela resposta imune
contra os parasitos que tém importdncia na patogénese da miocardite chagasica,
como, por exemplo, alteracdes dos mecanismos de imunorregulacdo. A mobilizacao
do sistema imune ¢ importante na reducdo da carga parasitaria, mas, por outro lado,
pode contribuir para o aparecimento das manifestagdes cronicas (Vago et al., 1996;
Higuchi et al., 1997, Anez et al., 1999, Palomino et al., 2000; Tarleton, 2001). Por
exemplo, em avaliacdo histopatologica de cortes de tecido de colon de pacientes
infectados pelo 7. cruzi, portadores de megacdlon, observa-se um alto percentual de
células B (Corbett et al., 2001, Da-Silveira et al., 2008). Além disso, se observou um
alto percentual das células B na circulagdo de pacientes sintomaticos (Dutra et al.,
1994). Este aumento no percentual de determinados clones de células B poderia ser
acompanhado do aumento da produg@o de anticorpos contra determinados epitopos e
consequentemente maior reatividade ser encontrada em amostras de pacientes
sintomaticos. A identificacdo de um peptideo que detecta este perfil diferencial entre
pacientes assintomaticos e sintomaticos poderiam auxiliar no prognostico da doenca,
bem como auxiliar na triagem de individuos que irdo necessitar de tratamento
especifico.

Resumindo, este peptideo apresentou uma especificidade de 93% e
sensibilidade de 87%. Estes valores sdo superiores ao encontrado para outros
peptideos (Peralta ef al., 1994; Aguirre et al., 2006) e compativeis com metodologias
que utilizam mistura de antigenos recombinantes (Da-Silveira et al., 2001). Quando
realizado dois testes para diagndstico da doenca de Chagas, como recomendados pela
OMS, se ambos os testes forem realizados por técnicos treinados com kits de boa
qualidade ¢ possivel uma sensibilidade de 98%. Entretanto, na rotina de laboratorios
de diagnostico, hospitais e bancos de sangue com o uso de kits comercialmente
disponiveis pode-se obter valores de sensibilidade bem menores do que o mencionado
(Salles et al, 1996). Porém a maioria destes trabalhos ndo avaliaram o impacto da
variabilidade das cepas no reconhecimento destes antigenos. O uso de amostras de
pacientes na etapa de triagem de antigenos e na validacdo do potencial de

sorodiagndstico sobre um grande painel soro de uma mesma regido geografica pode
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ndo refletir a variabilidade de 7. cruzi. Isso porque determinadas regides possuem
predominancia de uma ou poucas linhagens como no caso de Tc II em Minas Gerais
(Devera et al., 2002; D'Avila et al., 2009; Freitas et al., 2005).

Diferente do que foi observado para o primeiro epitopo, o peptideo
B7 30 cons ndo apresentou caracteristicas satisfatorias para o uso de
sorodiagndstico. Apesar dos resultados promissores durante a etapa de triagem, a
validacdo por ELISA mostrou que os anticorpos contra este peptideo em soros de
camundongos infectados com a cepa Y apresentaram em média baixa afinidade,
resultado também observado com o soro de cobaias infectados pela mesma cepa. Este
peptideo também foi reativo tanto para a fase aguda, quanto para a fase cronica da
infeccdo. A afinidade dos anticorpos em soro de individuos infectados com parasitos
da linhagem Tc II foi semelhante ao resultado do modelo murino e de cobaia e 52%
do soro de pacientes de com diferentes formas clinicas apresentaram reatividade
negativa. Especula-se que este resultado possa refletir o fato de que maior parte destes
soros ¢ possivelmente de individuos infectados por linhagem Tc II, uma vez que estes
pacientes sdo residentes de Minas Gerais e exista predominancia desta linhagem neste
Estado (Devera et al., 2002; D'Avila et al., 2009). Quando comparado com as outras
cepas, o mapeamento de aminoacidos de importancia para interagdo mostrou que
apenas uma pequena regido de importancia ¢ compartilhada. Por outro lado, as cepas
Colombiana e CL Brener possuem outros aminoacidos de importancia para a
interagdo antigeno-anticorpo e provavelmente, o soro de animais infectados por estas
cepas teriam maior reatividade e afinidade com este peptideo.

Outro importante problema com o peptideo B7 30 cons foi a observada
reacdo cruzada com outros tripanossomatideos, mesmo apds as andlises in silico para
eliminar sequéncias similares com parasitos do género Leishmania e T. rangeli. O
mapeamento do epitopo utilizando soro de pacientes infectados com L. braziliensis
identificou um padrdo de aminodcidos de importancia maior para interagao do que o
visto para 7. cruzi, inclusive englobando o padrdo observado para este ultimo. Este
perfil de reconhecimento cruzado mostra que apenas a elimina¢do de sequéncias
semelhantes entre organismos por andlises in silico pode ndo resultar em eliminag¢do
da reacdo cruzada, uma vez que a estrutura padrdo de reconhecimento de anticorpos
ocupa pequena porcentagem da sequéncia e pode aparecer em proteinas com baixa
similaridade dos demais tripanossomatideos e outros organismos, como foi visto com

L. braziliensis.
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Todos estes problemas resultaram em baixos valores de especificidade de
(35%) e de sensibilidade (58%) do peptideo B7 30 cons. Estes valores sdo bem
inferiores aqueles encontrados para a primeiro peptideo testado neste trabalho e
antigenos testados por outros grupos de pesquisa. Por isso, este peptideo ndo seria
indicado para compor um painel de peptideos para melhorar o sorodiagndstico da

doenga de Chagas.

7.2 Sorotipagem

Acredita-se que as manifestacdes patologicas, tanto na fase aguda quanto na
fase cronica da doenga de Chagas, sejam consequéncia de mecanismos multifatoriais
relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro vertebrado, como a variabilidade
das cepas, o tropismo, a antigenicidade e o tamanho do indculo bem como a faixa
etaria, e fatores imunologicos do hospedeiro (Dias, 2000). Os mecanismos envolvidos
no desenvolvimento das formas graves da doenca de Chagas e sua morbidade sdo
ainda pouco compreendidos. Dentro deste quadro, a grande variabilidade genética de
T. cruzi sempre apresentou uma sedutora caracteristica que poderia estar associada a
este espectro de manifestacdes clinicas. Apesar de nao ser observada clara correlacao
entre cepa ou linhagem e a sintomatologia da doenca (D'Avila ef al., 2009), alguns
indicios de possiveis correlacdo foram observados. Por exemplo, Tc I parece estar
associado a ocorréncia de cardiopatia chagéasica na América Central e norte da
América do Sul, enquanto Tc II, V e VI no cone sul ¢ correlacionado com cardiopatia
e a presen¢a de megasindromes chagasicas do colon e es6fago (Prata, 2001).

Para identificacdo das diferentes linhagens de 7. cruzi, a principal metodologia
baseia-se na genotipagem, onde ¢ necessdrio obtengdo do material genético do
parasito (Devera et al., 2002; Freitas et al., 2005; D'Avila et al., 2009). Na fase
cronica, devido a baixa parasitemia, conseguir DNA suficiente para o trabalho ¢
muito dificil e algumas metodologias tem sido usadas para facilitar essa obtengao,
onde destaca-se a hemocultura (Chiari et al., 1989; Miyamoto et al., 2006) e a
obtencdo de material genético diretamente do tecido (Freitas et al., 2005).
Hemocultura pode ser negativa quando a parasitemia ¢ baixa e também fornece
chance de sele¢do de populagdes de parasitos, comprometendo a identificagdo de co-

infecgdes (Marcelo e Pena, 1998; Luz et al., 1994). Biopsia de tecido infectado ¢ um
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método muito invasivo que necessita de cuidados médicos e por isso, inviabiliza
estudos que requerem um grande nimero de amostras (Lescure et al., 2010). Desta
maneira, acreditamos que a identificacdao de peptideos que possam ser empregados em
testes de sorotipagem constitui-se em uma estratégia interessante € promissora.
Primeiro, a obtencdo de soro para realizacdo das andlises ¢ uma abordagem muito
menos invasiva que a obtenc¢ao de tecidos infectados. Segundo, a técnica de ELISA
permite automacao o que resultaria em um teste adequado para testar grande niimeros
de amostra, como ¢ necessario em grandes estudos epidemioldgicos.

E do nosso conhecimento apenas um trabalho sugerindo a utilizagio de um
antigeno nomeado TSSA (“trypomastigote small surface antigen’), pertencente a
familia TcMUC III, para discriminar pacientes infectados com Tc I de pacientes
infectados com Tc II-VI (Di Noia et al., 2002). Porém estudos moleculares
posteriores mostraram que este antigeno seria capaz de agrupar Tc I com Tc Il e Tc
IV, separando estas linhagens de Tc II, V e VI (Bhattacharyya et al., 2010). Por isso,
identificar epitopos linhagem-especifica ainda ¢ um desafio e teria um grande impacto
para o diagnostico da doenga de Chagas.

Durante a etapa de triagem, 32 dos peptideos reativos dos 98 epitopos
classificados como polimdrficos nas andlises in silico apresentaram reconhecimento
abaixo do “cutoff” para pelo menos uma cepa de 7. cruzi, mostrando que o
embasamento teorico deste trabalho para sele¢do de peptideos para sorotipagem foi
bem sucedida. De fato, os trés peptideos polimorficos selecionadas para sintese
soltvel juntos foram capazes de discriminar as trés linhagens do parasito utilizadas.

Como esperado, o peptideo A6 30 col foi mais reativo com soro de animais
infectados com a cepa Colombiana. Observamos reatividades diferenciais para este
peptideo nos modelos animal e humano. Soro de humanos infectados com Tc II foram
negativos contra o peptideo A6 30 col reconhecido por animais infectados com
Colombiana e esse mesmo peptideo ¢ reativo com soro de animais infectados com a
cepa Y. Essa diferenca pode estar associada por exemplo ao tipo e a quantidade de
in6culo da transmissdo, tripomastigotas de cultura em camundongos e provavelmente
tripomastigotas metaciclicos em humano. Além disso, os pacientes podem estar em
fase cronica mais tardia da doenga, enquanto que os animais estavam no inicio da fase
cronica. O mapeamento mostra que a sequéncia reconhecida por estes anticorpos esta
presente no par de alelo do haplétipo Non-esmo da cepa CL Brener, o que pode

justificar a maior reatividade desde peptideo com soro de animais infectados com a
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cepa Colombiana quando comparado com as outras cepas analisadas. O
seqiienciamento da cepa Sylvio X10/1 pertencente a linhagem Tcl confirmou que o
genoma desta linhagem ¢ mais similar ao hapldotipo Non-esmo do que o Esmo e
comparado a CL Brener, 23% das diferencas de nucleotideos foram nao sindnimas e
foram associadas com mudangas radicais de aminoacidos (Franzén et al., 2011). Esses
achados fortalecem nossa estratégia de busca de peptideos polimorficos entre as cepas
de T. cruzi e apontam para uma real possibilidade de se construir um robusto painel
de peptideos que possam ser usados com sucesso em métodos de sorotipagem do
parasito.

Como esperado, o peptideo reativo com a cepa Y, B2 30 Y, foi reativo com
soro de pacientes infectados com Tc II. Assim como o peptideo conservado
C6 30 cons, o peptideo B2 30 Y foi também capaz de diferenciar formas clinicas
sintomadticas de ndo sintomatica. Desta forma, este peptideo poderia ser usado para
prognostico ou auxilio na identificagdo de manifesta¢des clinicas juntamente com o
peptideo conservado. Somente anticorpos da classe IgG foram detectados contra o
peptideo sugerindo que a produgdo de anticorpos seja mais tardia contra este peptideo.
O mapeamento do epitopo e a comparagdo entre os pares de alelos confirmam que a
proximidade do genoma da linhagem Tc II com o haplétipo Esmo da cepa hibrida,
uma vez que os aminoacidos criticos para o reconhecimento pelo anticorpo estdo
ausentes no haplétipo non-Esmo.

O peptideo B9 30 cl também discriminou corretamente a cepa CL Brener de
camundongos infectados. Diferencas entre modelos animais também foi visto para
este peptideo uma vez que camundongos infectados com a cepa Y possuiu reatividade
acima do “cutoff” para este peptideo, enquanto soro de cobaia infectado com a mesma
cepa apresentou reatividade negativa quando mensurado anticorpos da classe IgG. Por
outro lado, houve reatividade de IgM contra este peptideo em dois tempos apos a
infeccdo de cobaias. Nestes tempos observa-se que a afinidade dos anticorpos sdo
média e baixa, podendo representar uma reatividade com anticorpos inespecificos.
Apesar deste peptideo ser classificado como Esmo, ndo houve reatividade com soro
de animais infectados com a cepa Y (Tcll). Uma possivel explicagdo para isso ¢ que
esta sequéncia pode ter divergido da sequéncia originada de Tcll e o polimorfismo
pode estar presente na regido de ligacao de anticorpos.

Interessantemente, os trés peptideos polimorficos sdo derivados de regides

repetitivas. Um fator que pode ter contribuido para isso é que geralmente
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polimorfismo em extensdo de regides repetitivas entre os pares de alelos sdo
alinhados como “gaps” e a estes nds admitimos o maior valor de pontuacdo de
polimorfismo entre pares de alelos Esmo e Non-esmo utilizados neste projeto (Tabela
1 ). Como nosso critério de selegdo de epitopos polimdrficos privilegia peptideos com
os mais altos valores de pontuacdo de polimorfismo, nossos epitopos contendo
polimorfismo em sequéncias repetitivas foram mais bem ranqueados entre aqueles
selecionados. A identificacdo de antigenos de amastigota através de biblioteca de
cDNA mostrou que este fato ¢ comum para antigenos de 7. cruzi, ja que 70% dos
clones reativos codificavam proteinas com sequéncia repetitiva de aminoacidos
(DaRocha et al, 2002). Este trabalho também sugere que proteinas ribossomais
contendo repeticdes de aminoacidos sdo um dos imundgenos mais proeminentes
presentes na forma intracelular do parasito. A alta frequéncia com que antigenos
contendo dominios repetitivos sdo identificados pode ser explicada pelos altos titulos
de anticorpos especificos contra estas sequéncias, o que pode ser consequéncia da
abundancia destas unidades repetitivas no proteoma e pelo fato de tais anticorpos se
ligarem com alta afinidade a estes epitopos (Da-Silveira ef al, 2001). Estas sequéncias
repetitivas também evoluem rapidamente (Carlton er al., 2008) e isto pode ter
conseqiiéncia no reconhecimento diferencial entre as cepas do parasito. Assim,
expansao ou deplegdo destas regides repetitivas pode alterar a estrutura de um epitopo
de forma que anticorpos se liguem mais fraca ou fortemente a ele.

Quatro dos cinco peptideos testados neste trabalho apresentaram boas
caracteristicas para o uso no sorodiagnostico ou sorotipagem de 7. cruzi
demonstrando que a mineragdo de genomas pode ser um bom ponto de partida para
pesquisa de antigenos. A técnica de “immunoblotting” foi uma ferramenta
experimental bastante Util para a validagdo experimental dos resultados de triagem in
silico. Os peptideos identificados neste trabalho apresentaram especificidade e
sensibilidade alta para o uso no diagndstico do parasito e apos estudos mais
aprofundados, principalmente com grandes quantidade de amostras de diferentes
regides geograficas, teriam o potencial para ser incorporados na rotina laboratorial.
Entre outros estudos que necessitam ser feitos estd a avaliagdo do comportamento da
reatividade e afinidade dos peptideos com o soro de animais e principalmente
humanos infectados com as outras linhagens de 7. cruzi. Além disso, a hipdtese do
modelo histotrépico clonal sugere que a heterogeneidade e multiclonalidade de uma

cepa determinam tropismo tissular diferente e conseqiientemente variagdes na
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apresentacdo clinica da doenga (Macedo e Pena, 1998). Devido a este tropismo
tecidual diferenciado, em co-infecgdes, a cepa circulante pode ndo ser a mesma
presente no tecido e responsavel pela determinada manifestacdo clinica e por isso,
seria interessante a avaliacdo dos peptideos utilizando soro de animais e pacientes co-
infectados.

Outra importante contribui¢do deste trabalho foi identificar outros potenciais
antigenos identificados na etapa de andlise in silico e triagem experimental e que nao
foram ainda caracterizados e validados por ELISA. A metodologia utilizada aqui
também poderia ser aplicada para identificar novos antigenos por comparagdo de
genomas entre diferentes linhagens de 7. cruzi, que estdo sendo atualmente
sequenciadas. O mapeamento de aminoacidos criticos para o reconhecimento pelo
anticorpo podera permitir a manipulagdo das sequéncias para otimizagdo da interacao
com anticorpos e/ou construcdo de peptideos quiméricos contendo aminoacidos
importantes de diferentes epitopos maximizando a interagdo com diferentes
anticorpos de uma mesma amostra (Aguirre et al., 2006). Estas abordagens permitirao
desenvolvimento de antigenos mais especificos e sensiveis. O uso combinado de
peptideos também seria boa opcao principalmente para melhorar a sensibilidade do
teste. Como exemplo, nenhum dos nove antigenos JL7, H49, Ag2 e A13 utilizados
individualmente foram capazes de detectar anticorpos especificos no soro de todos os
pacientes chagésicos cronicos, indicando que um unico antigeno ndo sera suficiente
para diagnostico sorologico (Da-Silveira, 2001). Os antigenos CRA e FRA testados
em mistura apresentaram 98,3% de sensibilidade e 100% de especificidade e estes
valores foram superiores aos testes utilizando os antigenos separadamente (Da-
Silveira , 2001). Acreditamos que outros epitopos polimorficos e conservados possam
ser identificados dentre os peptideos reativos na etapa inicial de triagem por
imunoblot. O uso combinado destes com os outros epitopos caracterizados neste
trabalho e outros disponiveis na literatura podera viabilizar a constru¢do de um painel
robusto de epitopos com potencial aplicabilidade para sorodiagnostico e sorotipagem

na doenga de Chagas.
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CERTIFICADO DE COMITE DE ETICA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 14372009, relativo ao projeto intitulado
“Mineracdo genomica em T. cruzi: identificacio de antigenos repetitivos
em diferentes linhagens do parasito’, que tem como responsavel(is) Daniella
Castanheira Bartholomeu , estd(30) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacio Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 9/ 09/2009.

Este certificado expira-se em 9/ 09/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 143/2009, related to the project entitled
“Mining the T. cruzi genome: identification of repcat antigens in different
parasite strains’, under the supervisiors of Daniella Castanheira Bartholomeu,
is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentaticn, adopted by the
Ethics Committee in Animal Fxperimentation (CZTEA/UFMG), and was
approved in September 9, 2009.

This certificate expires in September 9, 2014,

Belo Horizonte, 30,de Novemba) de 2009.

LLUE L
Prof. Humbertc Pereira Qlivcira
Ccordenador do CETEA/UFMSG

Universidade Federal de Minas Cerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Fampulha
Unidade Administrativa Il -- 2° Andar, Sala 2005
31270-801 - Belo Horizonte, MC - Brasil
Telefone: (31) 3493-4516 — Fax: (31) 34994592
www.ufmg.bribioetica/cetea - cetea@prpe. tfmg.by

(Mod.Cert. v1.0)
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