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Resumo

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € causada
pelo agente etiolégico Trypanosoma cruzi, parasito hemoflagelado, unicelular e
heteroxeno. E uma doenca endémica na América Latina e emergente em paises da
Europa e Estados Unidos. A fase aguda da doenga dura aproximadamente de 10 a 90
dias apods a infeccdo e é caracterizada por alta carga parasitaria, o que permite que o seu
diagnostico seja realizado por exames diretos. Apos 12 semanas, a infec¢éo evolui para
a fase cronica, que apresenta baixa parasitemia e altos titulos de IgG contra antigenos do
parasito. Por esta razdo, o diagnostico na fase crénica é realizado através de ensaios
imunoenzimaticos tais como Imunoflorescéncia indireta, hemaglutinacdo indireta e
ELISA. Entretanto, para a realizacdo destes testes, sdo utilizados extratos brutos ou
semi-purificados das formas epimastigotas, sendo este estagio evolutivo do parasito
encontrado apenas no inseto vetor e ndo no hospedeiro vertebrado. N&o obstante, os
testes diagndsticos para a doenca de Chagas na fase cronica geram discussdes por
muitas vezes se mostrarem inconclusivos, ambiguos ou contraditérios devido as
possiveis reacdes cruzadas com outros organismos da familia Tripanosomatidae, como
Leishmania sp e a espécie ndo patogénica para o hospedeiro vertebrado Trypanosoma
rangeli. Na tentativa de aprimorar o diagnéstico da doenca de Chagas, diversas
proteinas recombinantes sdo hoje o foco de varias pesquisas por apresentarem uma boa
sensibilidade e especificidade. Neste trabalho, 0 nosso grupo selecionou quatro
proteinas possivelmente conservadas entre as diferentes cepas deste parasito, que nao
estdo presentes no proteoma predito de espécies do género Leishmania, e que
apresentam um alto score de predi¢do de epitopo de célula B pelo programa BepiPred.
Dentre as quatro proteinas selecionadas: Tc10, Tc30, Tc80 e Tcl70, a dltima foi
expressa de forma recombinante em bactérias BL-21 Star, sendo em seguida utilizada
em experimentos de ELISA contra o soro de pacientes chagasicos crénicos, pacientes
com leishmaniose visceral e individuos sadios, como controle. No entanto, 0 ELISA
realizado com o pool de soros apontou uma maior reatividade desta proteina com
pacientes infectados com Leishmania infantum. Tal fato sugere que apesar das proteinas
selecionadas ndo estarem presentes no proteoma de espécies do género Leishmania,
peptideos ortdlogos entre os dois organismos estdo presentes nesta proteina. Para
averiguar a reacdo da proteina Tc170 com soros individuais de pacientes de ambas as

enfermidades assim como também com soros de individuos ndo infectados, foi
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realizado um ensaio de ELISA, que demonstrou que a proteina Tc170 apresentou uma
sensibilidade de 84,21% e uma especificidade de 80% entre os soros de pacientes
chagasicos, pacientes infectados com Leishmania infantum, com relagdo a humanos
sadios. Entretanto, esta proteina ndo é aconselhada para o diagnéstico da doenca de
Chagas por apresentar uma sensibilidade de apenas 25,64% e uma especificidade de
94,73% entre pacientes chagasicos e pacientes com leishmaniose visceral. Portanto, €
necessario a busca de novos alvos devem ser realizadas na tentativa de obter uma
proteina com maior sensibilidade e especificidade e que diferencie o T. cruzi de outros

patdgenos da mesma familia.



Abstract

Chagas disease (CD), also known as American trypanosomiasis, is caused by the
unicellular hemoflagellate parasite Trypanosoma cruzi. CD is an endemic disease in
Latin America and emerging infectious disease in US and Europe. The acute phase of
the disease lasts around 10 to 90 days after infection and is characterized by high
parasitic load, which allows the diagnosis to be made by direct examination. At the
chronic phase, that chagasic patient has a low parasitaemia and high titers of 1gG
against parasite antigens, hence, the diagnosis of Chagas’ disease is attained by
conventional serological tests such as indirect immunofluorescence, indirect
hemagglutination, and ELISA. However, to perform these tests, raw or semi-purified
extracts of epimastigote form are used as antigen, and this evolutionary stage of the
parasite is only found in the insect vector and not in the vertebrate host. In addition,
diagnostic for Chagas disease in the chronic phase may be inconsistent owing to the
possible cross-reactions with sera from patients affected by other endemic diseases such
as leishmaniasis. In attempt to improve the diagnosis of Chagas disease, a number of
recombinant proteins, is now the focus of several studies once they have shown
enhancement regarding the sensitivity and specificity. In this work, our group selected
four proteins: Tc10, Tc30, Tc80 and Tc170 possibly conserved among different strains
of this parasite, which are not present in the predicted proteome of Leishmania species,
and that have a high epitope prediction score for B cell by BepiPred program. Among
the four selected proteins, the protein termed Tc170 was recombinantly expressed in
BL-21 Star bacteria and then used for ELISA experiments against sera from chronic
chagasic patients. Sera from patients with visceral leishmaniasis and from healthy
individuals were used as control. Thus, ELISA carried out with the pooled sera from
patients infected with Leishmania infantum showed higher reactivity with Tc170
protein. This suggests that despite the selected proteins are not present in the proteome
of Leishmania species, orthologous peptides between the two forms are present in this
protein. We also tested the reaction of the protein Tc170 with individual sera of patients
as well with the controls.The results showed that the protein Tc170 had a sensitivity of
84.21% and a specificity of 80% in pool of sera from Chagas patients compared with
controls. However, based in our results with distinct test serum, this protein is not
suggested for the diagnosis of Chagas disease by presenting a sensitivity of only

25,64% and a specificity of 94,73% among patients with Chagas disease and visceral

Xi



leishmaniasis. Therefore, search for new targets should be performed in an attempt to
obtain a protein with higher sensitivity and specificity, differentiating the T cruzi from

other pathogens of the same family.
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1. Introducéo

Mais de um bilhdo de pessoas no mundo sdo afetadas por doencas tropicais,
que sdo consideradas negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Salde por serem
endémicas nos paises pobres, em desenvolvimento e terem uma intima relagdo com mas
condicBes sanitarias, de moradia e com conflitos sociais. Tais patologias causadas por
parasitos, virus e bactérias, sdo responsaveis por 534.000 mortes por ano e 57 milhdes
de anos perdidos por incapacidade, de acordo com o indicador DALY (Disability
Adjusted Life Years) (KAPPAGODA & PA, 2014).

A doenca de Chagas é uma doenca infecciosa causada pelo parasito
hemoflagelado, Trypanosoma cruzi. De acordo com os dados de 2014 da Organizacéo
Mundial de Salde, estima-se que essa doenca afete aproximadamente de 7 a 8 milhGes
de pessoas no mundo, principalmente na América Latina, onde a doenca de Chagas é
considerada endémica (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/). Por haver
escassez evidente nos investimentos do ponto de vista farmacéutico e governamental
nos paises onde essa parasitose é endémica, a doenca de Chagas é classificada como
negligenciada pela Organizacdo Mundial de Salde, pois ainda causa uma expressiva
taxa de mortalidade e morbidade em paises pobres e em desenvolvimento (JR et al.
,2010).

1.1. O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A histéria natural da doenca de Chagas iniciou-se ha milhares de anos. O
Trypanosoma cruzi estava restrito nos ambientes selvagens e mantinha o seu ciclo
bioldgico entre os animais silvestres. Com a entrada do homem nestes ambientes para a
exploracdo da agricultura extensiva e pecuaria, a doenca de Chagas mudou o seu perfil
epidemioldgico e passou a ser considerada uma zoonose, pois com o deslocamento dos
animais silvestres, os triatomineos passaram a colonizar habitag6es humanas (COURA,
2007a) (COURA, 2014).

Descoberta em 1909 pelo médico Carlos Chagas na cidade de Lassance,
Minas Gerais, a doenca se espalhou progressivamente na América Latina, afetou

milhares de pessoas nas areas rurais 0 que gerou grandes impactos na saude publica



devido a acentuada morbidade e mortalidade (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA,
2006) (SCHMIDT et al., 2009).

O ciclo bioldgico do T. cruzi é de alta complexidade e apresenta estagios
distintos ao longo da sua vida tanto no hospedeiro vertebrado quanto no hospedeiro
invertebrado (Figura 1). Trata-se de um organismo heteroxeno (COURA, 2007). O
hospedeiro invertebrado sdo insetos hematdfagos, pertencentes a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e sub-familia Triatominae, conhecidos popularmente como
barbeiros. A infeccdo no hospedeiro invertebrado ocorre quando o triatomineo ingere
sangue do hospedeiro vertebrado que contenha as formas tripomastigotas sanguineas.
No intestino médio do triatomineo ocorrerdo algumas modificacfes na morfologia do T.
cruzi até que o parasito assuma a forma epimastigota, que sdo as formas replicativas
encontradas apenas no inseto. Algumas das formas epimastigotas irdo se diferenciar em
formas tripomastigotas e outras continuardo se replicando no inseto vetor. As que se
modificarem em tripomastigotas poderdo se diferenciar posteriormente em formas
infectantes: as tripomastigotas metaciclicas, que representam o estagio infectante no
hospedeiro vertebrado. Os hospedeiros vertebrados suscetiveis & infec¢do por T. cruzi
consistem em mamiferos de diversas classes tais como marsupiais, quirdpteros,
roedores, edentados e 0 homem (SCHMIDT et al., 2009).

Durante o repasto sanguineo dos triatomineos, as formas tripomastigotas
metaciclicas sdo liberadas nas fezes e podem ser interiorizadas pelo homem, através de
uma injaria tecidual nos arredores do sitio da picada, como também pode ser carreado
pelo préprio individuo no ato de cocgar a regido e posteriormente levar a médo a boca ou
aos olhos (CHAGAS, 1909). As tripomastigotas séo capazes de invadir diversos tipos
de células (FERNANDES et al., 2011). Apés a invasdo ocorrera & diferenciacdo do
parasito em formas especializadas em replicacao intracelular, as formas amastigotas. A
replicacdo ocorre por fissdo binaria e novas amastigotas sao produzidas até o completo
esgotamento da célula hospedeira. Ocorre, portanto, o extravasamento do parasito ja

modificado em formas tripomastigotas que invadirdo novas células (COURA, 2007).

Durante o processo infeccioso no homem podem ocorrer sinais clinicos
caracteristicos da doenca de Chagas. As tripomastigotas metaciclicas ao penetrarem na
mucosa ocular podem gerar uma reacdo inflamatoéria conjuntiva com edema unilateral

de ambas as palpebras denominado sinal de Romafia. No sitio da transmissdo, onde o



triatomineo realizou o repasto sanguineo também podem acontecer em qualquer parte
da pele uma reacao no tecido subcutaneo com edema local, endurecimento, congestdo
vascular e infiltrado celular conhecido como chagoma de inoculacdo (JR; et al., 2010)
(Figura 1).

Trypomastigotes transform into
epimastigotes, and epimastigotes
replicate by binary fission (midgut)

\
@
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Figura 1: Principal mecanismo de transmissdo e o ciclo de vida do Trypanosoma
cruzi em seus hospedeiros invertebrados, no homem e os sinais clinicos da doenca
de Chagas (JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Nas ultimas décadas governos da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile e
Uruguai promoveram medidas de controle que foram muito efetivas para alterar o perfil
epidemioldgico da doenca de Chagas na América Latina. Conhecido como Iniciativa
Cone Sul, este paises tiveram como objetivo interromper a transmissao tendo como o
foco a eliminacédo do principal vetor responsavel pela transmisséo, o Triatoma infestans,
como também a melhoria das moradias e o controle dos bancos de sanguee. Porém a
transmisséo vetorial da doenca de Chagas pelo Triatoma infestans ainda permanece em
outros paises da América Latina principalmente na Bolivia e Paraguai. No Brasil a
transmissdo acontece através de outras espécies (CARLOS; DIAS, 2007). Para um



cenario futuro no controle, a Iniciativa Cone Sul visa englobar quais espécies de
triatomineos envolvidos no processo de infeccdo do T. cruzi através da caracterizacéo
das espécies domesticas, peridomésticas e silvestres de triatomineos, como também
estabelecer a relacdo entre os triatomineos que podem colonizar casas e as espécies que
podem transmitir a doenca de Chagas sem a necessidade de fundar coldnias domésticas.
Estes riscos ndo podem ser ignorados e exigem vigilancia no controle seletivo dos
vetores (SCHOFIELD; et al., 2006).

Existem outras formas de transmissdo da doenca de Chagas que devem ser
consideradas. Apesar de ser obrigatério, 0 monitoramento dos bancos de sangue pode
ser insuficiente devido a precariedade na triagem. A fragilidade das triagens pode ser
atribuida aos diversos problemas no quadro do diagnéstico da doenca. Por essa razdo, a
transfusdo sanguinea continua sendo um importante mecanismo de transmissdo

principalmente nos paises ndo endémicos (PIERIMARCHI et al., 2013).

A infecgdo oral por T. cruzi é considerada atualmente um dos principais
mecanismos de transmissdo da doencga de Chagas. Alguns surtos da doenca de Chagas
tém sido relatados pela ingestdo acidental do T. cruzi em muitas regides do Brasil
(ANDRADE et al., 2011). Uma caracteristica dos surtos da doenca de Chagas através da
infeccdo oral deve-se a gravidade dos casos, muitas vezes culminados em morte. A
fonte de contaminacdo desta infeccdo é conferida a triatomineos infectados com o T.
cruzi esmagados juntamente com a cana de agucar ou frutas durante o preparo de
bebidas (YOSHIDA, 2008). Outra forma de infeccédo é conferida pela a infeccao vertical
do T. cruzi, ou seja, via placentaria ou durante a passagem do neonato ao nascer. A
transmissdo congénita tem sido observada desde a década de 1940, sendo entdo
observada nos paises endémicos. A probabilidade de uma méae chagasica passar a
infeccdo para o feto parece variar de acordo com as regides, tal variacdo pode ocorrer
entre 0,5 a 10% (COURA, 2007, 2015) (KEMMERLING; BOSCO; GALANTI, 2010).

Contudo, a vigilancia epidemiolédgica da doenca de Chagas deve consistir de
estudos continuos sobre os seguintes aspectos: (1) a ocorréncia da doenca, (2) o
ambiente no qual ocorre a transmisséo, (3) 0s mecanismos de transmissao, (4) avaliacéo
dos riscos de adaptacdo dos triatomineos em contextos domesticos e peridomésticos, (5)
controle de transmissdo por diversos mecanismos, tais como vetorial, transfusdo de

sangue, infeccdo oral, entre outros menos frequentes (COURA, 2013).



1.2. As fases e as formas clinicas da doenca de Chagas

As caracteristicas biologicas das cepas de T. cruzi envolvidas com a
infeccdo e particularmente com o tropismo do parasito, podem se relacionar com a
forma clinica que o individuo podera desenvolver (COURA, 2007a). A partir de
analises genéticas de diferentes isolados de T. cruzi, Dutra e colaboradores (2005)
demonstram que a populacdo do parasito € extremamente polimoérfica e que tal
plasticidade génica parece exercer um forte carater em relacdo as manifestacdes
clinicas. O estado imunoldgico do hospedeiro é também um fator importante no curso
da infeccdo. Uma resposta do tipo Thl, somado a producdo de IL-12 e IFN-y ¢
fundamental para orquestrar a fase aguda da infeccdo. IFN-y induz a producédo de oxido
nitrico que agem de maneira letal nos parasitos, entretanto, este instrumento
imunoldgico apenas contém a infec¢do quanto a replicacdo de T. cruzi, sendo assim, o
parasito permanece no organismo com uma carga parasitaria menor. A infeccéo seguira
para a fase cronica devido a persisténcia do T. cruzi (DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA,
2005).

O prognostico da doenca de Chagas dependerd da forma clinica na qual a
enfermidade vai se manifestar durante o ciclo evolutivo. Na fase aguda, por exemplo,
sabe-se que criangas na primeira infancia estdo mais suscetiveis a estabelecer um quadro
mais grave, com insuficiéncia cardiaca aguda, miocardite e meningite. Por esta razdo, o
progndstico ndo é favoravel quando se trata da doenca de Chagas congénita.
Transmitido verticalmente, a infeccdo pelo T. cruzi leva a abortos, nascimentos
prematuros, lesbes de figado, baco, coracdo e comprometimento no sistema nervoso
central do neonato, o que pode promover sequelas irreversiveis no desenvolvimento da
crianca (COURA, 2007a).

A fase aguda da doenca tem a durabilidade de 10 a 90 dias ap0s a infeccao
pelo parasito. Pode exibir sintomas inespecificos ou pode ndo manifestar sintomas.
Reacdes inflamatdrias com presenca de células mononucleadas na pele ou mucosa onde
as formas infectantes penetraram podem gerar o sintoma especifico conhecido como
sinal de Romana ou chagoma de inocula¢do, conforme mencionado anteriormente.
Porém, em alguns casos podem ocorrer sintomas inespecificos como febre, diarreia,

dores musculares, sonoléncia, distlrbios respiratérios e em casos mais graves,



meningite, o que pode dificultar o diagndstico. A forma indeterminada na fase cronica é
praticamente assintomatica, geralmente encontram-se focos de infiltrado inflamatdrio
no miocardio e reducdo de células cardiacas, porém insuficientes para apresentar
manifestacdes clinicas. S&o considerados pacientes com a forma indeterminada aqueles
que comprovadamente estdo infectados com T. cruzi, nos quais ndo sdo detectadas
anormalidades clinicas imputaveis a doenca (CAMARGOS et al., 2000), embora
alguns individuos possam desenvolver as formas cardiacas e/ou digestivas tardiamente
(MARIN-NETO et al., 2002). Quando sintomatica, a doenca de Chagas na fase cronica
é caracterizados por infiltrados mononucleares inflamatérios, diferentes graus de fibrose
e baixa parasitemia (RIBEIRO et al., 2012).

A forma cardiaca da doenca de Chagas certamente € a mais expressiva
manifestacdo, tanto por sua frequéncia e quanto pela sua gravidade. Geralmente séo
caracteristicas observadas entre a segunda e quarta década de vida do paciente
chagasico e aproximadamente entre cinco a quinze anos apos a infeccdo inicial. Os
sinais e sintomas de cardiopatia chagasica cronica séo: arritmia, insuficiéncia cardiaca,
auricular-ventricular e bloqueios de ramo e tromboembolismo (COURA, 2007a). A
maioria das mortes decorrentes da infeccdo chagéasica ocorre devido a falha congestiva
do coracio (CAMARGOS et al., 2000) (ARAUJO et al., 2000). Na forma digestiva,
manifestagcdes clinicas podem resultar a perda do peristaltismo do es6fago e cdlon
causado pela destruicio dos plexos mesentéricos, que, consequentemente,
desencadeardo desenvolvimento do megaesdfago e megacolon. Apesar de em casos
isolados, durante a fase aguda da doenca, podem ocorrer espasmos e perda do
peristaltismo, acompanhados do alargamento do es6fago (COURA, 2007a). Conforme a
Figura 2, as fases clinicas da doenca de Chagas se dividem em infeccdo aguda e
infeccdo cronica. O pico de parasitemia é obtido durante a infeccdo aguda e decresce

com a infeccao cronica.



Infecgiio cronica

Forma clinica
assintomatica

Parasitemia ¢ parasitismo tecidual

\\
Intensa ativagio do Controle imunolégico Inflamagfio desencadeada
sistema inmne da replicagiio pelo parasitoe
parasitaria patogénese

Figura 2: Fases clinicas da doenca de Chagas (adaptado de Junqueira et al., 2010).

O progndstico de cada fase varia consideravelmente de um caso para o
outro. Pacientes com lesbes minimas como bloqueio discreto do ramo ventricular
unifocal tendem a permanecer sem sintomas ao logo de varios anos e morrem por outras
razOes inerentes a enfermidade de Chagas. Outro grupo de pacientes que apresentam
taquicardia acentuada, arritmia, extrassistole multifocal, fibrilagdo auricular e
insuficiéncia cardiaca grave possuem um progndstico complicado com relagdo a
doenca. E um terceiro grupo de pacientes, com um ligeiro aumento da area cardiaca e
alguns achados eletrocardiograficos como manifestacBes clinicas, possuem um
progndstico incerto (COURA, 2007a).

1.3. O polimorfismo genético do Trypanosoma cruzi

A espécie Trypanosoma cruzi € composta por subpopulagdes genéticas de
origem clonal da Ordem Kkinetoplastida. As cepas ou isolados de T. cruzi exibem
marcadores fenotipicos variaveis, como a taxa de multiplicacdo, tropismo tecidual e
resisténcia a drogas (UMEZAWA et al., 1999).



Para facilitar a comunicagdo entre 0s pesquisadores, a nomenclatura destas
cepas, atualmente foi dividida em seis DTUs (Discrete Typing Units), denominados de
Tcl a TcVI (ZINGALES et al., 2009). Esta categorizacdo considera a estrutura
populacional, a filogeografia e a eco-epidemiologia do parasito, em associo¢do com 0s
diferentes genotipos dos hospedeiros, ecétopos e ciclos de transmissdo (HERRERA,
2014); (ZINGALES et al.,, 2012). Os conceitos de DTUs e evolucao clonal foram
gerados no ambito da pesquisa evolutiva em T. cruzi e a potencial troca genética ainda
estd presente. Além disso, alguns ciclos geograficos de transmissdo sugerem a
existéncia de recombinacdo genética que ocorre dentro de DTUs de T. cruzi (GUHL et
al., 2002). Dentro das cepas de T. cruzi, as DTUs devem ser consideradas como familias
e ndo como um unico clone (ANDRADE et al., 2011). As subdivisdes genéticas de T.
cruzi, atualmente aceitas para a divisdo de DTUs, possuem origem hibrida, ou seja,

possuem dois ancestrais, como pode ser observado na Figura 3.

Tempo Ancestral comum
T.cruzil T.cruzi ll
Hibrido 1/
T.cruzi IV T.cruzi lll T.cruzi ll
Hibride ||/|||
v |T.truzi I I IT,cruzi IVl |T.cruzi II|‘ |T.cruzi v | IT.cruzi VII IT.cruzi I I

Figura 3: Relacéo filogenética entre as seis linhagens de T. cruzi (Tcl-TclV). Neste
modelo, as linhagens Tcl e Tcll originaram Tclll e TclV em um evento ancestral de
hibridizacdo, seguida por uma nova hibridizacdo recente entre Tcll e Tclll para gerar
TcV e TcVI (adaptado de ZINGALES et al., 2012).



Tcl é aDTU de T. cruzi mais abundante na América, sendo encontrada tanto
no ciclo silvestre quanto no ciclo doméstico. Este subgrupo esta presente do norte da
América do Sul a America Central e sua patogenia estd fortemente associoda a forma
cardiaca. Na regido amazbnica existem apenas alguns focos isolados na bacia
amazobnica. Nos Estados Unidos, Tcl pode ser econtrado nas infecgdes dos ambientes
silvestres do estado do Alabama (ROELLIG et al., 2013). As cepas do grupo Tcl tais
como Colombiana e Silvio apresentam-se com pouca taxa de variacdo genética e um
genoma reduzido com relagdo as outras cepas de subgrupos distintos como Esmeraldo
Tcll e CL Brener TclV. A taxa de divergéncia entre Tcl e Tcll € mensurada por um
periodo de 88 e 37 milhdes de anos, respectivamente, baseado no estudo do rDNA
(ZINGALES et al., 1999). Tcll é predominantemente encontrada nas regides central e
sul da América do Sul e sua patogenia esta relacionada as formas cardiacas, digestivas
ou ambas as formas. Este subgrupo de T. cruzi foi isolado do ambiente doméstico de
transmissdo, possui vetores e hospedeiros provenientes de fragmentos da Mata
Atlantica, principalmente primatas (MACEDO et al., 2004). No Brasil, Tclll esta
associado ao ambiente selvagem no qual infeccdes humanas foram raramente relatadas.
O principal hospedeiro relatado no ciclo para esta DTU é a espécie Dasypus
novemcinctus (ZINGALES et al., 2012). TcV e TclV sdo hibridos muito semelhantes
associados com a doenca de Chagas no sul e centro da América do Sul. TclV mostra um
padrdo semelhante de distribuicdo na América do Sul ao Tclll, com exce¢do do Chaco,
onde parece estar ausente. Nas regides do Cone Sul, onde o T. infestans é o principal
vetor de T.cruzi, para as linhagens Tcll, TcV e TcVI. Tcll predomina no leste e centro
do Brasil, enquanto, TcV esta presente na Argentina, Bolivia, e Paraguai, e TcVI no
Gran Chaco (SOLARI et al., 1992).

Os avancos no entendimento da estrutura populacional do T. cruzi facilitam
a comunicacao entre pesquisadores que buscam melhorar o conhecimento especifico nas
areas de eco-epidemiologia, patogenicidade da doenca e biologia geral (ZINGALES et
al., 2009).



1.4. O diagnéstico da doenca de Chagas

O diagnostico da doenca de Chagas apresenta diferentes abordagens de
acordo com a fase que a infeccdo se encontra. Na fase aguda da doenca de Chagas,
parasitas circulam na corrente sanguinea. Portanto, o diagnostico laboratorial é baseado
na observacdo do parasito no sangue do individuo infectado (GOMES; LORENA;
LUQUETTI, 2009). A hemocultura, o xenodiagndstico e a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) também podem ser utilizados para a pesquisa do parasito no sangue do
paciente infectado durante a fase aguda, porém raramente apresentam-se positivos,
exceto em pacientes com HIV ou imunodeprimidos (RIBEIRO et al., 2012). A PCR tem
seu emprego restrito na rotina diagndstica devido ao fato de ser um método laborioso,
contamina-se facilmente e exige uma infraestrutura dispendiosa, necessita de tecidos de
pacientes, sujeitando os mesmos a bidpsias e processos invasivos (PORTELA-
LINDOSO, et al., 2003).

Durante a fase crbnica, ensaios imunoenzimaticos sdo amplamente
utilizados no diagnostico da doenca de Chagas. Os testes soroldgicos mais utilizados
para o diagndstico da doenga sdo: imunoflourescéncia indireta, hemaglutinacéo indireta
e ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (UMEZAWA et al., 2004). Desde que
seguido de boas préaticas laboratoriais e utilizando-se kits de boa qualidade, os testes
apresentados podem apresentar uma boa sensibilidade e especificidade. (UMEZAWA et
al., 2004) (DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001). No entanto, varios
relatos tém demonstrado que os resultados podem ser inconclusivos ou duvidosos
dependendo do ensaio comercial utilizado (AFONSO; EBELL; TARLETON, 2012;
ANGELICA et al., 2003; GRUBER; ZINGALES, 1993; GUHL et al., 2002).

Os primeiros testes soroldgicos para esta parasitose eram realizados
utilizando-se extratos antigénicos inteiros ou semipurificado de epimastigotas de T.
cruzi, forma ndo-infectiva do parasito. (DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI,
2001). Quando s&o utilizados kits comerciais, sdo considerados “resultados
inconclusivos” aqueles que apresentam reacGes ndo claramente positivas ou negativas.
E possivel observar resultados com uma boa eficiéncia em detectar anticorpos
provenientes de kits comerciais disponibilizados no mercado, quando soros com altos

titulos de anti-T. cruzi sdo testados. Entretanto, possuem resultados questionaveis
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quando os kits sdo utilizados com soros que apresentam baixos titulos (CABALLERO
etal., 2007).

Outro fator importante a ser considerado é que os testes soroldgicos para a
doenca de Chagas podem apresentar reacGes cruzadas com o soro de pacientes
infectados com outros organismos da familia Trypanosomatidae, tais como
Trypanosoma rangeli e Leishmania spp. Conseguir alvos especificos afim de reduzir
estes resultados ambiguos tem sido um dos maiores desafios de aprimoramento de
diagnosticos para essas enfermidades causadas por organismos tdo proximos
filogeneticamente (CABALLERO et al., 2007).

Um grande desafio para medicina diagnostica é a determinagéo do estado de
salde real de um individuo em relacdo a uma doenca quando o teste padrdo ouro nao
existe ou seu uso é limitado (PEREIRA et al., 2012). Devido ao fato de nao existir
nenhum teste de referéncia para a doenca de Chagas, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) recomenda que para o diagndstico de um individuo deva-se utilizar dois testes
convencionais com base em diferentes principios e deteccdo de antigenos diferentes.
(AFONSO; EBELL; TARLETON, 2012). No caso de resultados ambiguos ou
discordantes, uma terceira técnica deve ser utilizada. (AFONSO; EBELL; TARLETON,
2012).

Nos ultimos anos, a tecnologia de DNA recombinante tem sido utilizada
para isolar e caracterizar antigenos de T. cruzi. A avaliacdo de alguns antigenos
definidos tém demonstrado resultados promissores para o diagnostico da doenca de
Chagas (CABALLERO et al., 2007). Este advento tem permitido a produgéo em grande
escala de antigenos de T. cruzi altamente puros. O uso de peptideos lineares ou
ramificados que reagem com epitopos de célula B tem demonstrado resultados
favoraveis para o diagnéstico da doenca de Chagas. A utilizacdo destes antigenos
recombinantes tem como o principal objetivo evitar discordancias nos resultados dos
testes atualmente utilizados, como a baixa especificidade que favorece reagdes cruzadas
com outros organismos como Leishmania infantum e Trypanosoma rangeli, como
também com certas doencas auto-imune (GOMES; LORENA; LUQUETT]I, 2009). Por
esta razao, os testes diagndsticos que utilizam extratos brutos ou semi-purificados estéo
sendo substituidos por antigenos purificados, como GP90 kDa, GP72 kDa, GP25 kDa e
PG55 kDa (UMEZAWA et al., 1999).
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Saez-Alquézar e colaboradores (2000), desenvolveram um teste diagndstico
denominado “INNO-LIA Chagas assay”. Os antigenos que o grupo utilizou para este
teste foram a proteina recombinante Tc24 ou peptideos derivados desta proteina: Ag 39,
TcD, SAPA, MAPA, CRA e FRA. Este ensaio demonstrou uma excelente sensibilidade
e especificidade (98,3% e 98,1% respectivamente). Entretanto, os altos custos para a
execucdo e a dificuldade de analise dificultaram a viabilidade (SAEZ-ALQUEZAR et
al., 2000).

As mucinas que revestem a superficie das formas tripomastigotas
sanguineas (tGPI-mucinas) possuem epitopos altamente imunogénicos capazes de
produzirem anticorpos anti-a-Gal (DE MARCHI et al., 2011). Proteinas recombinantes
derivadas das mucinas “Trypomastigote small surface antigen” (TSSA) de Tcl (TSSA 1)
e TcVI (TSSA VI) foram testadas por Marchi e colaboradores (2011). Este grupo
utilizou soros de pacientes brasileiros e chilenos infectados com T. cruzi € como
controle negativo, foi utilizado soro de pacientes infectados com outras parasitoses,
tanto com helmintos ou protozoarios, incluindo leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar. Dentre o conjunto de proteinas testadas, apenas a TSSA VI apresentou uma
sensibilidade de 86,9% e uma especificidade de 97,4% (DE MARCHI et al., 2011).

Em 2012, Ferrer e coloboradores testarem tanto técnicas imunoldgicas
quanto moleculares para o diagnostico da doenca de Chagas na fase aguda e na fase
crbnica em pacientes da Venezuela. De maneira geral, na fase aguda, a sensibilidade a
partir de abordagens soroldgicas apresentou-se com 62%. Os testes moleculares
apresentaram com um resultado de 76,9%. Em contrapartida, para a fase cronica, foi
observado um aumento significativo em relacdo aos testes soroldgicos que apresentaram
uma sensibilidade de 95,2%, um valor bem superior aos 23,8% obtidos nos testes
moleculares para esta fase (FERRER et al., 2012).

Apesar de vérias proteinas recombinantes e peptideos sintéticos terem sido
testados nas Gltimas décadas, é de extrema importancia o descobrimento de novos alvos
no aprimoramento do diagnostico para a doenca de Chagas (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2010). Importantes critérios devem ser abordados para considerar um
antigeno como um bom candidato no diagnostico de infeccdo pelo T. cruzi. Estes

requisitos sao:
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1) O antigeno deve estar presente em todas as cepas de T.
cruzi, ou seja, em todas as DTUSs, e nas diferentes areas endémicas nas quais
as cepas ocorrem.

2) Né&o estar presentes em outros organismos a fim de evitar
reacoes cruzadas.

3) Devem ser bastante antigénicos em popula¢Ges humanas e
se manifestarem nas diferentes formas clinicas que a doenca possa se
apresentar.

4) Os antigenos devem ser estaveis e seus testes devem ser de
facil execucdo (DE MARCHI et al., 2011).

13



2. Justificativa

O diagndstico preciso da doenca de Chagas é essencial, ndo apenas para
direcionar o tratamento adequado ao individuo infectado, como também ¢é indispensavel
para a triagem de bancos sanguineos, pois a transfusdo de sangue e os transplantes de
6rgdos sdo hoje importantes mecanismos de transmissdo da doenca em paises nédo
endémicos. Realizar uma triagem eficiente dos bancos sanguineos é fundamental no
controle da doenca, uma vez que existe alta taxa de migracdo de pessoas provenientes
de &reas endémicas destinadas a paises onde ndo ocorre a transmissao vetorial. Embora
nas Ultimas décadas o conhecimento em relacdo a doenca de Chagas tenha crescido, os
métodos de diagnostico continuam sendo um grande desafio, pois muitos dos métodos
de identificacdo da infeccdo apresentam problemas. Por essa razdo, faz-se necessario o
desenvolvimento de testes que apontem um diagnostico diferencial e fidedigno da
doenca. Nao obstante, o polimorfismo genético do T. cruzi, somado as caracteristicas
imunoldgicas do hospedeiro, podem definir desde as manifestacdes clinicas da doenca
guanto ao prognostico, assim como estas variagcbes podem interferir nos laudos

diagnosticos.

Para este trabalho, o ELISA foi selecionado para testar a viabilidade de
alvos proteicos no diagndéstico da doenga de Chagas. Estes alvos foram selecionados a
partir da predicdo de epitopos de células B com a utilizacdo dos dados gerados no
projeto genoma de T. cruzi. A escolha por ELISA como teste padrdo foi devido a sua
facilidade de execucdo, por permitir a analise de varias amostras e por ser menos
dispendioso, aumentando assim a viabilidade para ser utilizado em testes diagndsticos

em larga escala.

E de grande valia o aperfeicoamento dos testes diagnosticos para evitar
resultados inconclusivos. Com o advento tecnoldgico do DNA recombinante, é possivel
produzir antigenos especificos e sensiveis, atraves da expressdo heterdloga de genes de
T. cruzi para o refinamento do diagnostico da doenca de Chagas, como também o
monitoramento do curso da infeccdo. Para a predicdo de epitopos, a tecnologia do DNA
recombinante conta com o auxilio de programas de bioinformatica, que promovem e
sugerem possiveis alvos que poderdo ser padronizados desde que testados previamente
com técnicas de biologia molecular. Tais alvos devem possuir epitopos comuns a todas
as cepas de T. cruzi, mas que devem estar ausentes em outros organismos da familia
Trypanosomatidae. Apesar de testes de epitopos selecionados por bioinformatica

14



sugerirem bons alvos, estes requererem esforcos e testes para serem considerados bons

alvos.

Portanto, a descoberta de novas proteinas recombinantes pode melhorar a
qualidade do diagndstico da doenga de Chagas. Tais alvos poderdo ser utilizadas no
diagndstico especifico da doenca como também poderdo aprimorar e sensibilidade em
amostras de pacientes provenientes de diferentes areas endémicas da América Latina,

sendo de extrema importancia para o correto controle desta enfermidade.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Obter proteinas recombinantes para serem testadas como alvos no
diagndstico especifico da doenca de Chagas, através de ensaios de ELISA que
apresentam boa sensibilidade e especificidade.

3.2. Objetivos especificos

1- Obter proteinas recombinantes através da expressao heteréloga de genes de

Trypanosoma cruzi de interesse imunoldgico;

2- Testar estas proteinas recombinantes em ensaios de ELISA contra o soro de

pacientes infectados com Trypanosoma cruzi e Leishimania infantum;

3- Validar a eficiéncia das proteinas como antigenos no diagndéstico especifico
da doenca de Chagas.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Lista dos Reagentes

Acrilamida/Bis-acrilamida 40% - Bio-Rad;

Agarose ultrapure — Life Technologies;

Anti-1gG humano conjugado com peroxidase — SIGMA ALDRICH,;

Azul de bromofenol — SIGMA ALDRICH,;
Brometo de Etidio — Bio-Rad;

Buffer ligase- PROMEGA

Carbonato de sédio — SIGMA ALDRICH;

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

Cloreto de magnésio — Synth;

Cloreto de potassio P.A. — Synth

Cloreto de sodio P.A. — Synth;

Extrato de levedura — Biorigin;

GeneRuler 1 kb DNA Ladder — Fermentas;

GoTaq DNA Polymerase 5X — Promega;

Green GoTag®Reaction Buffer — Promega,;
Imidazol- Sigma;

IPTG — "Life Technologies

Kit PureLink™ Quick Gel Extraction — Life Technologies;
Kit Wizard Genomic DNA Purification — Promega
Kit PureLink Quick Plasmid Miniprep — Life Technologies
Persulfato de Amonio - Amresco;

pGEM®-T — Promega;

Platinum Taq High Fidelity — Life Technologies;
T4 DNA Ligase — Promega;

Taq DNA polimerase — Phoneutria ;

TEMED - Sigma;

Tris base - Sigma;

Tween 20 U.S.P. — Synth;

Uréia P.A. — Vetec.
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4.2. Cultivode T. cruzi

Epimastigotas de T. cruzi do clone CL Brener (TclV) foram cultivadas a 28
°C em meio LIT (10 g/L de infuso de figado; 4 g/L NaCl; 400 mg/L KCI; 8 g/L
Na2HPO4; 1 g/L glicose; 5 g/L triptose; 10 mL de hemina a 0,2% em NaOH (p/v); pH
7,2) suplementado com 10% de soro fetal bovino (previamente inativado a 56 °C por 30
min), acrescido de penicilina a 100 U/mL e estreptomicina a 100 pg/mL (Camargo,
1964). As culturas foram repicadas em intervalos de 3-5 dias mediante inoculos de
1x10° células/mL até a fase logaritmica de crescimento, quando a densidade celular for
de aproximadamente 1x10" células/mL.

4.3. Extracdo do DNA gen6mico de T. cruzi

Culturas de epimastigotas de T. cruzi do clone CL Brener, em fase
logaritmica de crescimento, totalizando 10° células, foram utilizadas para a extracéo do
DNA genbmico. Apos centrifugacdo a 2.000xg, por 10 min, os parasitos foram lavados
duas vezes com tampdo PBS 1x (132 mM NaCl; 3 mM KCI; 8 mM Na2HPO4; 1,5 mM
KH2PO4; pH 7,2) e a extracdo foi realizada utilizando o Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
amostras de DNA extraidas foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 e a sua qualidade avaliada por eletroforese em gel de

agarose 0,8% em tampao TAE 1x, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio.

4.4. Desenho de primers para a amplificacéo de genes especificos

Primers especificos foram desenhados para a amplificacdo dos genes de T.
cruzi, que foram utilizados na expressao heteréloga em Escherichia coli. Os genes que
expressam as proteinas Tc00.1047053506577.170 (hypothetical protein, conserved),
Tc00.1047053508411.30 (hypothetical protein, conserved), Tc00.1047053506479.10
(hypothetical protein, conserved) e Tc00.1047053509427.80 (hypothetical protein,
conserved) podem ser acessados no banco de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org). A

lista dos primers utilizados esta disponivel na Tabela 1. Devido a sua grande extensao, a
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proteina Tc00.1047053508411.30 (hypothetical protein, conserved), foi dividida em trés
fragmentos, denominados Tc30.1, Tc30.2 e Tc30.3

Sitios de restricdo foram adicionados na extremidade 5° de cada primer para
facilitar a transferéncia dos amplicons entre os vetores de clonagem pGEM®-T
(Promega) e de expressdo pET28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP).

Tabela 1: Primers utilizados neste trabalho. O nimero de identificacdo (ID) de cada
gene no banco de dados de T. cruzi (TriTrypDB), assim como o tamanho dos
amplicons, a sequéncia dos primers, as temperaturas de melting (Tms) e as enzimas de
restricdo adicionadas a cada primer estdo indicadas na tabela. As sequéncias em
vermelho correspondem aos sitios para enzimas de restricdo. As regides sublinhadas

representam os codons de terminacdo. A orientacdo de anelamento dos primers esta

indicado pelas letras Fw (direto) e Rv (reverso).

Sitio de
ID do gene (TriTryp DB) | Amplicon | Orientacdo Sequéncia do primer Tm
Restricao

Fw GCTAGCATGTCTTTAGAGCCTCGC 55,4°C | Nhel
Tc00.1047053506577.170 | 1383 pb

Rv GAGCTCTCAACTCAGAAAAAACATTTTG | 56,9°C | Sacl

Fw GCTAGCATGAGTCATCAGGCGAAGG 63,2°C | Nhel

1280pb

Rv GAGCTCCGGAATCTTCTTCACTCGA 62,4°C | Sacl

Fw GCTAGCCACACTGACTATGCCGCCTC 61,2°C | Nhel
Tc00.1047053508411.30 |975pb

Rv GAGCTCTCCTGGTTTGGCGTCCC 68,3°C | Sacl

Fw GCTAGCCACACTGACTATGCCGCCTC 60,2°C | Nhel

960pb

Rv GAGCTCCTATTGAACACTCGCCGCCG 62,7°C| Sacl

Fw GCTAGCATGGCGCTTTCCCG 64,4°C | Nhel
Tc00.1047053506479.10 | 1950 pb

Rv AAGCTTTCATTCCGGTGGTGCTGG 66,7°C | Hindlll

Fw GCTAGCATGGTAATCACGGAAGCACA |61,3°C|Nhel
Tc00.1047053509427.80 | 633 pb

Rv AAGCTTTCACCGCCATCGCACATCTA 64,3°C | Hindlll
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4.5. Predicéo de epitopos de célula B

Para averiguar in silico a antigenicidade das proteinas selecionadas para a
expressao heteréloga, a sua sequéncia proteica completa foi submetida aos programas
BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) (Larsen et al., 2006) para a
predicdo de epitopos lineares de célula B, e IUPred (http://iupred.enzim.hu/) para a

predicdo de desordem (auséncia de estrutura secundaria) (Dosztanyi, 2005).

4.6. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo dos genes de interesse foram realizadas reacdes de PCR
com aproximadamente 100 ng de DNA genémico das formas epimastigotas
provenientes das cepas CL Brener de T. cruzi. Foram utilizados o tampdo Green
GoTag®Reaction Buffer (Promega) 1x, 200 uM de dNTP; 10 pmol de cada um dos
primers forward e reverse (que foram sintetizados especialmente para esta reacdo); e
1,25 U de Platinum Taq Hight fidelity (Life Technologies), em um volume final de 30
uL de reacdo. O programa utilizado para a amplificacdo dos genes por PCR esta

descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Condigdes de ciclagem da PCR. O programa abaixo foi utilizado para a
amplificacdo dos alvos Tc10, Tc30.1, Tc30.2, Tc30.3, Tc 80 e Tc170.

Passo | Temperatura Tempo

1 94°C 5 minutos

2 94°C 1 minuto

3 65°C 1 minuto

4 68°C 2 minutos

5 Ir ao passo 2 Repetir 35 vezes
6 68°C 10 minutos

7 4°C Forever
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4.7. Analise do padrao de amplificacdo dos genes em gel de agarose

Apos a amplificacdo dos insertos por PCR, os amplicons obtidos foram
analisados no gel de agarose 1% a 100 V em tampdo TAE 1X (4,8g/L Tris-base pH8,0;
1,14mL acido acético glacial; 2mL EDTA 0,5M) e brometo de etidio (0,3 pg/uL). Para
verificar o peso molecular de cada amplicon, foi aplicado na primeira canaleta do gel o
padrdo molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

4.8. Purificagdo dos amplicons em gel de agarose

Apos serem identificadas no gel de agarose, as bandas de interesse foram
removidas do gel, utilizando-se uma lamina de bisturi. O pedago do gel excisado foi
colocados em tubo de 1,5 ml e submetido a purificacdo utilizando o kit PureLink™
Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo kit (Life Technologies) de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

4.9. Ligacdo dos amplicons ao vetor de clonagem pGEM®-T

Os amplicons purificados foram ligados no vetor pGEM®-T (Promega)
(Figura 4). Este vetor possui um gene de resisténcia a ampicilina que permite selecionar
as bactérias transformantes, ou seja, que receberam o plasmideo. Além disso, 0 pGEM-
T possui extremidades overhangs 3°-T, que permite a ligacdo ao vetor de produtos de
PCR, aos quais foram adicionados pela DNA polimerase uma desoxiadenosina na
extremidade 3°, de maneira independente do DNA molde. A ligacdo dos amplicons ao
vetor foi realizada através da incubacdo por 16 horas a 4 °C, com a enzima T4-DNA

ligase (Promega), seguindo as instruc¢des do fabricante.
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Figura 4: Mapa esquematico do vetor pGEM®-T (Promega). Estdo demonstrados
no mapa 0 gene de resisténcia a ampicilina (Amp'), a regido do sitio multiplo de
clonagem com seus sitios de clivagem por enzimas de restricdo e as extremidades

overhangs 3’-T para ligacdo ao vetor de produtos de PCR.

4.10. Transformacao de bactérias por eletroporacéo e analise dos transformantes

As células eletrocompetentes de Escherichia coli XL1-Blue (Phoneutria) e
BL21 Star foram transformadas por eletroporagéo adicionando-se 2,5 uL da reagdo de
ligacdo do inserto ao vetor de clonagem a 50uL de células eletrocompetentes em um
microtubo. As amostras foram ser transferidas para Micro Pulser Cuvettes (Bio-Rad) de

0,1 cm, e submetidas a um pulso (1,8 kVV) em um eletroporador MicroPulser (Bio-Rad).

Ap6s eletroporar, foram adicionados 300 pL do meio de cultura 2xYT
liquido (1,6% de bacto-triptona, 1% de extrato de levedura, e 0,5% de NaCl, pH 7,4),
seguido por incubacdo durante uma hora a 37 °C em agitacdo a 180 rpm (rotagcdes por
minuto) para permitir a expressao do gene de resisténcia ao antibiético presente nos
vetores. As amostras foram plagueadas em placas de Petri contendo meio de cultura
solido 2xYT-4gar 1,5% com ampicilina (100 pg/mL) para a transformagdo de bactérias
com o vetor pPGEM®-T (Promega). Para transformacdo de bactérias realizadas com o

vetor pET28a-TEV o antibiotico utilizado foi a kanamicina (50 ug/mL).
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As placas ficaram incubadas na estufa por um periodo entre 12 a 16 horas
para o crescimento de col6nias isoladas. Apds o periodo de incubacdo foram realizadas
reacdes de PCR de coldnia para a confirmacdo da clonagem. Para o vetor pPGEM®-T, 0
primer utilizado foi 0 M13, enquanto para o vetor pET28a-TEV, o primer utilizado foi
0 T7. A anélise e validacdo da clonagem foram realizadas por eletroforese em gel de

agarose 1%.

4.11. Obtencao dos plasmideos recombinantes

Os clones considerados positivos apés a eletroforese foram inoculados em 5
ml de meios liquido 2xYT com o antibidtico especifico para cada vetor. O indculo
permaneceu incubado no periodo entre 12 a 16 horas no shaker a 37 °C sob agitagéo de
180 rpm. ApOs o crescimento, as bactérias foram aliquotadas em glicerol 40% e
armazenadas a -80 °C. A extracdo dos DNA plasmidial foi realizada utilizando o kit
PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Life Technologies), de acordo com as

recomendac0es do fabricante.

4.12. Digestdo dos vetores de clonagem com enzimas de restricéo

Os plasmideos pPGEM®-T contendo os insertos foram submetidos a dupla
digestdo com as enzimas de restricdo especificas para cada amplicon, seguindo o
programa padronizado: 12 horas a 37 °C, para a digestdo com as endonucleases, 65 °C
para inativacdo das enzimas e 4 °C para interromper a inativacdo e manter as amostras
em condicBes ideais. Apds a digestdo, as amostras foram submetidas a analise por

eletroforese em gel de agarose 1%.

4.13. Ligacéo ao vetor de expressdo pET28a-TEV

O vetor de expressdo pET28a-TEV, produzido pelo Centro de Biologia
Molecular e Estrutural (CeBiME) em Campinas (SP), possui um gene que confere
resisténcia a kanamicina, tornando-se possivel selecionar quais col6nias positivas foram

transformadas. Além disso, este vetor possui uma regido denominada de HIS-tag, que
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consiste em seis repetigdes da trinca de nucleotideos “CAT”, que codifica para o
aminoacido histidina. Desta maneira, 0 vetor soma a proteina recombinante expressa,
uma cauda de 6 residuos de histidina, denominada His-tag, que serd posteriormente

utilizada para a purificagdo por afinidade da proteina recombinante (Figura 5).

pET28a (+) TEV
5357 bp
sitin TEW
Hig-a) SdAC Higs 1o
I /’1 F\R
— Kanamicing Origem F1 < H fac S
\ N ] ,
PR
e =
Rgif pEY 3%
ST RHEE
£ 5a3 R4 E EE
X

Figura 5: Mapa esquematico do vetor pET28a-TEV. Estdo demonstrados no mapa o
gene de resisténcia a kanamicina e a regido do sitio multiplo de clonagem (SMC) com
seus sitios de clivagem por enzimas de restricao.

As extremidades coesivas provenientes da digestdo com as enzimas de
restricdo, permitiu a ligacdo entre os fragmentos obtidos do pGEM-T fossem agora
ligados ao vetor de expressdo pET28a-TEV, previamente digerido com as mesma
enzimas de restricdo. Esta ligacdo ocorreu através da incubacao por 4 °C por 16 horas
utilizando-se a enzima T4 DNA Ligase (Promega) em um tampdo especifico (Tris-HCI
30mM (pH 7,8 a 25 °C), MgCl, 10 mM, DTT 10 mM e ATP 10 mM). Apos ser

incubado, a ligacdo foi transformada por eletroporacdo em bactérias da linhagem BL-
21Star.
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Para a confirmacdo de colbnias positivamente transformadas, foi realizado
um teste de PCR, o qual foi avaliado em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de

etidio.

4.14. Sequenciamento das amostras clonadas em pET28a-TEV

Os clones que se mostrarem positivos no resultado da PCR foram
sequenciados pela empresa Macrogen (Coréia do Sul), pelo sequenciador ABI
Prism®3730xI DNA Analyser (Applied Biosystems). Utilizou-se o primer T7 Forward
e T7 Reverse para a montagem da reacdo. As sequéncias fornecidas foram processadas
pelo Sequence Scanner v1.0 para a retirada de sequéncias de baixa qualidade e
sequéncia do vetor. Em seguida as sequéncias foram analisadas para pesquisa de
homologia pelo programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) contra o banco
de dados “Nucleotide collection (nr/nt)” do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), para identificagcdo dos genes clonados.

4.15. Inducéo da expressdo das proteinas recombinantes

Foram inoculadas em 3 ml de meio 2xYT com kanamicina (50 pg/mL) as
colbnias positivas isoladas de BL-21Star contendo o plasmideo pET28a-TEV e o inserto
de interesse. Os indculos foram incubados no shaker a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm.
Ap0s este periodo, os indculos foram diluidos 1:20 em 10 ml do meio 2xY T/kanamicina
(50pg/mL) e incubados a 37 °C a 180 rpm até atingirem DO600 (densidade Optica) de
0,6. A expressdo das proteinas recombinantes foi induzida através da adicdo de 1 mM
IPTG ("Life Technologies), sendo a cultura, incubada por 3 horas a 37 °C a 180 rpm.
Apos a inducdo com IPTG, a cultura foi centrifugada a 3000 rpm, por 30 minutos a 4 °C
em centrifuga Eppendorf 5804R para a precipitagdo das bactérias. O conteudo

centrifugado foi congelado em nitrogénio liquido e armazenada a -80 °C.
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4.16. Lise das bactérias e teste de solubilidade das proteinas recombinantes

Os sedimentos celulares que estavam mantidos no freezer -80 °C foram
previamente descongelados no gelo e imediatamente resuspendidos em 4,95 mL de PBS
(NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO, 10 mM; KH,PO,4 1,8 mM; pH 7,4) para cada
50 mL de cultura, na presenga de Lisozima (100 pg/mL). As amostras, apds a
homogeneizacao foram incubadas no gelo por 30 minutos para a a¢éo da lisozima. Apos
o0 tempo de incubacéo, as aliquotas foram submetidas a cinco ciclos de congelamento no
nitrogénio liquido e descongelamento no banho-maria a 37 °C. Posteriormente, as
amostras foram passadas exaustivamente em seringas de insulina (1mL/cc,261/2 G,
13x0,45) para fragmentacdo de seu DNA gendmico. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm (Eppendorf 5804R) e tiveram suas fracOes
separadas. E considerada uma proteina sol(vel, aquela que esta localizada no
sobrenadante e proteina insoltvel, aquela proteina que se encontra presente no pellet.

Apos a separacdo das fracBGes proteicas contidas no pellet e sobrenadante,
realizou-se uma analise em eletroforese gel de poliacrilamida-SDS para a avaliacdo da
solubilidade da proteina recombinante. Uma vez que a proteina considerada insolGvel
no teste de solubilidade, adicionou-se ao tampado de ressuspensdo 8 M de uréia para

torna-la soltvel e viavel para a purificacao.

4.17. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

O gel de poliacrilamida-SDS permitiu a visualizacdo das proteinas, através
da separacdo por eletroforese, para verificar se houve ou ndo expressdo. A sua
preparacdo é feita em dois passos utilizando-se géis de diferentes concentragdes. O gel
de separacdo 12,5% foi preparado utilizando Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e SDS 0,01%;
persulfato de amonio 0,5 v/iv e TEMED 0,05 v/v. Apos a polimerizacdo do gel de
separacdo, foi preparado o gel de concentracdo, utilizando-se o tampé&o Tris-HCI 0,5 M
pH 6,8. As amostras obtidas na inducdo e no teste de solubilidade foram adicionadas
tampdo de amostra (SDS 10%; Tris-HCI 0,5 mM pH 6,8; azul de Bromofenol 1%; 2-B-
mercaptoetanol 5%; glicerol 10%), fervidas durante 10 minutos para desnaturacao das
proteinas e aplicadas no gel para separacéo por eletroforese. A técnica foi realizada em
tampdo de corrida Tris-HCI 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1% e pH 8,3; a voltagem
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constante de 200 V. Apos a corrida, os géis foram corados por incubagéo por 2-16 horas
com a solucdo de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25%; metanol
50%; acido acético 10%), e entdo, foram descorados em solucdo contendo metanol 30%

e 4cido acético 10%.

4.18. Purificacdo de proteina recombinante por cromatografia de afinidade

A purificacdo da proteina recombinante foi realizada por cromatografia de
afinidade, utilizando a coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare), no sistema
AKTAprime plus (GE Healthcare). A coluna HisTrap possui em seu interior uma matriz
de niquel-sefarose, que se baseiam em esferas de agarose contendo em sua superficie
fons Ni*? imobilizados. A proteina recombinante expressa no vetor pET28a-TEV
apresenta uma cauda de histidina em sua regido N-terminal, isto s6 é possivel devido as
seis repeticdes da trinca de nucleotideos “CAT”, que codifica para o aminodcido
histidina no vetor. O amino&ciodo histidina possui uma grande afinidade pelo fons Ni*?,
ficando a proteina que possui a cauda de histidina retida por afinidade na coluna durante

a purificacéo.

O extrato proteico do lisado bacteriano contendo a proteina recombinante
foi aplicado na coluna HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcares) para a adesdo da proteina
recombinante. Para eliminar proteinas endogenas da bactéria, a coluna foi previamente
lavada com 10 volumes da coluna de tampédo A (fosfato de s6dio 20 mM; NaCl 500
mM; imidazol 30 mM). A eluicdo da proteina recombinantes foi realizada através do
gradiente crescente de tampdo B (fosfato de sodio 20 mM; NaCl 500 mM; imidazol 500
mM), partindo de 0% de concentragcdo e atingindo 100% em 10 mL de corrida. O
imidazol compete com a cauda de histidina pela ligacdo ao niquel na coluna, liberando a
proteina recombinante da matriz e permitindo sua obtencdo na fracdo eluida. Todas as

fracOes obtidas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS.

4.19. Soroteca de pacientes chagasicos e com leishmaniose

Foram utilizadas neste trabalho uma soroteca de pacientes infectados com T.

cruzi, cedida pela Professora Lucia Maria da Cunha Galvéo do Centro de Ciéncias da
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Saude/UFRN, e consiste em 9 soros de pacientes chagasicos, tipados, infectados com

parasitos do grupo Tcll, e 10 soros de individuos ndo infectados.

A segunda soroteca é composta de 39 amostras de pacientes com
leishmaniose visceral, infectados por Leishmania infantum, provenientes de Montes
Claros, Minas Gerais, que foram cedidas pelo Professor Ricardo Toshio Fujiwara do
Departamento de Parasitologia/lUFMG. Estes soros foram utilizados para averiguar a
ocorréncia de reacdo cruzada da proteina recombinante com os soros de pacientes com

leishmaniose.

4.20. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Foram realizados ensaios de ELISA utilizando a proteina Tcl70
recombinante sintetizada. Placas de ELISA Half Area (Greiner-Bio-One) foram
sensibilizadas por 12-16 horas a 37°C com diferentes quantidades de antigeno, variando
de 0,125 a 2 pg/well, diluidos em 25 pL de agua Milli-Q autoclavada. Apos a
sensibilizacdo, a placa foi bloqueada com 150 pL de PBS acrescido de 5% de BSA
durante 1 hora a 37 °C. Apo0s o blogueio, toda a solugdo dos pocgos foi removida por
aspiracdo. A seguir, 50 pL dos soros diluidos 1:100 a 1/800 em PBS com BSA 2,5%
foram adicionados aos pocos e incubados a 37 °C por 1 hora. As placas foram lavadas 4
vezes com a solucédo de lavagem (PBS-0,05% Tween20) e 50 uL do anticorpo anti-lgG
humano diluido 1:2.000 em PBS-BSA 2,5% foi adicionado. Apds a incubacéo a 37 °C
por 1 hora, as placas foram novamente lavadas por quatro vezes com a solucdo de
lavagem, e 100 pL da solucdo reveladora, contendo &cido citrico 0,1 M, Na,PO,4 0,2 M,
OPD 0,05% (SIGMA) e H,0, 0,1% foram adicionados. As placas foram incubadas a 37
°C ao abrigo de luz por 15 minutos com a solucdo reveladora, quando a reagdo foi
interrompida pela adicdo de 50 pL de H,SO,. A absorbancia resultante foi lida em leitor

de ELISA (Biotek)a 492 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.21. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizagdo do software Prism

5.0 e o Microsoft Excel 2007. Para cada triplicata de cada soro utilizado em todos os
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experimentos de ELISA, foram calculados os valores das médias, dos desvios padrdo e

erros padréo.

O célculo da sensibilidade e especificidade da proteina recombinante foi

feito da seguinte forma:

Sensibilidade: Define-se como a fragdo dos resultados positivos no teste entre aqueles
que possuem a doenca, € calculada através da expressdo: S =VP/ VP + FN, onde S € a
sensibilidade, VP (Valor positivo) corresponde ao nimero de soros de pacientes
infectados com T. cruzi que apresentaram valor de absorbancia acima do cutoff
determinado para a proteina recombinante, e FN (Falso Negativo) corresponde ao
namero de soros de pacientes infectados com T. cruzi que apresentaram reatividade

abaixo do cutoff determinado para o antigeno.

Especificidade: Define-se como a fracdo dos soros ndo infectados com T. cruzi que
obtiveram resposta negativa no teste, é calculada através da expressao: E = VN/VN+FP,
onde E é a especificidade, VN (Valor Negativo) corresponde ao nimero de soros de
individuos nédo infectados com T. cruzi que ndo possuem reatividade acima do cutoff e
FP (Falso Positivo) corresponde ao nimero de soros de individuos ndo infectados com

T. cruzi que se encontraram acima do valor de cutoff.

O valor de cutoff definido neste trabalho corresponde a média dos resultados
dos individuos ndo infectados com T. cruzi acrescida de 3 desvios padrfes destes

mesmos resultados.
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5. Resultados
5.1. Selecdo das proteinas para expressao heteréloga

Para a selecdo de proteinas de T. cruzi com potencial uso no diagnostico
soroldgico da doenga de Chagas, 0 nosso grupo previamente selecionou peptideos
possivelmente conservados entre as diferentes linhagens deste parasito, através de
analises in silico do proteoma predito da cepa CL Brener. Os critérios para a selecdo dos
peptideos foram que eles ndo estivessem presentes no proteoma predito de espécies do
género Leishmania e que apresentassem um alto score de predicdo de epitopo de célula
B pelo programa BepiPred (LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006). Este algoritmo prediz
a probabilidade de cada aminoacido de uma sequéncia ser um epitopo de célula B e
atribui um score a este resultado. Os 450 peptideos com maior score de BepiPred foram
triados por immunoblotting com o soro de camundongos C57BL/6 cronicamente
infectados com as cepas Colombiana (Tcl), Y (Tcll) e CL Brener (TcVI) de T. cruzi,
tendo como controle negativos camundongos infectados com T. rangeli ou nédo
infectados (REIS-CUNHA et al., 2014). Para esta dissertacdo de mestrado, foram
selecionadas trés proteinas que continha peptideos que apresentaram uma alta
reatividade no experimento de immunoblotting: Tc00.1047053506479.10 (hypothetical
protein, conserved), Tc00.1047053508411.30 (hypothetical protein conserved) e
Tc00.1047053506577.170 (hypothetical protein, conserved).

Uma outra proteina que também foi utilizada neste trabalho foi a

Tc00.1047053509427.80 (hypothetical protein, conserved) por apresentar uma
sequencia peptidica (PepMAF) que mimetiza o carboidrato antigénico a-gal,
(MERCHANT et al, 1998) (APOSTOLOPOULOS; SANDRIN; MCKENZIE,
1999)um epitopo abundantemente presente em proteinas de superficie das formas
tripomastigotas de T. cruzi (SOUTO-PADRON et al., 1994). O epitopo a-gal (Galal-
3Galp1-(3)4GIcNAc-R) é sintetizado em glicolipideos e glicoproteinas de mamiferos
ndo-primatas ¢ macacos do Novo Mundo pela enzima a-1,3-galactosiltransferase (a-1,3-
GT). Em humanos e macacos do Velho Mundo, este epitopo esta ausente porque o gene
de a-1,3-GT esta inativado nos primatas ancestrais do Velho Mundo (COIRAS et al.,
2008). Em vez disso, 0os humanos e macacos do Velho Mundo produzem o anticorpo
anti-gal, que interage especificamente com epitopos o-gal e constitui 1% de
imunoglobulinas circulantes (GALILI, 2005).
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5.2. Predicao de epitopos de células B nas proteinas selecionadas

Apos a selecdo das proteinas que seriam expressas de forma recombinante
em bactéria, foi realizada a determinacdo in silico de sua antigenicidade. Para isso, a
sequéncia completa de cada proteina selecionada foi submetida ao programa BepiPred,
para a predi¢ao de epitopos lineares de célula B. Como pode ser observado na Figura 6,

todas as proteinas apresentaram diversos epitopos lineares de célula B.

(a) Tc10

MGAFPSHDTPELFYTTEVPRPSTETQVEVCLVPLLPRFFNDTHKRKAKRKLNDI LSRRGND
1,019 1,145 0,587

PPPAAATPSGTTTPGSATASANSRRTETTSGGPIVDCIIASNDPFFLVKVKDAIISSDAL
1,827

LGNKPHIKKKLTTPDLPSASAAGSATEMNTSHHHQQQOSTSHSSPVPLLRPVPFAVCILDP
1,052

INPSNESSSATSKSHSHLNRAQONIAANSGNVLIIKGHRLQIVGFISCCLGRPVHLINPA
1,364 0,636

TETKTQALGGGGS SAYSSHTGIGDSKKPSIPVVLDVIFDDVEAHGYLTESVVLLASLAFR
1,089

KQFVNSSALYYPAEDRDVEASFDYYMERLQLRI ILQHNNYRELRMFYSQYALLDMIKELR
0,887

MHETAPPHFSMYENHLGEYGLEVTFSNKFLGLWLRYVENKMRVDSVKGQHIRCNTIDFLQ
0,749

ERQRLMQERHDSGAFLEEEEEDERLYGGSLLASTLKQWLLKGSQSALQQQAQLARAQQMT
0,799

MYPPTSGTATTAANFWSHMPTMEFMGAPPGWPTNVMPEFNAAATSTPIMPGOOOQFMEPGSR
1,215 1,110 0,608

POLOYASPOTTLPGASPESSPPGLHVLSPATSSYGVAAARGVPPOQOILYVLPGGPTIAQSS
1,090 0,828

AMPHAPTATAAYPPGAAPPMYFAQPPTYGVPYSSYMFSQPPATAPAPPE
1,270 1,927
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(b) Tc30

MSHQAKELFRVNVSRGSAADNPSTASVTAHSSFKGGSTSPWSSPLAAGSETQGNLAEKTL
1,325 1,142

PRTPSGATLLHESQRQEKDQONHHHHOOPNVRTAPNSSVLSLRFESPSEFVMFRPHTPPRI
1,151

RPTSELPPTRDATSVLRGMPTVLKASDDTLHDVPARPPOQAPAQPRGLDALHTIDTSTHET

1,338 1,312
RAASQAAMPVSSTVAVMGEEKTVRSNICRVCSLCGISVILVGTFVEHQQQWNEHVDSWAH
0,846 0,682

QRNVQLRALARRDDFISMESTDVASSPPLSQGMIRTLGDISASPVLLQKEEASAMATISPL
1,253

RATFFPHRADGIQADEDIFSPHEKRRGNVSPTAAPSHVFKELFDEENLAATPDAKSNEED
0,984 1,341

HVDICREKEERPDALWKVGSRRRRKAMLRDKRGGE SSRLAERTSEVVSVNERGLSRVEEKIP
0,778 0,982

HTDYAASSEHSGSASPRRERQILECTLAKFLIQKEGRQLLACFRRWENFVLVRMMSDSSLL
1,137

IRASSKRGPAAAADLVEEAFSAVSAKPKCGEESLLHSSAVTLEKREDAAT.PAAPSHTEND
1,068 0,847

QOREDQMINKTATGDGEREGPFMASRVKDFAHFIGSSSSSSVEMEMARTDVSWYVHRTVR
1,052 0,784

PLHRGSGGGSGEGLRTPPWESDTSIEEMLSTLT PALQERVRAVLSGEPERSRAFPKTSEL
1,430 1,054

LNITRYPSLGPNLSPGGPRVLDTDGNHSISSSFPMAHVTRSGSGDVMOGTIIDPOKGSSSS
1,133 1,862

FSTHAGPIGRRPTGGDAKPGNQEVPIIMDVEALNFPSPPAELSGMPPLROEEPLGRLSGE
1,473 1,014

TAPVEVRDSPSHLRROKSLEGYQKASSEEKPSPSPPSKICDFIGODGDEKTDSAPHASEF
1,705

SQPSVPRORRGEQEGSPSWRQAWREELDVGKDGANEEFKGIPGEYYCYYNDAYHRVLDPT
1,341 0,999

CEEYYDARGRRLPIFFVRRSTRTRAFSTRRLIATTRPKSPLGPGRLNPYCSVCVARYFLT
0,646 1,237

FVDEYMRPITVTPRRORGASGGNGEAHTCACPGRSARS SPSRGMRDAFTRKKATL.QSPRRT
1,160

SSWERQDSSFPSPLPHSFPLAMKSDSTGATTSGHASASPKLVSAAQLGDSKAPETSQDPV
1,122 1,151 1,686

PEENKRLRRLERDLRRRVKSLLWRELPQCRGSQQWVDYLTSLKEVLOMLEALRSAASVQ
0,639

(c) Tc80
MVITEAHWE SQWNMNDMWTRGFERLKKSSLLFYFLQEYLMGNKYQCFENLADILWFARAG

AAVOSRVSAVLFFLHFPCTSAVCFRVYSHVEFPSEVASFFAYMOAHAHDAQNTALSMDDRO

SFLCWFSSAAFFCGHEEERDTGRGSTAFPSFCVQRTACSMIALKS STARHIDAARGERRF
1,369 0,473

FSAVGARDCAFARELALLRVCVSSVDVRWR
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(d) Tc170
MSLEPRLYHVEQOIQHLSKOQVGLLEQLITTEVITDLRENMEQOVAEVEOVVMYQDRLYQER

MSKLEVRIQQLSEFCLHLARSTGHVSPSVALIPTGMVAAPAEVRTLEQFTASETINRRTP
0,789 0,508

DGDENEEENQNEEMKDVNGIIETYQDRINTIYDEYTVST IDIFHPTMTLSHFSRMVKDCQ
1,509

LCGLSQGTSTELLWMAVMRSLNKRHHKQLDNVONRGITLGNQVSTEQRKKLFAFQRLEAT
0,817
PKEWFGEALYILAMEKRRLRLLPDGSTIIDTVSSLDEKPKDIFLSFLLYHIFPYVDAAIE
0,874
EKQRSQGLVFHLGLGINGEDNSGFFSTVSNLIQSYKTDAVASVVKEFIGRIKESYNSAIR
0,745 0,900

TAQGYHSTMMNLDGFVEVARRHLLLPLTHKPDLRHIFLYCCAVERKEKHPETEEGNI SVGT
0,451 1,422

FLLALYQLADRIYGDSILMRKKFPTPEARMKRLLAKMFFLS
0,926

Figura 6: Predicao de epitopos lineares de célula B das proteinas recombinantes,
utilizando o programa BepiPred. Em (A) esta representada a sequéncia de
aminodcidos da proteina Tc10; em (B), da proteina Tc30; em (C) Tc80; e (D) Tc170. Os
residuos de aminoacidos que constituem os epitopos de células B estdo sublinhados e
indicados em azul. Abaixo de cada epitopo esta a média do seu valor de score. A média
foi calculada baseada no valor de score de cada residuo de aminoacido ser um epitopo

de célula B. Quanto maior o valor do score maior a confiabilidade do epitopo predito.

5.3. Amplificacéo e clonagem dos genes de T. cruzi para expressdo heteréloga das

proteinas recombinantes

Apb6s a selecdo das proteinas-alvos para serem expressas de forma
recombinante em E. coli, foram desenhados primers para amplificacdo da regido
codificadora desses genes, desde o ATG inicial até o seu codon de terminacdo, com
excecdo da proteina Tc30 que possui 3420 pb de tamanho. Para este alvo, a
amplificacdo e clonagem so foi possivel a partir do desenho de primers intermediarios,
capazes de fragmentar este alvo em trés partes, que posteriormente receberam os nomes
de Tc30.1, Tc30.2 e Tc30.3. Foram também adicionados as extremidades 5° dos primers

os sitios de restricdo para as enzimas Nhel (primer forward) e Sacl ou Hindlll (primer
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reverse) para facilitar a transferéncia dos amplicons entre os vetores de clonagem,
pGEM-T (Promega), e de expressdo, pET28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP).

Para a amplificacdo por PCR, foi utilizada a enzima Platinum Taqg High
Fidelity (Life Technologies) e o DNA gendmico do clone CL Brener de T. cruzi, como
molde. Apoés a separacdo eletroforética em gel de agarose, foi observado que todas as
amplificagcdes dos genes, que codificam para as proteinas-alvos, apresentaram bandas de
tamanho esperado, condizente com o banco de dados (Figura 7).

2000pb
1500pb
1000pb

750pb
500pb

Figura 7: Analise eletroforética em gel de agarose 1% dos produtos de
amplificacdo dos genes que codificam as proteinas-alvos. As bandas de tamanho
esperado foram amplificadas por PCR, utilizando primers especificos para cada alvo.
Em (1) Tc10 (1950pb), (2) Tc30.1 (1280pb), (3) Tc30.2 (975pb), (4) Tc30.3 (960pb),
(5) Tc 80 (633 pb) e (6) Tc 170 (1383 pb). O padrdo de peso molecular esta indicado a

esquerda.

Apo6s a amplificacdo, esses genes foram purificados do gel de agarose,
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clonados no vetor pGEM-T (Promega) e utilizados na transformacéo de E. coli XL1-
Blue. Apos selecdo das bactérias transformantes e extracdo do DNA plasmidial, os
plasmideos contendo os insertos de Tc10 e Tc80 foram digeridos com as enzimas de
restricdo Nhel e Hindlll, enquanto os plasmideos contendo Tc30.1, Tc30.2, Tc30.3 e
Tc170 foram clivados com as enzimas Nhel e Sacl, para a liberagdo dos insertos com as

extremidades coesivas de cada enzima (Figura 8).

Em seguida, as bandas correspondentes a estes insertos foram purificadas a
partir do gel de agarose e subclonadas no vetor para expressédo em E. coli, pET28a-TEV
(CeBiME, Campinas/SP), que possibilita a expressdo de proteinas contendo uma cauda
de histidina na por¢do N-terminal. Estes plasmideos foram utilizados na transformagéo
de E. coli BL-21 Star, que € uma cepa especifica para a expressdo heteréloga. A
clonagem foi confirmada por PCR de colbnia e sequenciamento, utilizando primers

especificos para o vetor.

Tc170 Tc80

bl 3000pb——> f3000pb
1500pb —| PGEMIT
S 1383pb o0, | o
1000pb — ' 1000pb ——>
—>63Bpb
g |8 — p

3000pb — 3000pb pGEM-T
Pb AR > (300000
| ——
PS>
| ~S—
| —
_9.—-

500pb
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Tc 30

| 3000pb
1500pb
1000pb
250pb

Figura 8: Clivagem do plasmideo pGEM-T contendo os insertos de interesse para
subclonagem no vetor de expressdo pET-28a-TEV. As bandas resultantes das
digestdes do vetor pPGEM-T contendo os genes de T. cruzi: Tc80, com as enzimas Nhel
e Hindlll, e Tc30.1, Tc30.2, Tc30.3 e Tc170, com as enzimas Nhel e Sacl, podem ser
visualizadas em gel de agarose 1%. A banda de 3000 pb presente em todas as canaletas
corresponde ao vetor pGEM-T linearizado, enquanto as bandas de 1383pb, 633pb,
1280pb, 975pb e 960pb correspondem, respectivamente, aos genes que codificam para
Tcl170, Tc80, Tc30(1), Tc30(2) e Tc 30(3).

5.4. Expressdo heterologa de proteinas recombinantes em E. coli

As celulas competentes de E. coli, linhagem BL-21 Star, foram
transformadas com o plasmideo pET28a-TEV, contendo os genes de interesse, e a
inducdo da expressao das proteinas recombinantes foi realizada pela adi¢do de IPTG. A
inducdo do promotor T7, que controla a expresséo de genes clonados no vetor pET28a-
TEV, ¢é realizada pelo IPTG ao se ligar no repressor lac, sintetizado a partir do gene

lacl.

Foram coletadas fragdes da cultura imediatamente antes e logo ap6s 3 horas
ou 16 horas da adi¢do de IPTG para averiguar a ocorréncia da expressdo. As aliquotas

de extratos proteicos das culturas de bactérias expressando as proteinas recombinantes
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foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12,5%. Os

tamanhos esperados para as proteinas recombinantes foram obtidos através da predicao,

utilizando o programa ProtParam tool (http://web.expasy.org/protparam/), do SIB -

Swiss Institute of Bioinformatics (Tabela 3).

Tabela 3: Tamanho predito das proteinas recombinantes em kDa e 0 nimero de

aminoacidos.

Proteina Recombinante Peso predito em kDa Namero de
aminoéacidos

Tcl0 70,665 649

Tc30.1 46, 024 1280

Tc30.2 34,251 975

Tc30.3 36,259 960

Tc80 24,560 210

Tcl70 52,933 460

Apos coloracdo dos géis de poliacrilamida com Coomassie Blue, pode ser

observada a banda de indugéo da proteina Tc170, ap6s 3 h da adicdo do IPTG (Figura

9). Neste mesmo gel, foi também testada a expressdo da proteina Tc10. No entanto,

diferentemente de Tc170, ndo foi observada expressao da proteina Tc10 apds 3 horas ou

16 horas da adi¢do do IPTG. O mesmo foi observado para a proteina Tc80 e para 0s trés

fragmentos da proteina Tc30. Portanto, novos experimentos, variando as condi¢Bes de

inducdo, como tempo e temperatura, além do sistema de expressdo, Sd0 necessarios para

a obtencgdo dessas proteinas recombinantes.
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Expressdo

SOkDa <€— da proteina
Tc170
52kDa
20KDa

Figura 9: SDS-PAGE das expressdes das proteinas recombinantes Tc10 e Tc170.
Os extratos bacterianos, contendo o plasmideo pET28a-TEV com genes Tc10 e Tcl70,
antes (0 h) e apo6s (3 h ou 16 h) a inducdo com IPTG, foram submetidos a andlise
eletroforética em geis de poliacrilamida 12,5%, sob condicdes desnaturantes, e corados
com Coomassie Blue. Foi observada apenas a banda de inducdo da proteina Tc170 de
aproximadamente 53 kDa. No entanto, ndo foi observada a expressdo da proteina Tc10
nos tempos 3 h ou 16 h. O padrdo de peso molecular esta indicado a esquerda. A seta
indica a banda de indugédo nos géis.(1) Tc10, zero hora, (2) Tc10 3 horas, (3) Tc10, zero
hora, (4)Tc10, 16 horas — over-nigth, (5) Tc170, zero hora, (6) Tc170, 3 horas.

Apobs a expressdo, as bactérias foram lisadas por choque térmico, as fraces
soltveis e insolUveis do lisado foram separadas por centrifugacdo e analisadas em gel de
poliacrilamida 12,5% para verificar em qual fracdo a proteina recombinante Tc170
estava presente. De acordo com a Figura 10, a proteina Tc170 encontra-se no pellet,
sendo esta, portanto, insoltvel. Para solubilizar a proteina e, posteriormente, utiliza-la
na purificacdo por cromatografia de afinidade foi necessario ressuspende-la em tampéao

com 8 M de uréia.
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Pellet Sobren.

50 kDa —>

Figura 10: Avaliacéo da solubilidade da proteina Tc170 ap6s inducdo em bacteéria.
A cultura de bactéria expressando a proteina recombinante Tc170 foi lisada e a fracdo
solavel (sobrenadante) e insoltvel (pellet) foram analisadas por SDS-PAGE 12,5%,
corados com Coomassie Blue. O padrdo de peso molecular esta indicado a esquerda. A
seta indica a banda da proteina Tc170 no gel.

5.5. Purificacdo da proteina recombinante Tc170

A fracdo soluvel do lisado bacteriano que, apds o tratamento de 8 M de
uréia, continha a proteina recombinante Tcl170 foi submedita a purificacdo por
cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare Life
Sciences) no aparelho AKTA Prime Plus (GE Healthcare).

A coluna HisTrap HP apresenta em seu interior uma matriz de niquel-
sefarose, que consiste em espirais de agarose recobertas com o fon bivalente Ni%*. A
expressdo de proteinas no vetor pET28a-TEV adiciona a extremidade N-terminal da
proteina seis residuos de histidina, um aminoacido que apresenta grande afinidade por
ions bivalentes. Quando o lisado bacteriano atravessa a matriz da coluna HisTrap HP, as
proteinas recombinantes que contém cauda de histidina ficam retidas na coluna,
enquanto as proteinas enddgenas da bactéria sdo lavadas e descartadas. Para a elui¢do
das proteinas recombinantes, foi utilizado um tamp&o contendo 500 mM de imidazol,
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um sal que interage fortemente com o niquel, e, portanto compete com a proteina

recombinante pela ligacao a este ion bivalente, liberando-a da coluna (Figura 11).

use 0.0 08/01/2015, 14:44:15 Horario brasileiro de verio (Man

Figura 11: Purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina Tc170. No eixo
das ordenadas esta evidenciado a escala de valores de mili unidades de absorbéancia
(mAu) de UV do material eluido da coluna de afinidade Histrap HP de 5 mL. No eixo
das abscissas, em preto estd a quantidade de mL de tampéo de elui¢do que ja passou
pela coluna de afinidade, e em vermelho estdo o ndmero das fragdes de 1,3 mL
coletadas durante a purificagdo para a obtencdo da proteina recombinante. A linha azul
escura corresponde a absorbancia em mAu do material eluido. A linha em verde
corresponde a concentracdo de imidazol no tampdo de eluicdo, que inicia com uma
concentracdo de 30 mM e cresce em escala linear até atingir o platd em 500 mM. A
linha em vermelho corresponde & condutancia do tampdo utilizado na eluicdo, que é
correspondente a quantidade de sal na solugcdo. A linha azul clara corresponde a

temperatura do sistema. A linha em marrom corresponde a pressdo do sistema.

Para analisar a qualidade da purificacdo, as fracGes proteicas purificadas 10
a 13 foram submetidas ao fracionamento em gel SDS-PAGE 12,5%. Em concordancia
com o gréfico da Figura 11, foi possivel identificar no gel a proteina Tc170 com um

bom grau de pureza nas quatro fracGes analisadas (Figura 12).
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Tcl70

Fracao 10 11 12 13

Proteina

Tcl70
52kDa

Figura 12: Fracles da purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina
Tcl170. Os nimeros acima de cada canaleta correspondem as fragdes coletadas na
purificagdo por cromatografia de afinidade, referentes ao gréfico da Figura 11. Todas as

quatro fracdes foram reunidas e utilizada nos ensaios de ELISA. kDa = kiloDaltons.

5.6. ELISA da proteina recombinante Tc170

Para verificar a eficiéncia da proteina recombinante purificada Tc170 para o
diagnostico da doenga de Chagas, foram realizados experimentos de ELISA utilizando 9
soros de pacientes chagéasicos, 39 com leishmaniose visceral e 10 humanos saudaveis.
Primeiramente, para verificar a reatividade da proteina Tc170 por ELISA, foram
preparados pools de soros destes trés grupos e testados com diferentes quantidades da

proteina recombinante (Figura 13).
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Figura 13: Reatividade de diferentes quantidades da proteina recombinante Tc170
em experimentos de ELISA realizados com os pools de soros de pacientes humanos
chagésicos cronicos, com leishmaniose visceral ou ndo infectados com T. cruzi e L.
infantum, como controle negativo. No eixo das ordenadas, estdo representadas as
absorbéancias lidas em 490 nm resultante do experimento. No eixo das abscissas, estdo
representados o pool de cada soro e a quantidade de proteina recombinante utilizada
para sensibilizar a placa de ELISA. Cada coluna no grafico corresponde a média das

triplicatas.

No entanto, como pode ser observado na Figura 13, o pool de soros dos
pacientes com leishmaniose visceral, infectados com L. infantum, apresentou maior
reatividade com a proteina recombinante Tcl170, independente da quantidade de
proteina utilizada no experimento de ELISA, em comparacdo com o pool de soros dos

pacientes chagasicos e dos individuos nao infectados.

Para verificar este resultado outro experimento de ELISA foi realizado.
Desta vez, soros individuais de pacientes com leishmaniose visceral, pacientes com

doenca de Chagas e de humanos ndo infectados foram utilizados para testar a
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reatividade de 0,25 pg da proteina Tc170 (Figura 14).
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Figura 14: Reatividade da proteina recombinante Tcl170 em experimentos de
ELISA com os soros individuais de pacientes humanos chagasicos crénicos, com
leishmaniose visceral ou nédo infectados com T. cruzi e L. infantum, como controle
negativo. No eixo das ordenadas, estdo representadas as absorbancias lidas em 490 nm
resultante do experimento. No eixo das abscissas, a coluna “Leishmania infantum”
corresponde aos soros individuais de 39 pacientes com leishmaniose visceral, enquanto
que a coluna “Trypanosoma cruzi” corresponde a 9 soros de pacientes chagasicos
crénicos sabidamente infectados com T. cruzi do subgrupo Tcll. Como controle
negativo, foram utilizados 10 soros de individuos saudaveis, representados na coluna
“ndo infectados”. Cada ponto no grafico corresponde a média de triplicatas. A linha

pontilhada corresponde ao ponto de corte (cutoff) do experimento.

A partir deste experimento de ELISA com soros individuais de pacientes,
pode ser observado que 10 soros de pacientes infectados com L. infantum apresentaram

valores de absorbancia acima do cutoff, enquanto apenas 1 soro de pacientes infectados
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com T. cruzi apresentou valores de absorbancia acima do ponto de corte. Portanto,
apesar de nao apresentar uma separacdo satisfatéria entre L. infantum e T. cruzi, a
proteina Tc170 foi capaz de separar os pacientes com leishmaniose visceral dos nédo
infectados, com uma sensibilidade de 25,64% e uma especificidade de 94,73%. Com
relacdo aos soros de pacientes chagasicos tanto a sensibilidade, quanto a especificidade,

foi de 80% com relacdo aos humanos nédo infectados.

5.7. Busca por ort6logos em Leishmania infatum da proteina Tc170 e identificacdo
de epitopos de células B em comum

Como ja descrito por diversos autores, o diagnéstico da doenca de Chagas
depara-se com a problemaética das reacGes cruzadas com outros parasitos pertencentes a
familia Trypanosomatidae (UMEZAWA; LUQUETT]I, 2001).

Uma vez que os experimentos de ELISA apresentaram reagdo cruzada
qguando testado com o soro de pacientes com leishmaniose visceral, infectados com
Leishmania infantum, busca por ortélogos da proteina Tc170 foi realizada, utilizando o
algoritmo BLASTp do banco de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org). Este banco de

dadosdisponibiliza 0 acesso aos genomas de organismos da familia Trypanosomatidae.
Atualmente, este sistema integra conjuntos de dados de Leishmania braziliensis, L.
infantum, L. major, L. tarentolae, Trypanosoma brucei, T. cruzi, entre outros (ASLETT
etal., 2010).

Foi identificado apenas uma proteina, a LinJ.33.0680, codificada pelo
genoma de L. infantum, que é ortéloga a proteina Tc170 de T. cruzi. Os genes que
codificam essas proteinas estdo em sintenia nos respectivos genomas. A porcentagem de
identidade e o alinhamento entre essas duas proteinas foram realizados utilizando o
programa CLUSTALW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/). Tc170 apresenta

apenas 24% de identidade com a proteina LinJ.33.0680, que possui 489 aminoacidos e
ndo apresenta uma fungdo conhecida, sendo classificada com uma proteina hipotética no
banco de dados TriTrypDB. O alinhamento entre essas duas proteinas esta indicado na
Figura 15.

Para verificar se as proteinas Tc170 e LinJ.33.0680 apresentam epitopos de

células B em comum que justifiguem a presenca de reacdo cruzada nos experimentos de
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ELISA, utilizando soros de pacientes chagasicos e com leishmaniose visceral, foram

feitas predicdes utilizando o programa BepiPred (Figura 15).
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Figura 15: Alinhamento e predicéo de epitopos de células B das proteinas Tc170 de
T. cruzi (Tc00.1047053506577.170) e LinJ.33.0680 de L. infantum. O alinhamento
das sequéncias proteicas foi feito utilizando o programa CLUSTALW2. Os aminoéacidos

conservados entre as duas sequéncias estdo indicados por um asterisco (*), enquanto

que aqueles que possuem conservacao entre grupos de aminoacidos com propriedades

fortemente similares estdo indicados por dois pontos (:) e aqueles com conservacao

entre grupos com propriedades fracamente similares séo indicados por um ponto (.). A
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predicdo de epitopos de celulas B foi realizada através do programa BepiPred. Em
vermelho estdo indicados os epitopos preditos de células B para a proteina Tc170 e em

azul estdo indicados os epitopos da proteina LinJ.33.0680.

Como pode ser observado na Figura 15, as proteinas Tc170 e LinJ.33.0680
compartilham alguns residuos de aminoacidos conservados ou com cadeias laterais com
propriedades fortemente similares que foram preditos como epitopos de células B, o que
poderia justificar a presenca de reagdo cruzada nos experimentos de ELISA, quando
utilizado soros de pacientes chagasicos e com leishmaniose visceral. Portanto, a

proteina Tc170 ndo constitui um alvo ideal para o diagnostico da doenca de Chagas.

Dessa forma, buscas por novos alvos que apresentem reatividade apenas
para epitopos presentes no T. cruzi e ndo apresentem reag0es cruzadas com outros

parasitos pertencentes a familia Trypanosomatidae devem ser realizadas.
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6. Discussao

A iniciativa Cone Sul criada em 1991 por governos de paises da América
Latina apresentou um sucesso satisfatério no controle da doenga de Chagas nas areas
endémicas. O principal foco das medidas da iniciativa foi o combate do principal inseto
vetor responsavel pelo maior nimero de transmissdes, o Triatoma infestans. Em 1997, a
Organizacdo Pan Americana de Saude (PAHO) e da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), concederam ao Uruguai um certificado de completa eliminagdo do T. infestans,
sendo este um importante marco de sucesso da implementacdo da iniciativa neste pais
(COURA, 2013). Devido ao significativo declinio na transmissdo da doenca, existem
areas nas quais nao ocorre o risco de infeccdo da doenca de Chagas por via vetorial.
Portanto, devido a progressiva diminuicdo nas taxas de infecgdes, 0 nimero de pessoas
infectadas com a doenga declinou para entorno de 7 a 8 milhdes de pessoas, segundo
dados de 2014 da Organizacdo Mundial de Saude. Na década de 1990, 100 milhdes de
pessoas viviam em areas de risco de contrair a doenca, atualmente, o numero de
individuos permanentes nessas regides, reduziu e passou para 40 milhdes
(SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006). Entretanto, fatores sociais, somados a
interesses politicos ainda inviabilizam o sucesso do controle em alguns paises da
América Latina. Apenas no Equador, na Nicardgua, no Paraguai e no Panama, o
controle da doenca de Chagas ¢ uma medida de controle sob a supervisdo da autoridade
nacional. Nos outros paises, o0 encargo do controle € empregado individualmente aos
estados e municipios, o que dificulta um didlogo entre as medidas realizadas e as
medidas a serem empregadas. Tal desacordo, ndo viabiliza formas coordenadas de
controle entre o conjunto de paises participantes da Iniciativa Cone Sul (SCHOFIELD;
JANNIN; SALVATELLA, 2006) (GURTLER et al., 2005).

Na Venezuela, Rhodnius prolixus é predominantemente intradomiciliar.
Possui uma alta taxa de reproducédo, alimentam-se do sangue do hospedeiro vorazmente
e defecam em um curto intervalo de tempo (HERRERA, 2014). Em algumas regides do
México, Colémbia, Venezuela, Equador e Peru, encontra-se o T. infestans, o T.
dimidiata e o R. prolixus que possuem estreita participacdo no ciclo de transmissao do
T. cruzi (ESPINOZA; BORRAS; ABAD-FRANCH, 2014).

Em 2006, o Brasil recebeu do PAHO o certificado da erradicacdo da
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transmissdo da doenga via T. infestans. Entretanto, em algumas areas da regido norte e
nordeste ainda existem vetores em potencial para a transmissao, 0 que sugere que apesar
dos esforcos manifestados no controle, novos casos de transmissao do T. cruzi poderdo
ocorrer no pais ainda por muitos anos (DA NOBREGA; DE ARAUJO;
VASCONCELOS, 2014).

Nas ultimas décadas, milhares de emigrantes provenientes de paises
endémicos foram morar nos EUA. Muitos destes, oriundos de paises da Ameérica
Central, onde a incidéncia do T. cruzi € alta. Uma pesquisa realizada em Washington,
D.C., revelou que 5% dos 205 nicaraguenses e dos emigrantes de Sao Salvador, estavam
infectados com o T. cruzi. Seguindo esta andlise estatistica, os dados sugerem que
aproximadamente de 50.000 a 100.000 emigrantes nascidos na América latina que
vivem nos EUA estdo infectados com o T. cruzi (RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012). Na Europa, devido ao fluxo migratério, de pessoas provenientes de
regides endémicas, houve um aumento no numero de casos. A falta de medidas de
controle eficazes, o desconhecimento sobre a doenca e falta de preparo de paises ndo
endémicos, favoreceu outros mecanismos de transmissdo tais como a doenca de Chagas
congeénita e principalmente a infeccdo por transfusdes sanguineas (JR; RASSI; MARIN-
NETO, 2010). Em grandes cidades como Bogota, Buenos Aires, Caracas, Rio de
Janeiro, Santiago e Sao Paulo, os indices de soropositividade para a doenca de Chagas
oscilam entre 0,5% e 2%. Estes nUmeros se tornam ainda mais alarmantes em regides
hiper endémicas da Bolivia, onde a prevaléncia supera 20% e pode chegar a até 63%
(Pereira et al.,2012). Tais fatos corroboram com abordagens de suma importancia para
as medidas de controle como também amplia o leque para relevantes questdes no que se

diz respeito a uma nova afirmacao quanto a epidemiologia da doenca.

Para a manutencdo e o progresso das medidas de controle, deve-se realizar
de maneira efetiva a triagem dos bancos sanguineos, principalmente dos doadores de
sangue provenientes de areas endémicas. Uma vez que, o controle da doen¢a de Chagas
¢ um desafio para a salde publica em muitos paises endémicos, devido ao acesso
limitado ao diagndstico e ao tratamento (COURA, 2013).

Na fase aguda da doenca de Chagas o diagnéstico pode ser executado pela
deteccdo do parasito usando métodos parasitoldgicos diretos como esfregacos

sanguineos, hemocultura ou xenodiagndstico. Durante a fase cronica da doenca, 0
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diagndstico é realizado pela presenga de anticorpos no soro através de testes soroldgicos
(GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009)(GOMES; LORENA; LUQUETT]I, 2009). Na
forma cronica, a doenca caracteriza-se pelo baixo nivel da parasitemia e alto nivel de
anticorpos 1gG anti-T. cruzi. Por esta razdo, o diagndstico na fase crénica deve ser
realizado através de ensaios sorologicos, no entanto, estes podem apresentar algumas
limitacdes (REIS-CUNHA et al., 2014).

Um grande impasse que fomenta discordancias no diagndstico da doenca de
Chagas se deve a sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos. A possibilidade
de reacdes cruzadas com outros organismos da familia Trypanosomatidae nestes ensaios
geram discussdes entorno da veracidade dos resultados que podem se mostrar
inconclusivos principalmente com espécies do género Leishimania (JR; RASSI,;
MARIN-NETO, 2010). A tecnologia do DNA recombinante tem sido utilizada para
isolar antigenos dominantes para infec¢cbes humanas. Alguns destes antigenos tém
demonstrado resultados promissores com relagcdo ao diagndstico da doenca de Chagas
(UMEZAWA et al., 1999). O uso destas metodologias possui uma grande vantagem de
ndo necessitar do cultivo e manutencdo de cultura de parasitos para a obtencdo dos
antigenos, o que evita o risco de infeccdo por acidente de laboratorio assim como nao
precisa de equipamentos especificos para o cultivo de parasitos. Entretanto, alguns
antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos podem exibir trechos de aminoacidos
que se assemelhem a outros organismos, resultando, desta forma, nas reacdes cruzadas
que ndo sdo desejadas para o diagndstico. Por essa razdo, estas reacdes devem ser
interpretadas com cautela (SAEZ-ALQUEZAR et al., 2000).

Um teste denominado “INNO-LIA Chagas Assay” proposto em 1999 por
Saez-Alquézar e colaboradores, utilizaram proteinas recombinantes e peptideos
sintéticos na busca de novos alvos para a doenca de Chagas. Tc24, Ag39, TcD, SAPA,
MAPA, CRA e FRA demostraram uma excelente sensibilidade e especificidades, porém
tornou-se invidvel a utilizacdo destes alvos na rotina, devido aos altos custos (SAEZ-
ALQUEZAR et al., 2000). Ao propor um novo imunoblot, denominado “Abbott
imunoblot”, Cheng e colaboradores, obitiveram uma excelente sensibilidade e
especificidade com a utilizagdo dos seguintes antigenos recombinantes: “FP3 (derivado
de dominos de TcR27 e FCaBP)”, “FP6 (derivado de TcR39 e FRA)”, “FP10 (derivado
de SAPA e MAP)” e TcF (derivado de PEP-2, TcD, TcE e TcLol.2)”. Estes antigenos

ndo apresentaram reacdes cruzadas com Leishimania nem com diversos outros
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patdgenos como protozoarios ou helmintos intestinais, virus da hepatite A, sifilis e
rubéola (Cheng et al., 2007) Ensaios de imunoblot utilizando extratos de antigenos
secretados de tripomastigotas provenientes da cepa Y (TESA), tem sido proposto por
demostrarem uma boa performace em pacientes chagasicos na fase aguda ou infecgdes
congeénitas por T.cruzi (GOMES; LORENA; LUQUETT]I, 2009).Gupta e colaboradores,
testataram os antigenos TcG1, TcG2, e TcG4 em soros de pacientes chagasicos,
clinicamente caracterizados. Estes antigenos demonstram-se possiveis candidatos
vacinais para a doenca, como também alvos para diagndstico. Os resultados
demonstaram que quando utilizados em conjunto no ELISA multiplex, estes antigenos
apresentam uma sensibilidade de 93% e especificidade de 98% (GUPTA et al., 2013)
Estudos envolvendo os dissacarideos o-Gal e f-Gal como um epitopo imunodominante
estdo sendo avaliados para ensaios digndstico da doenca d Chagas. Os residuos
imunodomintas de a-Gal sdo muito abundantes e estimulam uma alta resposta protetora

anti- Gala, em soros de pacientes chagasicos (ASHMUS et al., 2013).

Desta forma, neste trabalho, foram selecionadas trés proteinas alvos de T.
cruzi com potencial uso no diagndstico soroldgico da doenga de Chagas, que possuiam
peptideos possivelmente conservados entre as diferentes linhagens deste parasito
presentes no proteoma predito da cepa CL Brener e ausentes no proteoma predito de
espécies do género Leishmania, e que apresentassem um alto score de predicdo de
epitopo de célula B pelo programa BepiPred (LARSEN et al., 2006). As trés proteinas
escolhidas, Tc00.1047053506479.10, Tc00.1047053508411.30 e

Tc00.1047053506577.170 foram também selecionadas por terem peptideos que

apresentaram uma alta reatividade no experimento de immunoblotting realizado
previamente em nosso laboratério (REIS-CUNHA et al.,, 2014). A utilizacdo das
proteinas recombinantes ao invés de apenas os peptideos foi escolhida, devido ao fato
dos peptideos apresentarem pequeno tamanho, o que dificulta a aderéncia nas placas de

ELISA e, quando aderem, podem bloguear os epitopos de interesse.

Uma outra proteina que também foi utilizada neste trabalho foi a
Tc00.1047053509427.80, escolhida por possuir uma sequencia peptidica PepMAF) que

mimetiza o carboidrato antigénico o-gal, um epitopo abundantemente presente na
superficie das formas infectantes de T. cruzi (SOUTO-PADRON et al., 1994).
Humanos e macacos do Velho Mundo sdo incapazes de produzir este epitopo, devido ao

gene que codifica a enzima a-1,3-galactosiltransferase estar inativo. Ao inves disso,
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produzem o anticorpo anti-gal, que interage especificamente com epitopos a-gal
(GALILI, 2005). Resultados preliminares obtidos em nosso laboratorio, mostraram que
soros de camundongos imunizados com epitopo gal reconheceram a sequencia peptidica

da Tc80 (dados nao mostrados).

Para cada uma das quatro proteinas selecionadas foi encontrada no genoma
de CL Brener apenas uma cépia adicional, que é devido ao carater hibrido dessa cepa
(ZINGALES et al., 2012). CL Brener pertence ao subgrupo TclV, que é resultante de
um evento de hibridizagdo recente entre os subgrupos Tcll e Tclll, de forma que seu
genoma engloba dois haplétipos diferentes, denominados de Esmo-like derivado do

subgrupo Tcll e Non-Esmo-like derivado do subgrupo Tclll (Zingales et al., 2012).

Todos os quatro genes selecionados, codificam para proteinas hipotéticas de
T. cruzi (TritrypDB), que ainda ndo foram utilizadas em outros testes diagnésticos da
doenca de Chagas. A selecdo destas proteinas hipotéticas foi possivel, pois foi levada
em consideracdo apenas a ocorréncia de epitopos preditos in silico e a sua conservagdo

nos dois haplotipos de CL Brener, e ndo se o gene ja possuia uma fungdo conhecida.

Apbs os genes selecionados de T. cruzi serem amplificados por PCR,
utilizando primers, que continha em suas extremidades 5’ sitios para enzimas de
restricdo, eles foram clonados no vetor pGEM-T e subclonados no vetor de expressao
pPET-28a-TEV. Este vetor de expressdo adiciona a extremidade N-terminal das proteinas
uma cauda de histidina, contendo seis residuos deste aminoacido, o que facilita a
purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade com colunas de
niquel. Diferentemente de outras tags comumente utilizadas, como MBP e GST, que
necessitam ser clivadas das proteinas recombinantes maduras devido ao seu grande
tamanho, a cauda de histidina pode ser mantida nas proteinas recombinantes maduras
sem comprometer ensaios imunoldgicos como o ELISA, devido ao seu pequeno

tamanho.

O vetor pET-28a-TEV, contendo o0s insertos de interesse, foram
transformados em bactérias E. coli eletrocompetentes da linhagem BL-21Star para a
expressdo das proteinas recombinantes. Esta bactéria apresenta em seu genoma uma
mutagdo no gene da RNase E, resultando na producdo de menores niveis de RNAses
enddgenas, que leva a menor degradacdo do RNA, consequentemente, aumentando a

estabilidade dos transcritos resultantes da expressdo da proteina recombinante e a
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quantidade de proteina obtida ao final do experimento.

Apesar de inimeras tentativas de expressar as proteinas de interesse, foi
possivel obter de forma recombinante apenas a proteina Tc170. Novos experimentos de
inducdo, utilizando outras linhagens de bactéria ou mesmo de leveduras, como a Pichia
pastoris, além de alteracGes nas condi¢des de crescimento e inducdo, serdo ainda
realizados. Como alternativas tentaremos a inducdo da producdo dessas proteinas na
bactéria E. coli linhagem C41, utilizada na expressdo de proteinas toxicas, em bactérias
contendo o plasmideo pRARE (Novagen), que expressa 0s RNAs transportadores
(tRNAs) que sdo raros para bactérias E. coli; e em bactérias da linhagem Arctic Express
(Agilent Technologies), que expressam proteinas sollveis a baixas temperaturas (12
°C), além de expressar chaperoninas Cpn60 e Cpn10 derivadas de bactérias psicrofilicas
que auxiliam no correto dobramento das proteinas recombinantes (FERRER et al.,
2003).

Para testar se a proteina recombinante Tc170 constitui um bom alvo para
diagnéstico da doenca de Chagas, foram realizados experimentos de ELISA, utilizando
soros de pacientes chagasicos na fase cronica, soros de pacientes com leishmaniose
visceral, para verificar a presenca de reacdo cruzada, e soros de individuos saudaveis,
como controle negativo. No entanto, apos a realizacdo dos ELISAs tanto com pool de
soros, quanto com soros individuais, a proteina Tc170 apresentou reagdo cruzada com

0s soros de pacientes com leishmaniose visceral, infectados com L. infantum.

Para verificar se a proteina recombinante Tc170 possui ortélogos em
Leishmania infantum, buscas no banco de dados do TritrypDB foram realizadas. Foi
encontrada uma proteina com 24% de identidade com a Tc¢170, a LinJ.33.0680. Apds a
predicdo de epitopos de células B em ambas as proteinas, foram observadas que elas
compartilham em epitopos preditos de células B alguns residuos de aminoacidos
idénticos e alguns aminodcidos com cadeia lateral com propriedades fortemente
similares, o que poderia explicar a ocorréncia de reagdes cruzadas nos experimentos de
ELISA. Portanto, a proteina Tc170 ndo se mostrou promissora como alvo para uso no

diagnostico da doenga de Chagas.

Um dos maiores desafios dos testes soroldgicos para a doenca de Chagas é a
presenca de reacOes cruzadas com o soro de pacientes infectados com outros

organismos da familia Trypanosomatidae, tais como espécies do género Leishmania e

52



Trypanosoma rangeli. A proximidade entre os géneros Trypanosoma e Leishmania,
ambos pertencentes a familia Trypanosomatidea, tem sido discutida por diversos grupos
de pesquisa. Tais discussdes baseiam-se na comparagdo dos caracteres imunologicos,

bioguimicos e as similaridades celulares entre os géneros (FERREIRA et al., 2014).

Portanto, busca por alvos mais especificos, que possam reduzir a presenca
de reacdo cruzada, mantendo ainda uma alta sensibilidade e especificidade é de extrema
importancia para o aprimoramento de diagnosticos para essa parasitose (CABALLERO
et al., 2007).
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