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REA 11 - Construcado de proteinas quiméricas multifgitopos para emprego em

testes soroldgicos para o diagnoéstico da doenca@eagas
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Introducéo:

O diagnéstico precoce da infeccdo pPaypanasoma cruzi € necessario para inicio
imediado do tratamento, evitando-se o aparecimdatdoenca de Chagas. Os testes
soroldgicos empregados embora rapidos, ainda pageesentar reatividade cruzada e
baixa sensibilidade em algumas regides, como eradag no estado do Amazonas.
Sabe-se que o0 desempenho dos testes sorologitdsl@acordo com o tipo e qualidade
da preparacado dos antigenos utilizados para agdetele anticorpos anfi-cruzi. Nesse
contexto, o nosso estudo foi concebido para corareem um Unico alvo proteico
guimérico epitopos abrangentes de proteinds ceizi que sao especificos e apresentam

uma alta capacidade de ligacao a anticorpos.

Objetivo:
Produzir uma proteina quimérica carreando epitdeogrias proteinas decruz e que

sirva de alvo em testes sorolégicos.

Metodologia:

Os epitopos B lineares inseridos na poliproteimanfoselecionados de um conjunto de
estruturas previamente identificadas experimentaiejetanto em nosso laboratério
quanto da literatura, e que representam cepas fdeertes regibes geogréficas. A
poliproteina foi construida contendo um cerne astalique permite a insercao de dez
epitopos. Um gene foi gerado sinteticamente e gnotéina expressa foi purificada
usando cromatografia de afinidade e sua reatividiee a soros de pacientes com



doenca de Chagas, Leishmaniose e dengue avaliadaestern-blot e ELISA. Para
estudarmos a contribuicdo e importancia de cadapEpia reatividade da poliproteina,
dez proteinas quiméricas mutadas individualmenmtarigoroduzidas e analisadas como

descritas anteriormente.

Resultado:

Os estudos de ELISA com a plataforma inteira mostnaima especificidade de 98,55%,
e uma sensibilidade de 86,11%. Por sua vez, asan@or ELISA) das dez plataformas
poliproteicas (mutadas individualmente), mostra dquauziram diferentes graus de
reatividades com os soros de pacientes. Além dissa, pequena reatividade contra o

cerne proteico bacteriano foi detectada.

Concluséo:

Os estudos mostraram que alguns epitopos influenegtruturalmente na reatividade
dos anticorpos e sugerem que a baixa sensibiljpladie estar relacionada a conformacgéo
do nucleo cerne. Das analises realizadas até o monp®demos destacar a identificacédo
de trés proteinas quiméricas com grande poteneidledem usadas como ferramentas
soroldgicas diagnosticas para a doenca de Chagas,abrangem se nao todas, a maioria
das DTUs (discrete typing units) das regides encésrdo Brasil. O proximo passo, sera
validar as trés poliproteinas com soros das Ref@@rBiologicas da OMS, e soros
obtidos de diversos LACENS.
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