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A doenga de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, atinge milhdes de pessoas pelo mundo,
apresentando maior predominancia na América Latina. Historicamente, nesta regido, a transmissao
desse protozoario ocorre por meio de insetos vetores, os quais também estdo relacionados a infecgdo
oral. JA& em paises ndo endémicos, a transfusdo de sangue corresponde a principal forma de
transmisséo do T. cruzi. Entre os individuos infectados que evoluem para a fase cronica da doenca, a
qual pode persistir assintomatica por décadas, cerca de 30 a 40% desenvolvem manifestacfes clinicas.
Estas estdo associadas a lesbes no tecido cardiaco e/ou no trato gastrointestinal, resultantes da agdo
direta do parasito, da resposta imune e do comprometimento do sistema nervoso. Diante da eficacia
variavel do tratamento na fase cronica da doenca e da gravidade e maior frequéncia dos sintomas
relacionados a forma cardiaca da doenca, este trabalho teve como foco principal a busca de potenciais
biomarcadores proteicos de progresséo de lesdo no tecido cardiaco. Para isto, foi realizada a extragdo
de proteinas da forma tripomastigota sanguinea do T. cruzi (cepa Y) isolada de camundongo. As
proteinas imunorreativas foram obtidas a partir do reconhecimento de 1gG humanas imobilizadas em
beads magnéticas. Os anticorpos utilizados nesses experimentos foram previamente purificados por
cromatografia de afinidade a partir de soros de pacientes na fase cronica indeterminada e cardiaca (B1
e C) e de doadores saudaveis. Através das analises de espectrometria de massas, as proteinas
imunorreativas foram identificadas e quantificadas, sendo posteriormente comparado o padrdo de
reconhecimento entre as condic¢Ges avaliadas. Os anticorpos derivados de pacientes com lesdo cardiaca
diagnosticada foram capazes de detectar dez proteinas diferencialmente abundantes. As proteinas
CAP5.5 associada aos microtabulos (gi|71401694 e gi|71415498) e hipotética (gi|71407149) foram
detectadas em maior quantidade nos ensaios realizados com amostras de pacientes classificados em
B1, enquanto as proteinas triparedoxina peroxidase (gi|17224953, gi|70873019 e @i|3776134),
hipotética (gi|71401264), trans-sialidases (gi|70860135 e gi|71404821) e de superficie TolT
(0i|71402301) foram mais abundantes nas fracOes obtidas a partir do reconhecimento de amostras
purificadas de pacientes no estdgio C. Em suma, foi observado que ao longo da infecgdo ocorre uma
alteracdo na abundancia e no perfil de reconhecimento de proteinas imunorreativas de formas
tripomastigotas sanguineas. A alta variacdo significativa na quantidade destas proteinas, especialmente
a partir de interagdes de IgG de B1, sugere que estas moléculas sdo candidatas promissoras a
marcadores do estabelecimento da forma cardiaca da doenga, ainda no estagio inicial. No entanto,
esses dados precisam ser validados com um grupo amostral de pacientes maior.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, tripomastigotas, doenca de Chagas, protebmica, proteina
imunorreativa
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Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affects millions of people
worldwide, especially in Latin America. This illness is classically transmitted by an insect vector,
which is also associated to the oral infection. In non-endemic countries, the parasite transmission
occurs mainly by blood transfusion. Seldomly, the infected individuals do not evolve to the chronic
phase, which can persist as asymptomatic for decades; approximately 30% of the cases develop
cardiac and/or digestive clinical manifestations accompanied by nervous system impairment as a result
of the direct action of the parasite and subsequent inflammatory response. Since the treatment in the
chronic stage presents a variable efficacy, and the most severe and frequent symptoms related to the
cardiac form occur in this phase, here, we focused on the search of potential protein biomarkers for
injury progression in cardiac tissue. In this scenario, the proteins from T. cruzi (Y strain) bloodstream
trypomastigotes, isolated from infected mice, were extracted. The parasite's immunoreactive proteins
were obtained by immunoprecipitation through the interaction with IgG immobilized on magnetic
beads. The antibodies were previously purified by affinity chromatography from serum of patients in
the indeterminate and cardiac (B1 and C) stages and from healthy donors. Through mass spectrometry
analysis, the immunoreactive proteins were identified and quantified, and the pattern of recognition
among the conditions was subsequently evaluated. The antibodies derived from patients with
diagnosed cardiac lesions led to the detection of ten differentially abundant proteins. The CAP 5.5
microtubule associated (gi|71401694 and gi|71415498) and hypothetical (gi|71407149) proteins were
detected in higher amounts in our experimental conditions in samples from B1 patients, while the
tryparedoxin peroxidase (gi|17224953, gi|70873019 e gi|3776134), hypothetical (gi|714001264), trans-
sialidases (gi|70860135 and gi|71404821), and the surface TolT (gi|71402301) proteins had greater
abundance in the fractions obtained by the reaction with samples from stage C patients. Thus, it was
observed an alteration in the abundancy and profile of bloodstream trypomastigotes' proteins
recognition in the course of the disease. The significative variation in the abundance of the
immunoreactive proteins, especially through the interaction with IgG from B1, suggests that these
proteins are promising candidates of markers for the establishment of the cardiac form of the infection.
Nevertheless, these results need to be validated in a large number of patients.

Key words: Trypanosoma cruzi, trypomastigotes, Chagas disease, proteomic, immunoreative protein
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1. Introducao



1.1. Doenca de Chagas

Em 1909, logo apds descobrir o protozoadrio hemoflagelado Trypasonoma cruzi,
Carlos Chagas descreveu o seu ciclo de vida e o seu papel como agente etiologico da
tripanossomiase americana, mais tarde denominada doenca de Chagas (Chagas, 1909). Esta
doenca consiste em uma zoonose transmitida historicamente por insetos vetores hemat6fagos
(triatomineos) encontrados predominantemente na Ameérica Latina (Dujardin et al., 2015;
revisto em Juberg & Galvéo, 2006). Desta forma, a doenca de Chagas se tornou endémica
nessa regido, atingindo inicialmente a populacdo pobre de areas rurais, onde sdo comuns
péssimas condic¢Bes de moradia que propiciam a presenca dos triatomineos (revisto em Coura,
2007). Com base em iniciativas regionais e nacionais empregadas desde a década de 40,
paises do Cone Sul deram inicio em 1991 a programas com enfoque no controle dos
principais vetores e na triagem nos bancos de sangue. Essas abordagens reduziram
expressivamente o surgimento de novos casos por transmissao vetorial em areas endémicas,
incentivando projetos com propostas similares em paises da América Central, andinos e na
regido amazonica (revisto em Yamagata & Nakagawa, 2006; Dias, 2015). Entretanto, a
evasdo rural bem como o fluxo migratorio de latino-americanos para paises ndo endémicos
tém ampliado a distribuicdo geografica da doenca e o perfil de individuos portadores e sob o
risco de adquirir a infecgdo, principalmente a partir dos anos 2000 (Figura 1.1). Nessas
regides, onde o controle de pessoas infectadas por esse parasito é recente e ainda nao
compreende estratégias bem estabelecidas e de proporcdo nacional (Paricio-Talayero et al.,
2008; Mufioz et al., 2009; WHO, 2010; Requena-Méndez et al., 2014; Soriano-Arandes et al.,
2016), a transmissdo do T. cruzi ocorre principalmente por meio de transfusdo sanguinea, pela
via vertical ou transplacentéaria e, em menor escala, por transplante de érgdos (revisto em
Coura & Vifas, 2010). Outras formas de transmissdo também podem ocorrer, como pela
ingestdo de bebidas ou alimentos contaminados com vetores infectados (revisto em Coura,
2007). Esta via de transmissdo é mais frequente na Amaz6nia, embora tenha sido associada a
surtos de infeccdo aguda em diferentes areas endémicas (Beltrdo et al., 2009; de Noya et al.,
2010; revisto em Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012; Dias & Neto, 2011). No cenario atual,
estima-se que 7 milhGes de pessoas sejam portadoras da doenca e que pelo menos 25 milhdes
estejam expostas ao risco de serem infectadas na Ameérica Latina (WHO, 2015).

A doenca de Chagas apresenta duas fases: aguda e cronica. No entanto, esta é
subdividida em indeterminada e sintomatica. No estagio crénico sintomatico, sdo observados

danos cardiacos e/ou lesbes digestivas, ambos resultantes de reaces inflamatdrias com
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fibrose e comprometimento do sistema nervoso (revisto em Teixeira et al., 2006; Lescure et
al., 2010). Por outro lado, na fase aguda os sintomas geralmente s&o inespecificos, por isso,

na maioria dos casos o diagnostico é realizado durante a fase cronica.

>80.000
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Figura 1.1. Principais rotas de imigrantes da América Latina para paises ndo endémicos. Os
valores representam a estimativa do nimero de individuos infectados nessas regides (adaptado
de Coura & Vifas, 2010).

O tratamento da doenca de Chagas pode ser realizado pela administracdo do
nifurtimox (Nx) ou benznidazol (Bz). O Nx teve a sua comercializagdo interrompida a partir
de 1980 no Brasil, Argentina, Uruguai e Chile. Entretanto, apds um acordo firmado entre a
Organizacdo Mundial da Salde e a Bayer, esta empresa farmacéutica se comprometeu a
produzir e distribuir gratuitamente o medicamento com a finalidade de eliminar as
tripanossomiases americana e africana. Independente disto, o0 Bz (Figura 1.2) continua sendo
a droga de primeira escolha. Diversos fatores influenciam na sua eficacia, como o periodo do
tratamento e a dose, a origem geografica do paciente e especialmente a idade e a fase da
doenca. Em casos de fase aguda, infecgdo crénica recente (em criangas menores de 12 anos),
infeccdo congénita, acidentes de laboratério e em quadros de re-agudizacdo de pacientes
imunossuprimidos, o tratamento com o Bz é eficiente (revisto em Amato-Neto, 1999; Urbina,
2001, 2002; Dias, 2006). Ja na fase cronica, esta droga possui baixa atividade (Morillo et al.,
2015), assim como o Nx (revisto em Coura & de Castro, 2002). Outra limitagcdo importante
dos dois compostos é decorrente dos efeitos colaterais sérios que levam a suspensdo ou ao
abandono do tratamento. No caso do Bz podem ser observados casos de dermatite com
erupcao cutanea, edema generalizado, linfoadenopatia, dores articular e muscular, depressao
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da medula dssea, trombocitopenia purpura e agranulocitose, parestesia e polineurite nos

nervos periféricos (revisto em Coura & de Castro, 2002).
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Figura 1.2. Estrutura quimica do Bz utilizado no tratamento da doenca de Chagas.

1.2. Ciclo evolutivo do T. cruzi

O T. cruzi pertence a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. O seu ciclo
evolutivo compreende dois hospedeiros, um invertebrado (familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae) e outro vertebrado, inclusive o homem, os quais apresentam diferentes formas
do parasito. No intestino médio do vetor infectado encontra-se a forma epimastigota, que
adere a membrana permicrovilar que recobre as células intestinais do inseto e prolifera
intensamente por divisdo binaria (Figura 1.3-1) (Alves et al., 2007, Nogueira et al., 2007).
No intestino posterior e no reto, as formas epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos infectantes e ndo-proliferativos (Figura 1.3-2) (Schaub et al., 1989). Estes sdo
eliminados juntamente com as fezes e urina do inseto ap0s o repasto sanguineo e ao atingirem
alguma lesdo ou mucosa, infectam o hospedeiro vertebrado. Neste, as formas tripomastigotas
metaciclicas invadem principalmente celulas do tecido no sitio de infeccdo e do sistema
imune inato ali presentes. Este evento ocorre de forma ativa ou passiva na célula hospedeira
(revisto em Romano et al., 2012), através de um processo dependente da fusdo de lisossomos
a vesicula internalizada, originando o vacuolo parasitoforo (Tardieux et al., 1992). No interior
desta estrutura, as formas tripomastigotas metaciclicas iniciam a diferenciacdo em amastigota,
porém este processo se completa apenas quando o parasito chega ao citoplasma (Figura 1.3-
3) (de Carvalho & de Souza, 1989; Andrade & Andrews, 2004). Subsequentemente, a forma
amastigota se prolifera intensamente por divisdo binaria no citosol e, por fim, se diferencia na
forma tripomastigota sanguinea, a qual rompe mecanicamente a célula, sendo liberada na
corrente sanguinea, podendo invadir células vizinhas ou disseminar para os demais tecidos
(Figura 1.3-4). O ciclo se fecha quando novos triatomineos se infectam durante o seu repasto

sanguineo.
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Figura 1.3. Ciclo evolutivo do T. cruzi (adaptado de Cuervo et al., 2010).

1.3. Aspectos clinicos da doenca de Chagas

A fase aguda da doenca de Chagas é caracterizada por uma alta parasitemia circulante,
sintese de IgM especifica para o T. cruzi e pela presenca de infiltrados inflamatdrios nos
tecidos infectados (Consenso Brasileiro, 2005). Na maioria dos casos decorrentes da
transmissao vetorial, este estagio da infec¢do € assintomatico, podendo ser observados sinais
no sitio de entrada do parasito mediante uma reacdo inflamatéria tardia, a qual origina lesdes
cutaneas ou lesGes na mucosa ocular, denominadas chagoma de inoculacdo ou sinal de
Romafia (Figura 1.4), respectivamente. Além disto, nos demais casos podem ocorrer quadros
de febre, indisposicao, linfoadenopatia, espleno e hepatomegalia, diarréia, vémito, miocardite.
A fase aguda pode persistir por aproximadamente 8 semanas, porém a auséncia e/ou
inespecificidade dos sintomas acarretam no subdiagndstico da doenca, e sem o tratamento
adequado, os individuos entram na fase cronica indeterminada (revisto em Bern et al., 2015).
Apesar de menos frequente nesse periodo, quadros de insuficiéncia cardiaca e
meningoencefalite podem resultar em 6bito, principalmente em criangas menores de 2 anos
com doenca de Chagas congénita (revisto em Pitella, 1993; Machado et al., 2012). Em

adultos, a inflamacdo do sistema nervoso central estd relacionada a incapacidade do
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organismo em estabelecer uma resposta imune eficiente, seja devido a uma co-infec¢do, como
pelo virus da imunodeficiéncia humana, doencas sistémicas ou por meio do uso de drogas
imunossupressoras (revisto em Pitella, 1993; Madalosso et al., 2004; Machado et al., 2012).
Nas infeccBes orais e por transfusdo de sangue, a sintomatologia é similar, mas pode variar
quanto a intensidade e frequéncia; nestas duas vias de transmissdo, a febre consiste no
sintoma mais observado (revisto em Dias & Brener, 1984; Shikanai-Yasuda & Carvalho,
2012). Na infeccao oral, os casos sintomaticos, inclusive com alteracBes cardiacas severas,
sdo mais comuns, provavelmente devido a alta carga parasitaria ingerida, de modo a levar 0s
pacientes a obito principalmente por miocardite aguda (Bastos et al., 2010; de Noya et al.,
2010; Marques et al., 2013; de Noya et al., 2016; revisto em Shikanai-Yasuda & Carvalho,
2012).

Figura 1.4. Sinal de Romafia: edema bipalpebral unilateral com enfartamento ganglionar
satéelite (Teixeira et al., 1978).

Ao atingir o periodo indeterminado, o paciente atende aos seguintes critérios: possui
sorologia e/ou exame parasitolégico positivo, exames eletrocardiogréaficos e radioldgicos
(coracdo, esofago e colon) normais e auséncia de sintomas (Consenso Brasileiro, 2005).
Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que apesar de serem considerados
assintomaticos, os individuos classificados nesse estagio da infeccdo apresentam alteracoes
em exames mais sensiveis ou sofisticados que avaliam por diferentes abordagens as estruturas
e funcbes cardiovasculares e digestivas (Barretto et al., 1990; Molina et al., 2006; Sanchez-
Lermen et al., 2007; revisto em Menezes et al., 2011). Geralmente esses resultados nao

indicam lesdes graves e, portanto, ndo invalidam o prognostico da fase crénica assintomatica

6



(revisto em Ribeiro & Rocha, 1998), que pode durar décadas. Aproximadamente 30-40% das
pessoas evoluem para a fase crénica sintomatica, na qual se observam principalmente danos
cardiacos e/ou digestivos associados ao acometimento ganglionar do sistema nervoso. Este
processo se inicia na fase aguda e contribui para a pluralidade clinica observada na doenca de
Chagas. Fatores genéticos do parasito e do hospedeiro determinam o tecido a ser
predominantemente infectado e influenciam a progressdo da lesdo, principalmente via
modulacéo da resposta inflamatoria (Andrade et al., 1999, 2002; Caetano et al., 2010).

O T. cruzi raramente invade células nervosas (de Souza et al., 1996; Bombeiro et al.,
2012; revisto em Pittella et al., 1991); entretanto, o parasitismo intracelular de células gliais
(astrdcito e microglia), (da Mata et al., 2000; Morocoima et al., 2012; Vargas-Zambrano et
al., 2013; de Almeida-Leite et al., 2014; Silva et al., 2015), a resposta inflamatoria
acompanhada de fibrose e a presenca de anticorpos capazes de interagir com moléculas
proprias (Van Voorhis et al., 1991; Gea et al., 1993; Tekiel et al., 1997; Feldman et al., 1999;
Oliveira, 2009) desencadeiam lesdes neuronias periféricas, levando a neurodegeneracéo.
Consequentemente, ocorre a desnervacdo dos tecidos cardiaco e do trato gastrointestinal
(TGI) (Koberle, 1970; Silva et al., 2016; revisto em Chuenkova & Perrin, 2011). Neste, 0s
ganglios parassimpaticos localizados nos plexos de Auerbach e Meissner sdo afetados
(Koerbele, 1963; Adad et al., 2001; revisto em Teixeira et al., 2006), provocando alteracdes
na motilidade, secrecdo e absorcdo e a dilatacdo de por¢des do TGI (mega sindromes),
principalmente esdfago e célon (Figura 1.5) (revisto em Matsuda et al., 2009).
Paralelamente, a acdo direta do parasito sobre as demais células do tecido contribui para
aumentar o dano local (Hagger et al., 2000).

A infeccdo no tecido cardiaco é caracterizada por uma miocardite difusa severa
associada a reducao seletiva da populacdo de neurdnios pés-ganglionares vagais e a mudancas
estruturais, as quais compreendem principalmente hipertrofia do ventriculo esquerdo e
aneurisma apical (revisto em Aiello & de Campos, 2015). A dilatacdo cardiaca é a
manifestacdo clinica mais frequente e de maior gravidade, comumente associada a quadros de
arritmia, tromboembolismo, morte subita e insuficiéncia cardiaca congestiva, geralmente
decorrente da disfuncdo sistolica do ventriculo esquerdo (Parada et al., 1989; revisto em
Ribeiro et al., 2012; Nunes et al., 2013b). Em pacientes sem dilatacdo do miocardio podem
ser observados defeitos na conducdo elétrica (bloqueio atrioventricular ou de ramos) (revisto

em Menezes et al., 2011).



As alteracOes estruturais e funcionais dos tecidos atingidos influenciam no prognostico
do paciente e, portanto, devem ser averiguadas cuidadosamente (Espinosa et al., 1985;
Carrasco et al., 1994; revisto em Mady & Nacruth, 1995; Acquatella, 2007; Rassi Jr. et al.,
2007; Nunes et al., 2010). Por exemplo, de acordo com Rassi Jr e colaboradores (2009), os
achados de classes Il ou Il de capacidade funcional (New York Heart Association),
cardiomegalia e disfuncdo ventricular esquerda observadas por raio-X e ecocardiografia,
respectivamente, e taquicardia ventricular ndo-sustentada podem ser utilizados como
marcadores para estratificacdo do risco de mortalidade entre individuos com a forma cardiaca
da infeccédo, de maneira a auxiliar na escolha do tipo de tratamento a ser seguido e na forma
de acompanhamento do paciente (resvito em Rassi Jr. et al., 2010).

(a) (b)

Figura 1.5. Manifestaces clinicas da fase cronica da doenca de Chagas: (a) cardiomegaliga e
(b) megacolon (Rassi Jr et al., 2010).

1.4. Resposta imune

As andlises patoldgicas e estudos experimentais descrevem a presenca constante da
resposta inflamatdria nos tecidos afetados, nos quais sdo detectados o0 DNA (deoxyribonucleic
acid) ou antigenos do T. cruzi. Apesar do pouco conhecimento sobre os mecanismos de
patogénese, esses aspectos demonstram que a resposta imune e a acdo direta do parasito,
assim como a sua persisténcia, possuem um papel crucial no desenvolvimento da doenca
(Zhang & Tarleton, 1999; revisto em Golgher & Gazzinelli, 2004; Gutierrez et al., 2009).

Tendo em vista que esse protozoario possui alta variabilidade genética, suas
populacbes apresentam diferencas morfologicas e bioquimicas que refletem sobre a sua
viruléncia. Adicionalmente, interacGes entre moléculas do hospedeiro e do parasito podem
estimular a regulacdo da expressdo génica no T. cruzi por meio de mecanimos de controle

pos-transcricionais e epigenéticos de modo a influenciar na sua viruléncia (Cliffe et al., 2012;
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Ekanayake & Sabatini, 2011; Ekanayake et al., 2011; Brandan et al., 2006; Magalh&es et al.,
1996). A diferenca de patogenicidade entre as cepas e formas evolutivas do T. cruzi bem
como o microambiente do hospedeiro podem estar associadas a diversidade e abundancia de
moléculas expressas principalmente na superficie celular. Estas influenciam no processo de
invasdo da célula alvo, permitem a adesédo e protedlise de componentes da matriz extracelular
e ainda conferem ao parasito vias de evasao ao sistema imune (revisto em de Souza et al.,
2010; Osorio et al., 2012).

Como dito anteriormente, o T. cruzi é capaz de infectar qualquer célula nucleada. No
entanto, para que isso aconteca é necessario que haja um reconhecimento mutuo de moléculas
presentes na superficie do parasito e da célula hospedeira. A este processo segue a adesdo
dessas células, que também pode ser influenciada pela morfologia no caso das formas
tripomastigotas sanguineas. A sinalizacdo em ambas células envolvidas € decorrente das duas
primeiras etapas e define o desfecho da invaséo, de maneira que o tipo celular do hospedeiro
também constitui um fator determinante na interacdo (revisto em de Souza et al., 2010).

As células do sistema imune inato sdo essenciais no controle da multiplicacdo do
parasito, principalmente no inicio da infeccdo, quando a quantidade de formas tripomastigotas
sanguineas circulantes é maior. A interacdo de macrofagos e células dendriticas com o
parasito € mediada principalmente por receptores que reconhecem padrbes patogénicos, como
0s receptores tipo NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) ou Toll (TLR) (Silva et
al., 2010). TLR2, 4, 7 e 9 sdo ativados por glicoproteinas ligadas a membrana do protozoario
por ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), essencialmente mucinas e trans-sialidades,
moléculas derivadas de glicoinositolfosfolipideo ou regifes do DNA ricas em citosina e
guanina (CpG), levando ao recrutamento de proteinas intracelulares, como a MyD88 (myeloid
differentiation primary-response protein 88), que ativam fatores de transcricdo como o NF-kB
(nuclear factor kappa B) (revisto em Rodrigues et al, 2012). Este fator, por sua vez, induz a
expressdo de genes de citocinas pré-inflamatoérias como a interleucina-12 (1L-12), o interferon
gama (IFN-y) ¢ o fator de necrose tumoral (TNF) (revisto em Campos & Gazzinelli, 2004;
Tarleton, 2007). A IL-12 atua de modo a estimular a sintese de IFN-y por subgrupos de
linfocitos T e células NK (natural killers), principais produtoras desta citocina no inicio da
infeccdo (Cardillo, et al., 1996; Une et al., 2003; revisto em Silva et al., 1998).

Macrofagos ativados por IFN-y sdo capazes de matar o parasito intracelular devido ao
aumento da expressdo da enzima INOS (inducible nitric oxide synthase), que catalisa a

producdo de oOxido nitrico (NO), molécula com potente acdo tripanocida (Hdélscher et al.,



1998; Mufoz-Fernandez et al., 1992; revisto em Gutierrez et al., 2009). Por meio de um
estudo in vitro, Silva e colaboradores (1995) observaram que o TNF possui um papel
importante nesse processo, atuando de forma autocrina como um amplificador da resposta
contra o T. cruzi (revisto em Machado et al. 2012). O NO promove a nitrosilacdo de grupos
prostéticos Fe-S complexados a proteinas essenciais na fisiologia do parasito (revisto em
James et al., 1995). Assim como as células do sistema imune, células ndo fagocitarias também
sdo capazes de interagir com as formas tripomastigotas sanguineas via receptores tipo Toll. A
infeccdo de cardiomidcitos in vitro resulta na producdo de NO e RNA (ribonucleic acid)
mensageiro de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas (Machado et al., 2000).

IFN-y tem sido apontado como a principal citocina relacionada a resisténcia do
hospedeiro a infeccdo pelo T. cruzi (Silva et al., 1992). Entretanto, a extensa liberacdo de
IFN-y e outras moléculas pré-inflamatérias podem resultar em danos teciduais. Em
camundongos knockout para IL-10 infectados, o aumento da produgdo IFN-y e TNF
resultaram no desenvolvimento de uma sindrome semelhante ao choque endotdxico (Holscher
et al., 2000). Assim, nessa infeccdo, IL-10 e TGF-B (transforming growth factor) sdo
citocinas-chave na imunorregulacdo da resposta inflamatoria, sendo a primeira responsavel
pela inibicdo da sintese de IFN-y (Silva et al., 1992), enquanto 0 TGF-f suprime a produgio
de NO, inibindo a ativacdo de macréfagos (Silva et al., 1991). Essa modulagdo é dindmica, ao
passo que diferentes moléculas podem influenciar no perfil de citocinas expresso. Por
exemplo, mediadores lipidicos podem favorecer a resposta pro-inflamatoria, enquanto altas
concentracdes de NO podem inibir a sintese de IL-12 e de TNF, o qual pode promover
apoptose pela ativacdo de seus receptores TNFR1 ou pela inducéo de Fas/FasL (Martins et al.,
2001; Rodrigues Jr et al., 2008; revisto em Gutierrez et al., 2009; Machado et al., 2012).

O tipo de quimiocina sintetizado por células infectadas e fagdcitos ativados é induzido
ou regulado por citocinas e pela propria interacdo parasito-célula hospedeira. Essas
quimiciocinas contribuem para o estabelecimento das respostas inata e adaptativa, sinalizando
pela via autdcrina a liberagdo de NO por macrofagos ativados e estimulando o recrutamento, a
proliferacdo e diferenciacdo das células T (revisto em Machado et al., 2012; Rezende-Oliveira
etal., 2012).

Assim como as células NK e os macrofagos, a hiperproducdo de imunoglobulinas,
decorrente da resposta intensa dos linfocitos B, representa um evento importante no controle
da parasitemia na fase aguda. Além dos anticorpos especificos que realizam a opsonizagéo,

também sdo sintetizados anticorpos capazes de induzir a lise por complemento apenas das
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formas tripomastigotas do parasito, sendo, portanto, chamados de anticorpos liticos (revisto
em Krettli & Brener, 1982). Em individuos portadores da doenca de Chagas, o anticorpo
natural anti-Gal reconhece mucinas do parasito associadas a ancoras de GPI, atuando como
um potente indutor da lise pelo sistema complemento; o anti-Gal é detectado em altas
concentragdes no soro de pacientes, representando uma populacdo expressiva entre 0s
anticorpos liticos (Gazzinelli et al., 1991; revisto em Brener & Gazzinelli, 1997). No entanto,
0s anticorpos produzidos ante o estimulo de epitopos originarios do T. cruzi podem apresentar
reatividade a moléculas proprias do hospedeiro. Esta reacdo cruzada pode ser atribuida a
ativagdo policlonal ndo especifica de células B (Minoprio et al., 1988; Bento et al., 1996;
Reina-San-Martin et al., 2000). Alternativamente, sdo consideradas outras hipoteses para esse
evento, como a ocorréncia de mimetismo molecular entre sequéncias do protozoéario e do
hospedeiro que sdo reconhecidas (revisto em Gironés & Fresno, 2003) e a liberacdo de
antigenos proprios apos a lise celular mecénica promovida pelo parasito (revisto por Bonney
& Engman, 2008). As células B também atuam como apresentadoras de antigenos, produtoras
de citocinas (IL-10, TGF-B, IFN-y, IL-12, IL-17) e contribuem para a maturacdo e
manutencao de linfcitos T, especialmente a subpopulagdo CD8" no contexto da infecgdo pelo
T. cruzi (Cardillo et al., 2007; revisto em Cardillo et al., 2015).

Embora o parasito possa apresentar proteinas, como mucinas e a AGC10, capazes de
limitar a resposta de linfocitos T a partir da reducdo na expressao de IL-2 e 0 seu receptor
(Kierszenbaum et al., 1990, 2002; Nunes et al., 2013c; revisto em Nardy et al., 2015), as
células T CD4" e CD8" também participam da resposta contra o parasito. Quando ativados, os
linfocitos T CD4" se diferenciam em subpopulacdes que possuem perfis diferentes,
principalmente quanto a producéo de citocinas. As células T CD4" que atuam em conjunto
com a resposta inflamatoria ativando fagdcitos a partir da liberacdo de IFN-y sdo chamadas de
Th1, enquanto as Th2 sdo as células relacionadas com a sintese de citocinas ndo inflamatérias
(IL-10, IL-4); perfis correspondentes a Th17 (IL-17A, IL-17F, IFN-y, I1L10, IL-4) e a T
reguladora (Treg) (CD4" CD25" Foxp3®), a qual produz principalmente TGF-B, também
podem ser observados na doenca de Chagas (revisto em Henriques-Pons & Gomes, 2013;
Cardillo et al., 2015). Em experimentos realizados com camundongos infectados, foi
demonstrado que a citocina 1L-17 compreende um fator protetor contra a infeccdo e pode
atuar na modulacéo da resposta pro-inflamatoria (Guedes et al., 2010; revisto em Henriques-
Pons & Gomes, 2013). Dessa forma, as células T CD4" possuem papel fundamental no

controle do parasitismo e na progressdo da manifestacdo clinica da doenca. Os linfécitos T
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CD8" sdo ativados mediante a apresentacdo de antigenos associados a moléculas de MHC
(major histocompatibility complex) por leucdcitos e demais células do hospedeiro (revisto em
Tarleton, 2007). Além da atividade citotoxica, as perforinas secretadas pelas células T CD8"
regulam a resposta inflamatoria no tecido cardiaco infectado (Henriques-Pons et al., 2002). O
intenso dano tecidual apresentado por camundongos infectados knockout para perforina
sugere que outras moléculas resultem na extensa lesdo do miocardio (Henriques-Pons et al.,
2002).

1.5. Influéncia da resposta imune na cardiopatia chagasica

Nos individuos no periodo indeterminado, sdo sintetizadas citocinas pré e anti-
inflamatdrias, especialmente a IL-10, que regulam a intensidade da respota imune, de maneira
a manter o controle do parasito sem acarretar em uma extensa lesdo tecidual (Souza et al.,
2004; Souza et al., 2007; revisto em Dutra & Gollob, 2008). Esses pacientes geralmente
apresentam uma maior concentracdo de anticorpos liticos e maior frequéncia de células Treg
(Cordeiro et al.,, 2001; de Araujo et al., 2011). Em contrapartida, os pacientes com
cardiomiopatia apresentam uma resposta pro-inflamatéria mais intensa (Gomes et al., 2003).
Os mecanismos determinantes para essa alteracdo ainda sdo desconhecidos.

Na cardiomiopatia chagéasica cronica, as células T correspondem a 96,3% do infiltrado
inflamatorio, sendo os linfécitos T CD8" o subtipo predominante; as células B e NK estdo
presentes com frequéncia de 2,2 e 1,5%, respectivamente (Higuchi et al., 1993). Geralmente,
neste estadgio da infeccdo, a producdo de citocinas pré-inflamatdrias, em especial IFN-y ¢
TNF, consegue sobrepor as concentracdes de IL-10, IL-4 e IL-2 (Reis et al., 1993, 1997; Abel
et al., 2001). Em resposta as citocinas liberadas, quimiocinas sdo sintetizadas e secretadas e
pode ocorrer um aumento na expressao de moléculas de adesdo, MHC | e Il e receptores de
quimiocinas (CCR5, CXCR3 e CCR7) no miocérdio dos pacientes (Zhang & Tarleton, 1996;
Cunha-Neto et al., 2005; Nogueira et al., 2012; revisto em Higuchi et al., 2003). O
polimorfismo nos genes de proteinas envolvidas nessa resposta, como MHC, IL-10, IL-12,
CCL2, CXCL9, CXCL10 e CCR5, pode afetar o desenvolvimento da cardiomiopatia,
assumindo um papel de protecdo ou de fator de risco para a miocardite (Deghaide et al., 1998;
Costa et al., 2009; Calzada et al., 2001; Frade et al., 2013).

Em paralelo a sintese de NO pela iNOS, a ativacdo de macréfagos também leva a
producdo de O, pela NADPH oxidase. A presenca destas moléculas no microambiente
constitui um fator importante no estabelecimento da resposta imune pro-inflamatoria,
contribuindo para a ativagdo e proliferacdo de fagdcitos e celulas T (Dhiman & Garg, 2011;
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revisto em Gutierrez et al., 2009). Entretanto, na infeccdo crénica do miocéardio ocorre uma
maior geracdo de ROS (reactive oxygen species) (H.O, O), principalmente devido a
disfuncdo mitocondrial observada (revisto em Gupta et al., 2009). Apesar de serem detectadas
no miocardio (Teixeira et al., 2006), trabalhos em camundongos sugerem que a atividade das
enzimas antioxidantes é reduzida devido ao extenso estimulo de estresse oxidativo (Wen et
al., 2004). Dessa forma, as moléculas de ROS alteram a viabilidade das células do tecido
cardiaco mediante a oxidacdo de lipideos, proteinas e DNA (revisto em Gupta et al., 2009).
Pacientes na fase cronica sintomatica apresentam altos niveis plasmaticos de TNF e NO,
porém apenas em individuos com cardiopatia foi observada uma correlagdo entre esse evento
e a diminui¢do da concentracdo sérica de proteinas antioxidantes; nos quadros mais graves,
essas enzimas podem chegar a menos da metade da quantidade detectada na fase
indeterminada (Pérez-Fuentes et al., 2003).

Por outro lado, a progressdo das lesdes também pode estar associada a maior
frequéncia de linfocitos T CD8" no tecido infectado, especialmente devido a presenca de
subpopulacBes positivas para a expressdo de granzimas (Reis et al., 1993, revisto em
Machado et al., 2012). Estas consistem em serino proteases envolvidas na inducdo de
apoptose na célula-alvo. Frente & lesdo cardiaca, células T e macréfagos podem induzir
fibrose por meio da liberacéo de fatores de crescimento, 0s quais podem atuar estimulando a
proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno (Reis et al., 2000). As principais moléculas
detectadas em associacdo com a fibrose foram PDGF-A e PDGF-B (Platelet-derived growth
factor) (Reis et al., 2000). Adicionalmente, 0 TGF-p também estimula o processo de fibrose
ao aumentar a sintese de componentes da matriz extracelular, como o coladgeno e a
fibronectina, e de inibidores de proteases, além de reduzir a liberacdo de enzimas associadas a
degradacdo da matriz extracelular (Ferreira et al., 2016; Aradjo-Jorge et al., 2002; revisto em
Araujo-Jorge et al., 2008). A infeccdo pelo T. cruzi resulta em alteraces na microcirculacao,
de modo que a hipofusdo ou isquemia contribuem para a resposta pro-inflamatéria e
amplificam o grau de fibrose no tecido (revisto em Higuchi et al., 2003). As moléculas ET-1
(21-amino acid peptide endothelin-1) e TXA; (tromboxane A2) sdo sintetizadas por células do
miocardio e em maior escala pelo parasito, respectivamente, e estimulam a agregacdo
plaquetéria no endotélio (revisto em Machado et al., 2012). Adicionalmente, a remogéo de
acido sialico da superficie endotelial realizado por trans-sialidades da forma tripomastigota
sanguinea também favorece a adesdo de plaquetas, o que constitui um forte fator para o

tromboembolismo (Dias et al., 2008; revisto em Higuchi et al., 2003).
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Assim como em cardiomiopatias de outras etiologias (Skyllouriotis et al., 1999; Wang
et al., 2003; Mascaro-Blanco et al., 2008; revisto em Caforio et al., 2002), ao longo da
infeccdo pelo T. cruzi podem ser detectados anticorpos reativos a moléculas do hospedeiro,
como miosina, troponina T e proteinas presentes em células nervosas, destacando-se o
reconhecimento de receptores B adrenérgicos e muscarinicos, 0 que contribui para a disfuncéo
autondmica observada (Daliry et al., 2014). A reducdo da resposta vagal descrita acima é
capaz de induzir um aumento na quantidade de receptores muscarinicos na regido pos-
sinaptica em animais infectados. Entretanto, as 1gG interagem com esses receptores como
agonistas, de forma a ativa-los (Borda et al., 1991). Este evento pode estar associado a
bradicardia e ao bloqueio atrioventricular descritos em pacientes com cardiomiopatia
chagasica (Goin et al., 1999; revisto em Chuenkova & Perrin, 2011). Porém, a exposi¢do
cronica a IgG pode levar a dessensibilizacdo do receptor (Leiros et al., 1997). Da mesma
forma, IgG reativas aos receptores  adrenérgicos atuam como agonistas, podendo gerar um
efeito conotropico positivo (Chiale et al., 1995; Elies et al., 1996). Em ratos, proteinas
antigénicas secretadas pelas formas tripomastigotas sanguineas ocasionam arritmias e

conducéo nervosa defeituosa na auséncia de anticorpos (Rrodriguez-Angulo et al., 2015).

1.6. Biomarcadores imunologicos de progressdo da doenca de Chagas

Nesta infeccdo, as lesGes progridem de maneira insidiosa e apenas uma parcela dos
casos culmina no estabelecimento da fase cronica sintomatica. Ainda ndo é possivel
determinar se, e quando, o individuo infectado vai evoluir para as formas cardiaca ou
digestiva da doenca e os possiveis quadros a serem observados. Nesse sentido, estudos estdo
sendo realizados com o intuito de avaliar a viabilidade do uso de moléculas do parasito ou do
hospedeiro como biomarcadores de progressdo clinica. Esses biomarcadores em potencial
geralmente sdo de carater imunoldgico devido a participacdo ativa e constante da resposta
imune no desenvolvimento da infec¢do. Entretanto, proteinas e peptideos envolvidos em
outras vias de resposta a lesGes e com associagdo tecido-especifica ou decorrente de alteracédo
metabdlica também estdo sendo testados como biomarcadores de manifestacdes clinicas na
doenca de Chagas (Sherbuk et al., 2015; revisto em Requena-Méndez et al., 2013).

A alteragdo para um perfil de citocinas predominantemente pro-inflamatorias,
especificamente o aumento da sintese de TNF e INF-y, pode ser relacionada ao grau de
severidade da cardiopatia chagasica (Gomes et al., 2003; Talvani et al., 2004; Vitelli-Avelar
et al., 2008). Altos niveis séricos de TNF foram correlacionados a reducédo da fracéo de ejecéo
de forma expressiva (< 50%) (Ferreira et al., 2003; Talvani et al., 2004; Vasconcelos et al.,
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2015). Lula e colaboradores (2009) demonstraram que outras proteinas da superfamilia de
TNF, Fas-ligante/CD95L e, principalmente, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand),
também podem ser associadas a0 mesmo quadro clinico e ao aumento do diametro diastdlico
do ventriculo esquerdo. Uma maior producdo de INF-y ¢ TNF pode ser observada em
pacientes na fase indeterminada, porém apenas esta Ultima citocina possui a sua quantidade
reduzida na forma digestiva, eliminando o emprego do INF-y como molécula capaz de
diferenciar a progressédo entre as formas clinicas da doenca (Crema et al., 2006; Pisseti et al.,
2009). Sendo assim, mais estudos devem ser realizados para caracterizar, relacionar e
estratificar a sintese e concentragdo de TNF com a evolugdo do estagio indeterminado para a
forma cardiaca e suas diferentes manifestacdes.

A quantidade da quimiocina CCL2 e do NO foram avaliadas em paralelo ao TNF.
Assim como esta citocina, as demais moléculas também apresentaram um aumento no nivel
plasmatico em pacientes com cardiopatia severa. CCL2 demonstrou correlacdo inversa e
direta a fracdo de ejecdo e ao didmetro do ventriculo esquerdo, respectivamente (Talvani et
al., 2004), ao passo que a maior concentracdo de TNF e NO associada a menor expressdo de
proteinas antioxidantes pode estar relacionada ao quadro de dilatacdo cardiaca (Habib et al.,
1996; Pérez-Fuentes et al., 2003; Pérez-Fuentes et al., 2008). Entretanto, CCL2 nédo foi
avaliada em individuos com a forma digestiva e assim como o NO, ndo foi apropriadamente
estudada em pacientes no periodo indeterminado (resvito em requena-Méndez et al., 2013).

Em comparacdo a individuos saudaveis e aqueles com a forma digestiva da doenca,
nos pacientes nos estagios indeterminado e com cardiopatia foi detectado um aumento na
producdo de IgG reativa a miosina e troponina T, o qual apresentou uma baixa correlacdo com
a reducdo na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (Nunes et al., 2013a). Laguens e
colaboradores (1994) demonstraram que IgG presentes no soro de pessoas infectadas pelo T.
cruzi reagem com glicolipideos extraidos de células musculares esqueléticas, apresentando
maior titulacdo em pacientes com insuficiéncia cardiaca que em individuos na forma crénica
indeterminada ou com alteracdo no eletrocardiograma. A producdo de anticorpos reativos aos
receptores muscarinicos M2 foi correlacionada negativamente a variacdo de frequéncia
cardiaca e bradicardia (Sterin-Borda & Borda, 2000; Ribeiro et al., 2007). Entretanto, estes
também atuam nos nervos do TGI e podem indicar disfuncdo autondmica cardiaca e esofageal
(Sterin-Borda & Borda, 2000). De acordo com Mufioz e colaboradores (2010), a deteccao de
padrdes de combinacéo desses anticorpos com IgG reativa aos receptores f3-adrenérgicos pode

estar relacionada a progressao para as formas cardiaca (1gG anti-p1 e M2) ou digestiva (IgG
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anti-p2 e M2). Esses autores ainda sugerem que a presenca de anticorpos reativos ao receptor
M2 em pacientes no periodo indeterminado pode sinalizar uma potencial progressdo para a
fase cronica sintomatica. Anticorpos com interacdo a proteina galectina-1, encontrada em
diferentes células do sistema imune e no tecido cardiaco, foram observados em maior
quantidade em pacientes com cardiomegalia e insuficiéncia cardiaca congestiva (Giordanengo
etal., 2001).

A miosina e o receptor adrenérgico B-1 possuem homologia com os epitopos dos
antigenos B13 ¢ P2 de T. cruzi, respectivamente (Abel et al., 1997; Kaplan et al., 1997). O
aumento da produgdo de anticorpos contra B13 foi associado ao agravamento do dano
cardiaco, apresentando correlagdo com quadros de ecocardiograma anormal, principalmente
dilatacdo cardiaca com diminuicdo da fracdo de ejecdo, e de insuficiéncia cardiaca com alto
risco de mortalidade. J& a detec¢do de anticorpos contra proteina ribossomal P2 nao teve
variacdo expressiva entre as condi¢Oes avaliadas (Vicco et al., 2013). Laucella e
colaboradores (1996) demonstraram que a abordagem de ensaios competitivos de ELISA
(enzyme linked immuno sorbent assay) entre anticorpos monoclonais 5F2, os quais foram
produzidos a partir da fracdo microssomal do T. cruzi e selecionados pela caracteristica de
reacdo cruzada com proteinas de tecido de mamifero, e anticorpos presentes no soro de
individuos infectados podem diferenciar os estagios inicial e grave da cardiomiopatia
chagéasica. Nenhum desses trabalhos contemplou amostras de pacientes com alteracfes no
TGI, sendo necessarios mais estudos para validar os respectivos achados. Em contrapartida,
altos niveis de IgA contra as proteinas recombinantes CRA e FRA de T. cruzi foram
detectados com diferenca significativa em pessoas com a forma cardiodigestiva ou digestiva
da doenca, em comparacao aos individuos no periodo indeterminado ou com cardiomiopatia.
Esses testes apresentaram sensibilidade de aproximadamente 80% e 76% e especificidade de
75% e 77% para CRA (cytoplasmic repetitive antigen) e FRA (flagellar repetitive antigen),
respectivamente (Vasconcelos et al., 2010).

Apesar de alguns trabalhos apresentarem resultados animadores, ndo foram obtidas
respostas definitivas sobre o emprego dessas moléculas como biomarcadores de progressao
(revisto em Requena-Méndez et al., 2013), sendo necessario validar esses achados por meio
de estudos complementares que envolvam um grupo amostral mais amplo e que englobe a

diversidade clinica observada nessa patologia.

16



1.7. Justificativa

A doenca de Chagas apresenta morbidade precoce e alta mortalidade, sendo a
cardiomiopatia a manifestacdo clinica mais frequente e com maior impacto socioeconémico
(revisto em Ribeiro et al., 2012). Essa infeccdo gera um gasto mundial de US$ 7 bilhdes
anuais, mediante a perda de produtividade dos individuos acometidos, além dos custos na area
da saude, que podem variar de US$ 7 a 19 bilhGes (Lee et al., 2013; Parker & Sethi, 2011).
Isto ocorre principalmente devido ao alto valor do tratamento sintomatico da doenca, uma vez
que a cardiomiopatia de etiologia chagasica é mais severa quando comparada as demais,
apresentando maior risco de Obito (Abuhab et al., 2013; Bestetti & Muccino, 1997). No
Brasil, a morte sUbita ocorre em 55 a 65% dos casos (Bocchi et al., 2009).

A cardiomiopatia decorrente da infeccdo pelo T. cruzi é diagnosticada a partir de
imunoensaios associados a achados clinicos, eletrocardiograficos e de imagem, sendo esses
exames também empregados para avaliar a progressao do quadro clinico (Acquatella, 2007).
Dado que as lesdes inflamatérias presentes em individuos no periodo indeterminado se
assemelham as observadas no estagio cronico sintomatico, embora em menor intensidade
(revisto em Teixeira et al., 2006), identificar o acometimento do tecido cardiaco antes do
estabelecimento de altera¢Ges funcionais e estruturais severas pode representar um diferencial
importante no prognostico da infecgdo. Embora os resultados quanto a eficicia do tratamento
no periodo indeterminado sejam controversos, varios especialistas recomendam o uso do Bz
com a finalidade de retardar o avanco da doenca (revisto em Ribeiro et al., 2012; Coura &
Borges-Pereira, 2011; Coura & de Castro, 2002).

Enquanto os estdgios indeterminado e cronico sintomatico diferem em relagdo a
regulacdo da resposta imune (revisto em Machado et al., 2012), em ambas circunstancias
anticorpos podem ser detectados, uma vez que a persisténcia do parasito pode atuar como um
estimulo constante para a sintese dessas proteinas. Entretanto, o perfil de moléculas expressas
pelo parasito pode ser modulado pelo microambiente, de forma a promover a expansao clonal
de populacGes de anticorpos distintas ao longo da infeccdo. Visando compreender a relagéo da
resposta humoral no desenvolvimento da cardiomiopatia, neste estudo foi avaliado o padréo
de reconhecimento de proteinas extraidas da forma tripomastigota sanguinea por anticorpos
de pacientes em diferentes estagios da doenca, tendo como foco principal a busca por
potenciais biomarcadores de progressao de lesdo cardiaca.
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2. ODbjetivos



2.1.

2.2.

Geral
v Identificar proteinas imunorreativas da forma tripomastigota sanguinea de T. cruzi
(cepa Y) em diferentes estagios da infeccdo, a fim de estudar potenciais biomarcadores de

progressédo de lesdo cardiaca em portadores da doenca de Chagas.

Especificos

v" Determinar a solucdo de lise a ser utilizada para a extracdo de proteinas do T. cruzi em
condigGes ndo desnaturantes;

v" Definir a melhor condicdo cromatogréafica para a purificacdo de 1gG presente no soro
de pacientes (nas formas indeterminada e cardiaca) e de doadores saudaveis para obter
niveis de rendimento e homogeneidade superiores a 95%;

v' Estabelecer um protocolo quali-quantitativo de imunoprecipitacdo por beads
magnéticas;

v A partir da analise de espectrometria de massas, identificar e quantificar as proteinas
imunorreativas da forma tripomastigota sanguinea;

v" Avaliar diferengas nos niveis de abundancia das proteinas imunorreativas identificadas
em cada condigdo experimental, a fim de estabelecer possiveis relacbes com o0s estagios

da doenca.
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3. Materiais e métodos



3.1. Obtencao de parasitos

As formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (cepa Y) foram obtidas por puncéo
cardiaca no pico de parasitemia (7° dia pos infeccdo) de camundongos suicos (inoculo de
3x10° parasitos pela via peritoneal) (Gongalves et al., 2011). Semanalmente, 20 camundongos
foram infectados e submetidos a este processo, de modo que a amostra final de parasito foi
formada pela jungdo das formas tripomastigotas sanguineas isoladas de todos os animais
utilizados. Assim, foram consideradas como amostras bioldgicas independentes, conjuntos de
tripomastigotas sanguineos obtidos por grupos de camundongos inoculados em dias distintos.

Para reduzir os contaminantes provenientes do sangue de mamifero, os conjuntos de
parasitos foram submetidos a centrifugacdo diferencial (500 g por 10 min) e ressuspensos em
meio RPMI (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) contendo soro fetal bovino a 10% (Cutilab,
Campinas, Brasil). Os experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
e com as condicdes de biossegurancga adequadas para execucao do trabalho, sendo os referidos
experimentos aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
Fiocruz (licenca LW16/13).

3.2. Extracédo de proteinas

Primeiramente, as formas tripomastigotas sanguineas foram lavadas 3 vezes tampao
fosfato (PBS, pH 7,4), centrifugando a 6.500 g por 10 min a 4 °C. Apds ressuspender 0s
sedimentos com as solugdes de lise (Tabela 3.1), contendo 10 uM de E-64 e coquetel de
inibidores de proteases (Roche Applied Science, Indianapolis, EUA), foram realizados 10
ciclos de congelamento e descongelamento. Por ultimo, as amostras foram centrifugadas a

16.000 g por 20 min a 4 °C e os sobrenadantes armazenados a -80 °C.
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Tabela 3.1. SolucBes de lise utilizadas para a extracdo de proteinas das formas

tripomastigotas sanguineas.

Solucéo 1 Solucéo 2 Solucéo 3 Solucéo 4
Tris a 20 mM Trisa 20 mM Tris a 40 mM Tris a 40 mM
NP-40* a 1% NP-40* a 1% NP-40* a 1% NP-40* a 1%

NaCl a 300 mM NaCl a 300 mM - -

KCl a 50 mM KCl a 50 mM - -

Sacarose a 200 mM - Sacarose a 200 mM -
pH 7,5 pH 7,5 pH basico** pH bésico**

*NP-40: nonidet P-40. ** O pH ndo foi ajustado, mas foi aferido apresentando valor = 9,5.

3.3. Dosagem de proteinas

As concentragOes proteicas das amostras foram determinadas utilizando o 2-D Quant
Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) seguindo as instrucdes do fabricante. A
curva padrao foi realizada de 0 a 50 pg de albumina bovina sérica (BSA) a 2 mg/mL. Apenas
para a dosagem de proteinas do parasito, a quantidade de BSA referente a cada ponto da curva
padrédo foi diluida com a solucdo de lise utilizada na extracdo, sendo estabelecido um volume
final fixo de 50 uL para todas as amostras. Desta forma, os extratos obtidos com diferentes
solucdes de lise foram dosados separadamente e a possivel interferéncia (no método de

dosagem) dos componentes das diferentes solugdes de lise foi avaliada.
3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

3.4.1. Unidimensional (SDS-PAGE)

A eletroforese unidimensional foi realizada em géis de poliacrilamida descontinuos
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS). Os géis de empilhamento foram feitos com tris-HCI
a 0,5 M pH 6,8 e os de fracionamento com tris-HCl a 1,5 M pH 8,8, a 4 e 12% de acrilamida
(30% T, 2,67% C) (Biorad, Hercules, EUA), respectivamente; a polimerizacdo foi realizada
no sistema Vert-i10 (Loccus Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil). Antes de serem aplicadas nos
geéis, as amostras foram solubilizadas em tampéo Laemmli (1970) modificado a concentragédo
final de tris-HCl a 0,06 M pH 6,8, SDS 2%, ditiotreitol (DTT) a 100 mM, glicerol a 10%, azul
de bromofenol a 0,025%, fervidas por 5 min e centrifugadas a 16.100 g por 2 min. As
corridas foram realizadas a 200 V constantes por 70 min em tampao tris-glicina (tris a 25 mM,
glicina a 192 mM, SDS a 0,1%, pH 8,3). Foram utilizadas como padrdes de massa molecular
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(GE Healthcare) as proteinas fosforilase B (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa),
anidrase carbonica (20,1 kDa) e a a-lactoalbumina (14,4 kDa).

3.4.2. Bidimensional (2D-PAGE)

Para realizar este ensaio, as amostras foram primeiramente submetidas a uma etapa de
precipitacdo por etanol e acetona. Neste processo, 0s solventes organicos gelados foram
adicionados sucessivamente, sendo o volume de cada qual correspondente a quatro vezes o
volume inicial do extrato proteico. Apdés a adicdo dos precipitantes, as amostras foram
homogeneizadas no agitador tipo vortex por 20 s e entdo mantidas por 16 h a -20 °C.
Posteriormente, foram centrifugadas por 30 min a 16.100 g a 4 °C. Os sobrenadantes foram
descartados e os sedimentos lavados 3 vezes com 500 pL de solucdo (gelada) contendo etanol
a 40% e acetona a 40%, centrifugando por 10 min a 16.100 g a 4 °C. Apds a secagem dos
sedimentos a temperatura ambiente, os mesmos foram ressuspensos 16 h em DTT a 60 mM,
tiouréia a 7 M, uréia a 2 M, CHAPS a 4%, anfolitos (pH 3-10) a 1% (v/v) e coquetel de
inibidores. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 16.100 g, dosadas e
armazenadas a -80 °C.

Apb6s uma etapa de diluicdo na solucdo descrita acima, acrescida de azul de
bromofenol a 0,002% (p/v), as amostras foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente e
centrifugadas a 16.100 g por 5 min. Para a realizacdo da primeira dimensdo, para cada
amostra, 20 pg de proteinas foram aplicados em fitas (7 cm) de poliacrilamida com gradiente
de pH imobilizado no intervalo de 3 a 10 (GE Healthcare). As etapas de reidratacdo e
isoeletrofocalizacdo foram realizadas utilizando o sistema Ettan IPGphor (GE Healthcare) sob
as seguintes condices, respectivamente: 30 V por 12 h e 200 V por 1 h, 500 V por 1 h, 1.000
V por 1 h, 1.000-3.500 V por 30 min, 3.500 V por aproximadamente 5 h (18.000 Vh) (revisto
em Gorg et al., 2000). Ao término da primeira dimensao, as fitas foram incubadas por 15 min
sob agitacdo em 5 mL de tampéao de equilibrio [tris-HCl a 1,5 M pH 8,8, uréia a 6 M, glicerol
a 30% (v/v), SDS a 2% e azul de bromofenol a 0,002% (p/v)] contendo DTT a 100 mg. Esta
solucéo foi descartada e o procedimento repetido com iodoacetamida a 400 mg. Depois destes
passos de reducdo e alquilagéo, as fitas foram posicionadas sobre SDS-PAGE 12% (Laemmli,
1970) e os sistemas (Loccus Biotecnologia) foram selados com agarose 0,5% em tampao tris-
glicina a 80 °C. A camara interna foi adicionado tampéo tris-glicina contendo o dobro da
concentragdo usual de SDS e a cémara externa adicionou-se o tampéo tris-glicina-SDS
tradicional. As condi¢es elétricas empregadas na segunda dimensao foram de 2,5 mA por gel
por 30 min e 10 mA por gel até o final da corrida.
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3.5. Coloragao
Para todos os métodos de coloracdo, o volume das solugdes descritas abaixo foi fixado

em 50 mL e as etapas de incubacao foram realizadas sob agitacdo moderada.

3.5.1. Impregnagéo por prata

Para fixar as proteinas na malha dos geis, estes foram mantidos por 16 h em etanol a
30% (v/v) e &cido acético a 10% (v/v) (solucdo fixadora). Em seguida, esta solucdo foi
desprezada e os géis foram sensibilizados por 30 min em etanol 30% (v/v), tiossulfato de
sodio a 0,2% (p/v) e acetato de sddio triidratado a 12% (p/v). Ap6s 3 lavagens de 2 min com
agua, os géis foram incubados com nitrato de prata a 0,25% (p/v) e formaldeido a 0,04% (v/v)
por 20 min e entdo lavados 3 vezes com agua por 20 s. A revelacdo foi realizada com
carbonato de sédio a 2,5% (p/v), formaldeido a 0,02% (v/v) e tiossulfato de sédio a 0,001%
(p/v), por 2 a 5 min, agitando-se manualmente. A reacdo foi interrompida com EDTA-
Na,.2H,0 a 1,5% (p/v) por 10 min (Rabilloud et al., 1994).

3.5.2. Coomassie R-250
A etapa de fixacdo foi realizada como descrito para impregnacdo por prata. Apds
descartar a solucdo fixadora, os géis foram incubados por 16 h em nova solucdo fixadora
acrescida de 0,2% (p/v) de azul de Coomassie R-250. A coloracdo inespecifica dos géis foi
reduzida ao incuba-los na solucdo de fixacdo novamente por aproximadamente 2 h (Rabilloud
& Charmont, 2000).

3.5.3. Azul de Coomassie coloidal

Os géis foram incubados 3 vezes por 30 min em etanol a 30% (v/v) e acido fosforico a
1,8% (v/v). Apos a fixacdo, os géis foram lavados 3 vezes por 20 min com &cido fosférico a
1,8% (v/v) e entdo incubados com &cido acético a 2% (v/v), etanol a 18% (v/v) e sulfato de
amonio a 15% (p/v) por 30 min. Em seguida, foi adicionado a cada gel 1% (v/v) da solucdo de
azul de Coomassie G-250 a 2% (p/v). Os géis permaneceram nessa solucdo por 72 h sob
agitacdo moderada. A solucdo corante foi descartada e os géis foram guardados em acido
acetico a 1% (v/v) em agua (Rabilloud & Charmont, 2000).

3.6. Western blot seguido de imunorevelagdo
Foram aplicados 10 pg de proteina em cada poco dos géis e, imediatamente apds o
término da eletroforese, estes foram submetidos a transferéncia de proteinas para membrana

de nitrocelulose (GE Healthcare) utilizando sistema Semi-seco (TE 77 PWR, Amersham
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Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). A transferéncia foi realizada a 45 mA por 90 min
em solugéo contendo Tris a 25 mM, glicina a 192 mM, SDS a 0,1% (p/v) e metanol a 20%
(v/v). Para verificacdo do sucesso da etapa de transferéncia, as membranas foram coradas com
vermelho de Ponceau [Ponceau Red a 0,2% (p/v) e acido acético a 2% (v/v)] e em seguida
lavadas com TBS-tween pH 8,0 [Tris-HCI a 25 mM, NaCl a 0,14 M, KCl a 2 mM e Tween 20
a 0,05% (v/v)]. O bloqueio foi feito por 16 h sob agitagdo moderada em geladeira com TBS-
Tween contendo leite desnatado em pé a 5% (p/v). As membranas foram lavadas 4 vezes por
10 min e entdo incubadas por 1 h, sob agitacdo, com anticorpos (IgG) purificados de pacientes
(ver item 3.7.1) e individuos saudaveis diluidos em TBS-Tween. Apos 4 lavagens de 10 min,
as membranas foram mantidas em TBS-Tween contendo anticorpo secundario contra 1gG
humana conjugado a peroxidase (1:25.000) (GE Healthcare) por 1 h sob agitacdo. Depois de
lavadas 4 vezes por 10 min, as membranas foram reveladas por quimioluminescéncia

(SuperSignal West Dura, Thermo Scientific).
3.7. Purificacdo de 1gG humana

3.7.1. Pacientes e doadores saudaveis

Os soros utilizados nesta dissertagdo foram obtidos de pacientes assistidos no
Ambulatério de Doenga de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca, coordenado pelo Pronto-Socorro
Cardioldgico de Pernambuco Professor Luiz Tavares (PROCAPE) da Universidade de
Pernambuco (UPE). Neste ambulatdrio, os pacientes sdo periodicamente acompanhados e o
quadro clinico bem caracterizado. Os individuos participantes foram selecionados de acordo
com o0s seguintes critérios: 1) possuir sorologia reagente para a infeccdo chagasica e 2)
possuir exames clinicos/complementares (exame fisico, eletrocardiograma, ecocardiograma,
radiografia de torax e de es6fago quando necessarios) que permitissem sua caracterizacao nos
estagios de envolvimento cardiaco (A, B1, B2, C e D) (Figura 3.1) estabelecidos pela |
Diretriz Latino-Americana para o Diagnostico e Tratamento da Cardiopatia Chagéasica
(Andrade et al., 2011). Adicionalmente, foram incluidas apenas as amostras de pacientes que
ndo apresentaram dilatacdo do es6fago e queixas digestivas (engasgos e constipacdo) até o
inicio deste estudo. No grupo de individuos no periodo indeterminado estdo os pacientes sem
alteracfes nos exames de eletro e ecocardiograma classificados no estagio A (n=5), enquanto
0s pacientes com lesdo cardiaca foram subdivididos em dois grupos de acordo com a

classificacdo em estagios B1 (n=5) e C (n=5) (Figura 3.1); todas as pessoas agrupadas no
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nivel C de cardiomiopatia foram diagnosticadas com dilatacdo. Por fim, o grupo controle foi

composto por individuos saudaveis (n=5) moradores de areas ndo endémicas da doenca.

Fase cronica

Forma

Forma cardiaca

Fase aguda . . sem disfungao Forma cardiaca com disfung¢ao ventricular
indeterminada .
ventricular
A Bl B2 C D
. Pacientes com
Pacientes sob o . . . .
risco de cardiopatia Pacientes com Pacientes com
estrutural cardiopatia . sintomas
desenvolver ICC. . . Pacientes com -
evidenciada por estrutural . o refratarios de
. Possuem N . disfuncdo
Pacientes com . alteragdes caracterizada . ICC em repouso,
sorologia L . o ventricular e
quadro . ~ eletrocardiograficas  por disfungao . apesar de
, positiva, ndo . com sintomas
compativel com . ) . ou ventricular L. tratamento
tém cardiopatia e prévios ou L
doenca de ecocardiograficas, global, mas sem . clinico
estrutural ou o L atuais de ICC o
Chagas aguda. . mas com fungdo sinais e otimizado,
sintomas de ICC. . . (NYHA L 11, lll ou .
. a ventricular global sintomas necessitando
Também ndo . . Iv). . ~
n ~ normal e sem sinais prévios ou intervengGes
tém alteragGes . . . .
e sintomas atuais atuais de ICC. especializadas.

digestivas.

ou prévios de ICC.

Figura 3.1. Estratificacdo do comprometimento cardiaco em pacientes com doenca de Chagas
com base na disfuncdo ventricular esquerda (adaptado de Andrade et al., 2011). ICC:

insuficiéncia cardiaca congestiva; NYHA: New York Heart Association.

Este estudo obedeceu aos principios éticos na experimentacdo em seres humanos
adotado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), de forma que todos os individuos foram
informados antes do inicio do estudo, sendo incluidos apenas ap6s consentimento de acordo
com os principios da Declaracdo de Helsinki (1975). Os experimentos realizados com as
amostras concedidas foram incorporados como objetivo secundario do projeto “Avaliacdo de
marcadores imunoldgicos em portadores da cardiopatia da doenca de Chagas utilizando os
antigenos CRA e FRA de Trypanosoma cruzi” vigente (coordenagdo: Dra. Yara M. Gomes,
CEP/CPgAM: 33/10, CAAE: 0032.0.095.000-10).

3.7.2. Cromatografia
3.7.2.1. Afinidade
Para a purificacdo de 1gG, os soros foram diluidos 10 vezes no tampdo A apropriado
(Tabela 3.2), centrifugados por 10 min a 16.100 g a 4 °C, quantificados e submetidos a
cromatografia de afinidade. Para isto, foi utilizada uma coluna de Proteina G (HiTrap rProtein
G 0,7 x 2,5 cm, GE Healthcare) acoplada ao Akta Purifier (GE Healthcare). Durante a fase de

padronizacdo, foram avaliadas 3 combinagdes de tampdes de equilibrio (tampéo A) e eluicao
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(tampédo B) (Tabela 3.2), sendo todas as corridas cromatograficas realizadas a temperatura
ambiente sob o fluxo de 1 mL/min. Uma vez que os tampdes foram selecionados, em todas as
purificacbes foram utilizados 5 volumes de coluna tanto no passo de equilibrio quanto no
passo de eluicdo. A fim de preservar a funcdo do analito, as fracfes eluidas com 100% de B
foram imediatamente neutralizadas com tris a 1 M, pH 9; para cada 500 pL da fragdo coletada
foram adicionados 70 pL deste tamp&o. O monitoramento da absorvancia foi feito a 280 nm e
todas as fracOes proteicas coletadas foram quantificadas. A homogeneidade da fracdo retida,

de cada amostra injetada, foi avaliada por SDS-PAGE.

Tabela 3.2. Combinacdo de tampdes de equilibrio (A) e eluicdo (B) utilizados na

padronizacédo da purificacdo de IgG por cromatografia de afinidade.

Tampéo A Tampéo B

fosfato de sodio a 20 mM pH 7,0 glicina-HCl a 100 mM pH 2,7
fosfato de sodio a 20 mM,
NaCl a 300 mM pH 7,0
fostato de s6dio a 20 mM pH 7,0 glicina-HCl a 100 mM pH 2,1

glicina-HCl a 100 mM pH 2,7

3.7.2.2. Exclusdo molecular
Neste experimento foi utilizado o mesmo sistema cromatografico acima com uma
coluna Superdex G-200 (10 x 30 cm, GE Healthcare). A separacdo foi feita a temperatura
ambiente sob o fluxo de 0,5 mL/min, sendo a fase mdével PBS pH 7,4. As fracfes foram

coletadas a 0,5 mL por tubo.

3.8. Imunoprecipitacao

Estes ensaios foram realizados para a purificacdo de proteinas imunorreativas do T.
cruzi. Para isto, as 1gG purificadas anteriormente foram incubadas com matriz cromatogréafica
magnetizada (bead magnética) e quimicamente modificada pela ligacdo covalente de proteina
G em sua superficie (GE Healthcare). Ap6s a interacdo das 1gG com a Proteina G, foram
testados os protocolos de imobilizagdo covalente por cross-linking ou n&o-covalente
(protocolo classico) destes anticorpos na matriz cromatografica, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Antes de iniciar os experimentos de imunoprecipitacdo, o tampé&o das IgG foi trocado
para TBS (tris a 50 mM e NaCl a 150 mM, pH 7,5) utilizando filtros de 10 kDa (Amicon

Ultra-4, Merck Millipore, Tullagreen, Irlanda), de forma que as amostras foram concentradas
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ao término deste processo. Foram feitos 4 ciclos de centrifugacdo por 25 mina 7.000 g a 4 °C.
Posteriormente, as concentragdes proteicas dos anticorpos foram determinadas por leitura de
sua absorvancia a 280 nm, em sistema NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), utilizando-se o

valor de coeficiente de extincdo molar apropriado (13,7 cm™>.M™).

3.8.1. Imunoprecipitacdo com cross-linking

Para imobilizar permanentemente os anticorpos as proteinas G presentes nas beads
magnéticas foram feitos ensaios de imunoprecipitacdo com cross-linking. Neste processo, 2
pL de beads foram inicialmente equilibrados com 500 pL de TBS. Ap0s desprezar essa
solucdo, as IgG foram adicionadas e incubadas por 60 min a temperatura ambiente sob
agitacdo por inversdo. Em seguida, a solucdo foi coletada, sendo denominada de fracdo de
anticorpo ndo-retido, e as beads foram lavadas 3 vezes com uréia a 2 M em TBS. Quinhentos
microlitros de trietanolamina a 200 mM pH 8,9 foram adicionados, homogeneizados e
rapidamente descartados. A reacdo de crosslinking foi feita com dimetil pimelimidato (DMP)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) a 50 mM em trietanolamina por 60 min a temperatura
ambiente, sob agitacdo moderada por inversdo. Esta solucdo foi descartada e a reagéo
bloqueada com 500 pL de etanolamina a 100 mM pH 8,9, ressuspendendo por inverséo por
15 min. O sobrenadante foi removido e os anticorpos ndo-retidos covalentemente foram
eluidos com 500 pL de uréia a 2 M e glicina-HCI a 0,1 M pH 2,9, homogeneizando
brevemente, e coletados. As beads foram entdo equilibradas 2 vezes com TBS e o0 extrato
proteico do parasito diluido em TBS foi adicionado. A incubacdo foi realizada por 16 ha 4 °C
sob agitacdo por inversdo. Ao término desse periodo, o volume contendo proteinas ndo-retidas
foi coletado e as beads lavadas 3 vezes com o tampédo descrito acima. A fracdo contendo
eventuais proteinas imunorreativas foi produto da eluicdo pela adicdo de 10 volumes (em
relacdo ao volume de beads) de uma solucdo de uréia a 2 M e glicina-HCl a 0,1 M pH 2,9
seguida de agitacdo por inversdo por 5 min. Este processo de elui¢do foi repetido uma vez e
os dois volumes de elui¢do foram juntados. Todas as fragdes coletadas (retidas e nao-retidas)
foram avaliadas por SDS-PAGE.

3.8.2. Imunoprecipitacdo sem cross-linking
Para a imobilizacdo de complexos antigeno-anticorpo, estes foram previamente
formados a partir da interacdo de 13 pg de IgG com 130 g de proteinas totais do parasito. A
incubac&o foi realizada por 16 h a 4 °C sob agitacéo por inversdo. Essa mistura foi adicionada

a 2 YL de beads j& equilibrados com 500 pL de TBS. A imobilizagdo dos possiveis complexos
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foi feita por 60 min & temperatura ambiente. O volume contendo as proteinas ndo retidas foi
coletado e as beads lavadas 3 vezes com TBS. Por ultimo, foram feitos dois passos de elui¢éo,
adicionando 20 uL de glicina a 0,1 M pH 2,9 e agitando por inversao a temperatura ambiente
por 5 min. Todas as fracGes geradas foram avaliadas por SDS-PAGE.

No protocolo classico da imunoprecipitacdo, as beads foram equilibradas com 500 pL
de TBS. Esta solucdo foi desprezada e os anticorpos em TBS foram adicionados. O volume
final destes correspondeu a 10 vezes o volume de beads. Apds o periodo de incubacdo a
temperatura ambiente, o volume contendo IgG eventualmente ndo-retidas foi coletado e as
beads lavadas 3 vezes com 500 pL de TBS, suspendendo as particulas por pipetagem suave.
Em seguida, o extrato proteico do parasito diluido em TBS foi adicionado e mantido sob
agitacdo moderada por inversdo. As proteinas de T. cruzi ndo-retidas foram coletadas e as
beads lavadas como descrito anteriormente. A eluicéo foi feita 2 vezes com glicina-HCl a 0,1
M pH 2,9, adicionando 10 vezes o volume de beads e mantendo sob agitacdo moderada por
inversdo por 10 min. O perfil proteico dos volumes coletados foi acompanhado por SDS-
PAGE e a concentracdo protéica da fracao retida foi determinada.

Os volumes de beads, a propor¢édo de anticorpo para proteinas do parasito e 0 tempo

de incubacdo estdo indicados nos respectivos resultados.

3.9. Densitometria

A fim de estimar o rendimento de imobilizacdo de 1gG nos experimentos de
imunoprecipitacdo, a quantidade de anticorpos que nao foi retida nas beads magnéticas foi
calculada a partir da analise de densitometria, feita com o programa Image Master 2DElite
(GE Healthcare). As estimativas foram feitas separadamente para cada amostra purificada dos
soros dos 15 pacientes e dos 5 doadores saudaveis.

Para cada uma das amostras de IgG purificadas foram coletados 100 uL de fragdo ndo-
retida (V) quando do teste de interagdo com as beads magnéticas de Proteina G. Em seguida,

2 ug do pool de 1gG e 20 pL de V¢ foram aplicados no mesmo gel, posteriormente corado
por Coomassie R-250. A quantidade de proteina total do pool foi fixada para que os volumes
das bandas detectadas nesta amostra pudessem ser utilizados como referéncia. Assim, a
primeira etapa na andlise consistiu em determinar o percentual relativo representado pela
banda eletroforética correspondente a cadeia pesada de imunoglobulina, para cada um dos
pools de IgG. Em seguida, dado que a quantidade total de proteina aplicada no gel era

conhecida (2 pg), o percentual correspondente a banda de cadeia pesada foi convertido para
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massa de proteina (ug), sendo denominado de Qcp. Este valor foi utilizado posteriormente
para calcular a quantidade de proteina presente no volume de amostra aplicado no gel (Va =
0,2 Vc). Para tal, tivemos que primeiro determinar o percentual relativo da densidade da
banda da cadeia pesada detectada no VVa em relacdo a banda equivalente detectada na raia
contendo os 2 ug de pool de 1gG; este percentual foi definido como P. Logo, a quantidade

(em pg) relativa, QR, dos anticorpos ndo-retidos foi calculada como:

QR (ug) = Qcp (1g) X P (%) x [Ve (uL) / Va (uL)]

E importante ressaltar que as analises foram feitas considerando apenas a banda de
cadeia pesada de IgG, pois estas apresentaram maior intensidade nas amostras obtidas nos
ensaios de imunoprecipitacdo, o que auxilia na reprodutibilidade da deteccdo destas bandas

entre os diferentes géis analisados pelo programa utilizado.
3.10. Tripsinizacao

3.10.1. Em gel

As cadeias polipeptidicas presentes nas bandas excisadas dos géis das fracdes retidas
coletadas na cromatografia de afinidade foram digeridas segundo Shevchenko e colaboradores
(1996) com modificagcbes. Esses fragmentos de gel foram descorados em solucdo de
acetonitrila a 50% (v/v) e bicarbonato de aménio a 25 mM pH 8,0 através de 3 lavagens de 15
min, sob agitacdo. O descorante foi entdo retirado e as bandas desidratadas com 200 pL de
acetonitrila por 5 min. Esta solucdo foi descartada e as bandas levadas a centrifuga
concentradora sob vacuo (Speed Vac Plus SC210A Savant) por 15 min para a secagem. As
cadeias polipeptidicas foram reduzidas e alquiladas sucessivamente com 100 pL de DTT a 65
mM por 30 min a 56 °C e 100 pL de iodoacetamina a 200 mM por 30 min a temperatura
ambiente, respectivamente. As bandas foram entdo lavadas e desidratadas com 200 pL de de
bicarbonato de amoénio a 100 mM por 10 min e 200 pL de acetonitrila por 5 min,
respectivamente. Essas etapas foram repetidas, sendo seguidas por mais um passo de
desidratacdo e secagem das bandas como descrito anteriormente. Posteriormente, foram
adicionados 15 pL da solugéo de tripsina (Sequencing Modified Trypsin, Promega, Madison,
EUA) (20 pg de tripsina em 100 pL de acido acético a 50 mM) diluida 10 vezes com

bicarbonato de aménio a 40 mM. As bandas foram mantidas no gelo por 10 min para que a
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penetracao da tripsina fosse completa, sem autdlise. Apos retirar 0 excesso de enzima, 0s géis
foram incubados por 16 h em bicarbonato de amoénio a 40 mM a 37 °C. Esta solugdo foi
coletada e a reacdo foi interrompida pela adicdo de 30 pL de acido férmico a 5% em
acetonitrila a 50%. Para a extracdo dos peptideos, as bandas foram mantidas nesta solucéo por
15 min e sonicadas por 2 min e a solucdo coletada. Depois de repetir esta etapa, todas as
fracOes coletadas de uma mesma banda foram reunidas, concentradas até 10 L e os peptideos

estocados a -80 °C para posterior analise por espectrometria de massas.

3.10.2. Em solucéo

Extratos proteicos das formas tripomastigotas sanguineas (10 pg) obtidas com as
diferentes solucBes de lise (Tabela 3.1) foram diluidos 25 vezes em solucdo desnaturante
(uréia a 8 M e tris-HCI a 0,15 M pH 8,5), enquanto as fracGes eluidas nos experimentos de
imunoprecipitacdo foram diluidas 2,5 vezes. As amostras foram entdo reduzidas com DTT em
tris-HCl a 0,15 M pH 8,5 por 1 h a 37 °C, e em seguida alquiladas por 1h a temperatura
ambiente com iodoacetamida dissolvida no mesmo tampdo. Os volumes desses reagentes
acrescentados as amostras corresponderam as concentracdes finais de 65 e 108 mM,
respectivamente. Apés diluir a uréia a 0,6 M adicionando as amostras tris-HCl a 0,1 M pH
8,5, a tripsinizacdo foi iniciada. Para isto, 20 ug de tripsina (Sequencing Modified Trypsin,
Promega) foram solubilizados em 200 pL de &cido acético a 50 mM e duas etapas de adi¢éo
dessa enzima foram realizadas. No primeiro momento, foi obedecida a proporgéo 1:50 (m/m)
(enzima:substrato), sendo a reacdo mantida a 37 °C. Ao término de 2h de incubag&o, 1:100
(m/m) de tripsina foi adicionado as amostras, permanecendo na temperatura anterior por mais
16 h. A clivagem foi interrompida com acido trifluoroacético (TFA) com concentracéo final
de 1% (modificado de Faga et al., 2014).

3.11. Dessanilizacao

Os peptideos oriundos da tripsinizacdo em gel foram dessanilizados em minicoluna de
fase reversa C18 (ZipTip, Millipore, Bedford, EUA), sendo a resina ativada com 10 uL de
acetonitrila e equilibrada 8 vezes com 10 puL de TFA a 0,1% (v/v). Apos aplicacdo dos
digestos tripticos a coluna foram efetuados 8 ciclos de lavagem, cada qual com 10 pL de
solucéo de equilibrio. Finalmente, os peptideos foram eluidos em 1,5 uL de acetonitrila a 50%
(v/v) em TFA a 0,1% (v/v).

Para a dessanilizacdo das amostras provenientes da digestdo em solugéo, foi utilizada

matriz Poros R2 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) com capacidade de ligacdo de 10
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Mg/uL, de forma que colunas de 1 cm (10 pL de resina) foram empacotadas em ponteiras de
200 pL. Primeiramente, as colunas foram lavadas com 20 pL de acetonitrila e equilibradas 3
vezes com 20 pL de TFA a 1%. As amostras com a mesma concentracdo de TFA (Gltimo
passo da tripsinizacdo em solucdo) foram aplicadas em 40 uL por vez até o final do volume.
A etapa de lavagem foi feita 4 vezes com 20 uL de TFA a 0,1% (v/v). Os peptideos foram
eluidos com 20 pL de acetonitrila a 70% em TFA a 0,1% (v/v), por duas vezes, e as amostras

foram secas em Speed Vac Plus SC210A e armazenadas a -20 °C.

3.12. Espectrometria de massas
3.12.1. MALDI-MS/MS

As amostras dessanilizadas com ZipTip foram plagueadas juntamente com uma
solucdo aquosa de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL) em acetonitrila a 50%
(v/v) e TFA a 0,3% (v/v) na proporcédo 1:1 (v/v), de acordo com a metodologia dried-droplet,
e analisadas pelo espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF (ABI 5800 Applied
Biosystems) no modo reflectron. A mistura dos seguintes peptideos foi utilizada como
calibrante em todos os casos (modo de calibracdo externo): arg-bradicinina (m/z 904,46),
angiotensina | (m/z 1.296,68), glu-fibrinopeptideo B (m/z 1.570,67), ACTH-(1-17) (m/z
2.093,08) e ACTH-(18-39) (m/z 2.465,19) (Applied Biosystems). Em cada amostra, os 15
ions mais intensos detectados no intervalo de m/z de 800 a 3.500 foram fragmentados por
processo de decaimento pos-fonte sem fazer uso da cAmara de colisdo (CID). As buscas foram
feitas no Mascot (http://www.matrixscience.com) conforme os parametros: 0,6 Da e 50 ppm
de tolerancia para ion-fragmento e ion precursor, respectivamente. Escolheu-se
carbamidometilacdo de cisteina como modificacdo fixa e oxidacdo de metionina como
modificacdo variavel. Foi utilizado o banco de dados de Homo sapiens do NCBInr e os
resultados das identificagdes foram em seguida validados pelo programa Scaffold 4.3.4

(Proteome Software Inc).

3.12.2. nanoESI-MS/MS
Os extratos peptidicos dessanilizados em colunas R2 foram totalmente secos (Speed
Vac Plus SC210A, Savant) e ressuspensos por sonicacao (10 min) em 20 pL de acido formico
a 1% (v/v). Em seguida, essas amostras foram submetidas a nanocromatografia de fase
reversa acoplada ao espectrdmetro de massas. Os digestos tripticos oriundos das extragdes

com as quatro solugdes de lise foram analisadas no LTQ XL/Orbitrap (Thermo Scientific),
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enquanto as amostras provenientes dos ensaios de imunoprecipitacdo foram analisadas no Q

Exactive Plus (Thermo Scientific).

3.12.2.1. nanoESI-LTQ/Orbitrap XL

As amostras independentes extraidas com as diferentes solucdes de lise foram
fracionadas e analisadas em triplicata técnica por nanocromatografia de fase reversa acoplada
ao sistema de nanoelectrospray e espectrometro de massas de alta resolucéo. Para eliminar a
contaminagdo interamostra, ao término de cada triplicata técnica, a coluna foi extensivamente
lavada com acetonitrila a 80% em acido formico a 0,1% (v/v) (336 min a 200 nL/min). Para o
monitoramento da qualidade da cromatografia, este passo foi seguido pela injecdo de 60 fmol
de digesto triptico de BSA (Michrom Bioresources Inc., USA).

Para a andlise de cada replicata técnica, 2 puL de peptideos dessalinizados foram
injetados a 2 pL/min no sistema cromatografico Easy-nLC Il (Thermo Scientific, USA),
passando inicialmente pela coluna trap de 2 cm de comprimento e 100 pum de diametro
interno, empacotada com a matriz Magic C18 AQ (Michrom Bioresources, USA) de 5 um e
200 A. Os peptideos eluidos foram entfo fracionados em uma coluna de 30 cm (75 um de
diametro interno) formada a partir do empacotamento da matriz descrita acima diretamente
em PicoFrit (New Objective, USA) vazio com ponta de 15 um. A separacao foi realizada sob
o fluxo de 200 nL/min, sendo o eluente A composto por acido féormico a 0,1% (v/v) em agua e
0 eluente B por éacido férmico a 0,1% (v/v) em acetonitrila. A eluicdo foi realizada com
gradiente de 2 a 60% de B por 162 min; a concentracdo de B foi aumentada para 80% em 4
min, sendo mantida por mais 2 min. Ao serem eluidos, os peptideos foram diretamente
introduzidos no nanoESI LTQ Orbitrap XL (Thermo, USA). Para a ionizacdo destes, a fonte
nanoelectrospray foi aplicada uma voltagem de 1,9 kV e o capilar de entrada e o tubo de
lentes foram ajustados para 200 °C e 100 V, respectivamente. A varredura dos espectros foi
feita no intervalo de m/z de 300 a 1.700 no analisador Orbitrap de alta resolucdo (60.000 a
m/z de 400) com valor-alvo de controle de ganho automatico (AGC) configurado para
500.000. Para cada espectro, os 7 ions precursores mais intensos foram submetidos a
fragmentacdo por CID (collision-induced dissociation) conforme 0s seguintes parametros:
energia de colisdo normalizada em 35%, sinal minimo requerido de 10.000, janela de
isolamento de 2,0 m/z, ativagdo Q de 0,25 e tempo de ativagdo de 30 ms. Os espectros de MS2
foram entdo adquiridos no analisador Linear Trap de baixa resolugdo, com valor-alvo de
AGC MSn de 10.000. A opcéo de excluséo dinamica foi ativada e realizada de acordo com
estas configuraces: nimero de repeticdes = 1, duracgdo de repeticdo = 30 s, tamanho de lista
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de exclusdo = 500, duragdo da exclusdo = 45 s e tolerancia da massa de excluséo = 10 ppm.

Somente ions com carga > 2 foram selecionados para dissociagao.

3.12.2.2. nanoESI-Q Exactive Plus Orbitrap

As proteinas imunorreativas obtidas nos ensaios de imunoprecipitacdo também foram
analisadas em triplicata técnica por nanocromatografia de fase reversa acoplada ao sistema de
nanoelectrospray e espectrometro de massas de alta resolugdo. Neste caso, para evitar a
contaminagdo entre as amostras, ap6s a analise de cada triplicata técnica, quatro ciclos de
corrida cromatografica foram realizados na auséncia de analito. Estas corridas foram feitas
sob fluxo de 200 nL/min com gradiente de 2 a 80% de B [4cido formico a 0,1% (v/v) em
acetonitrila] em 2 min, mantendo esta concentracdo por 30 min; 80 a 2% de B em 2 min,
permanecendo em 2% de B por 10 min.

O mesmo volume de cada replicata técnica descrito anteriormente foi aplicado a 2
pL/min no sistema DIONEX ULTIMATE 3000 RSLCnano (Thermo Scientific, USA). Os
peptideos foram concentrados em uma coluna trap preparada como informado acima; ao
serem eluidos, foram imediatamente submetidos a separacdo em uma coluna de 30 cm (75 pm
de didmetro interno) constituida pela matriz ReproSil-Pur C18 AQ (Dr. Maisch GmbH,
Germany) de 1,9 um e 120 A, diretamente empacotada em capilar laser-puller com ponta de
4 um. O fracionamento foi feito a 200 nL/min, sendo o tampdo A composto por acido formico
a 0,1% (v/v) em agua e o tampdao B, 0 mesmo mencionado no inicio deste topico. A eluigdo
foi realizada com gradiente de 2 a 40% de B por 162 min; a concentracdo de B foi aumentada
para 80% em 4 min, sendo mantida por mais 2 min. Ao serem eluidos, 0s peptideos foram
diretamente introduzidos no Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo, USA). A ionizacdo foi
alcancada pela voltagem da fonte a 1,9 kV, temperatura do capilar a 250 °C e pelo nivel RF
das lentes-S a 60 V. A varredura completa de MS1 foi adquirida no modo profile com uma
microvarredura a resolucdo de 70.000, valor-alvo de AGC de 1x10° e tempo maximo de
injecdo de 100 ms. Para cada espectro, 0s 12 ions precursores mais intensos na janela de
isolamento e deslocamento de 2,0 e 0,5 m/z, respectivamente, foram selecionados para
fragmentacdo por HCD (higher-energy collision dissociation) com energia de colisdo
normalizada a 30 %. Os espectros de MS2 (200 a 2.000 m/z) foram adquiridos em modo
centréide com uma microvarredura & resolucdo de 17.500, valor-alvo de AGC de 5x10* e
tempo maximo de injecdo de 50 ms. A exclusédo dindmica foi ajustada para 60 s e a rejeicédo
de estado da carga foi habilitada para cargas desconhecidas e para aquelas com z = 1.
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3.13. Interpretacdo dos espectros e validacao dos resultados obtidos
3.13.1. Banco de dados utilizado
O banco de dados de proteinas utilizado foi inicialmente composto por 301,643
entradas, obtidas em 27/10/2015, a partir de: a) 182,191 entradas relativas ao organismo
Trypanosoma presentes no NCBInr; b) 49,246 para Mus musculus do UniProt; ¢) 70,090 para
Homo sapiens do UniProt e d) 116 entradas relativas a contaminantes conhecidos em

experimentos de protedmica, baixado em ftp://ftp.thegpm.org/fasta/cRAP. Em seguida,

utilizamos a ferramenta Generate Search DB do programa de dominio publico PatternLab for

Proteomics (www.patternlabforproteomics.org) para eliminar a redundéancia do banco de
dados, ou seja, entradas apresentando 100% de identidade sequencial, contidas ou ndo dentro
de outras entradas, foram transformadas em entradas unicas. O banco ndo-redundante foi
entdo reduzido para 209,593 entradas. Por altimo, para todas as entradas, foram geradas
sequéncias reversas (decoy), as quais foram incluidas ao banco de dados, para um banco final
de trabalho contendo 419,186 entradas.

3.13.2. Busca por peptide-spectrum match e corte por taxa de falsa descoberta
As buscas foram realizadas pela ferramenta Comet PSM integrada ao programa

PatternLab (www.patternlabforproteomics.org) contra o banco de dados acima descrito

(419,186 entradas). Os parametros utilizados foram: erro tolerado para massa do precursor (40
ppm), enzima (tripsina); clivagem (semi-triptica); nimero méaximo de clivagens perdidas (2);
carbamidometilacdo de cisteina, +57,02146 Da, como modificacdo fixa; oxidacdo de
metionina, +15,99490 Da, e desamidacdo de asparagina e/ou glutamina, +0,98400 Da, como
modificacdes varidveis. Os valores para fragment bin tolerance, fragment bin offset e
theoretical fragment ions foram 1,0005, 0,4 e 1 para dados gerados pelo espectrometro
LTQ/Orbitrap XL e 0,02, 0 e 0 para aqueles gerados pelo Q Exactive Plus. A validacéo foi
feita usando o algoritmo SEPro (Search Engine Processor) (Carvalho et al., 2012a). A partir
da quantidade de proteinas decoy identificadas foram calculadas as taxas de falsa descoberta
(TFD), sendo estabelecido como critério de confiabilidade de identificacdo o limite maximo
de 1% de TFD. Adicionalmente, foram consideradas apenas as proteinas identificadas

seguindo o principio da maxima parciménia (Zhang et al., 2007).

3.14. Andlise bioinformatica e estatistica
Os graficos foram feitos utilizando o GraphPad Prism 5 (GraphPab Software, San

Diego, EUA), de maneira que todos os dados computados foram submetidos a testes
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estatisticos realizados por esse programa. Primeiramente, o teste de normalidade Shapiro-
Wilk foi aplicado em todos os grupos amostrais para definir o tipo de distribuigdo destes. Os
diagramas de Venn foram organizados a partir de uma ferramenta online disponivel em
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ (Oliveros, 2015).

As proteinas identificadas nas diferentes solugdes de extracdo foram quantificadas no
Patternlab por spectral counting de peptideos Unicos, mantendo o critério da méxima
parcimdmia. Os dados foram normalizados pelo NSAF (normalized spectral abundance
factor) (Carvalho et al., 2016).

Para as proteinas de Trypanosoma sp. identificadas nas fracbes eluidas nos
experimentos de imunoprecipitacdo foi empregada a abordagem de quantificagdo por XIC
(extracted ion chromatogram). Os mesmos parametros de peptideos Unicos e maxima
parcimdnia foram seguidos. Os dados de MS1 necessarios para a realizacdo desse processo
foram extraidos com o RawReader. Os resultados de XIC foram analisados pelo TFold
integrado ao Patternlab (Carvalho et al., 2012b; Carvalho et al., 2016). Foram estabelecidos
como cut-off: q e p-valores < 0,05, L-estringéncia de 0,6 e minimo de trés replicatas
bioldgicas. Os graficos foram otimizados utilizando o recurso Optimize F (Carvalho et al.,
2012c). Os testes t foram realizados para cada proteina individualmente.

O alinhamento local das sequéncias primarias das proteinas hipotéticas de interesse
identificadas foi realizado com a ferramenta BLAST (basic local alignment search tool)

integrada ao Uniprot (www.uniprot.org).
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4.1. Extracdo de proteinas

Para padronizar a extracdo de proteinas da forma tripomastigota sanguinea, quatro
solucdes de lise distintas foram avaliadas (Tabela 3.1). Como observado na figura 4.1, a
solucdo 4 apresentou menor quantidade de proteina, sendo a diferenca estatisticamente
significativa em relacéo a todas as condigdes testadas. A solugao 2 obteve o melhor resultado,

detendo rendimento superior em pelo menos 25%.
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Figura 4.1. Quantidade de proteinas extraidas de 5x10’ de formas tripomastigotas sanguineas
pelas 4 solugdes de lise (n = 10). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Os resultados de
significancia estatistica foram gerados pela combinacdo dos testes one-way ANOVA e

comparacgao multipla de Turkey (post-hoc).

A fim de verificar diferencas no contetdo proteico extraido pelas quatro solucdes de
lise, as amostras foram inicialmente analisadas por eletroforese. O primeiro ensaio consistiu
em géis unidimensionais, nos quais foram aplicadas trés amostras bioldgicas independentes,
representadas por A, B e C (Figura 4.2). Ao comparar o perfil eletroforético dos extratos
adquiridos com as 4 solucdes de lise a partir de um mesmo conjunto de formas
tripomastigotas sanguineas, foi observada a presenca de bandas correspondentes em todas as
extracdes, de modo que ndo foi possivel associar um padrdo de migracdo Unico de acordo com
a solucdo de lise utilizada na extracdo. A andlise do perfil das amostras extraidas com as
mesmas solucdes de lise demonstrou uma variagdo entre as replicatas bioldgicas. No entanto,
determinadas bandas foram detectadas em todos os extratos. Interessantemente, as extracoes
com a solucdo 4 apresentaram um perfil de banda mais intenso, inclusive na porcéo inferior
do gel. Devido a baixa resolucéo dessa técnica na separacdo proteica de amostras complexas,

em seguida foram feitos géis bidimensionais com ampla faixa de pH (3 a 10) (Figura 4.3).
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Esses apresentaram cadeias polipeptidicas ao longo de toda a extensdo de massa molecular e

intervalo de pH, de forma que foram detectadas manchas em comum aos quatro extratos.
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Figura 4.2. Padrdo de bandas das amostras biolégicas independentes (A, B e C) extraidas
com as 4 solucdes de lise. Cinco microgramas de proteina de cada extracdo foram submetidos

a SDS-PAGE corado por Coomassie coloidal. M.M.: massa molecular.
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Figura 4.3. Perfil proteico dos extratos de cada solucdo de lise obtidos a partir de uma mesma
replicata bioldgica. Géis bidimensionais corados por impregnacdo por prata (20 pg de
proteina). M.M.: massa molecular.

Dessa forma, para determinar a composicdo proteica e melhor avaliar o nivel de
semelhanca entre as amostras, extracdes de quatro replicatas bioldgicas (A, B, C e D) foram
analisadas por LC-MS/MS. A partir da ferramenta Bulzios integrada ao Patternlab, as
amostras foram comparadas e agrupadas mediante a correspondéncia entre os peptideos
identificados (Figura 4.4). As extracdes de cada amostra bioldgica, especialmente as solugdes
1 e 2, mantiveram-se préximas, caracterizando um grupo por replicata. Isso sugere relacéo
entre 0s extratos proteicos das diferentes solucdes de lise e, paralelamente, corrobora a
heterogeneidade das replicatas bioldgicas observada anteriormente por eletroforese. Frente a
distribuicdo discrepante das extragcbes da amostra B (Figura 4.4), esta ndo foi incluida nas

analises posteriores.
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Figura 4.4. Agrupamento, utilizando a ferramenta Buzios do software PatternLab (Aquino et
al., 2012), dos resultados da analise por espectrometria de massas das extra¢cdes com as quatro
solucBes de lise. Quatro replicatas bioldgicas independentes (A, B, C e D) foram submetidas a
extracdo proteica com as diferentes solucbes de lise (Sol. 1 a 4), digeridas com tripsina,
dessalinizadas e analisadas por nanoLC acoplado a nanoESI-LTQ/Orbitrap XL. Cada
replicata bioldgica foi analisada em triplicata técnica seguida de identificacdo das proteinas e
quantificacdo por contagem espectral. A andlise por Buzios se baseou em uma abordagem
de metric multidimensional scaling (utilizando um algoritmo ainda ndo publicado) para
visualizar, em um plano bidimensional, o nivel de similaridade entre resultados de amostras

individuais constantes do nosso conjunto amostral.

As replicatas A e D apresentaram maior variabilidade na quantidade de proteinas
identificadas em cada solugdo de lise; entretanto, ndo foi observado um padrdo entre as
solugbes (Figura 4.5a). Em todos os extratos foram identificadas mais proteinas de
Trypanosoma sp., sendo as demais identificacdes provenientes de Mus musculus e Homo
sapiens (Figura 4.5b). Mediante essa diferenca, e sendo 0 nosso foco no estudo das proteinas
do parasito, apenas estas foram consideradas para a realizacdo das analises seguintes. Destas,
40,4% foram extraidas por todas as solucdes de lise e cerca de 55,3% estdo presentes em pelo
menos trés condi¢cBes de extracdo (Figura 4.6). Os extratos da solucdo 4 apresentaram a
maior quantidade de proteinas exclusivas identificadas (104), ao passo que as solugdes 1, 2 e
3 obtiveram valores proximos.

Por altimo, os perfis proteicos das replicatas A, C e D foram avaliados em conjunto,
de acordo com a solucdo de lise utilizada na extragdo. Houve pouca diferenca no nivel de
similaridade entre as amostras de cada solugdo, sendo o menor grau de reprodutibilidade

observado nos extratos da solucdo 4 (Figura 4.7). A heterogeneidade proteica das solucdes 1,
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2, 3 e 4 variou em torno de 33, 30, 32 e 34%, respectivamente (Figura 4.7). A replicata D
resultou em amostras com maiores valores de proteinas exclusivas, sendo a principal
diferenca observada na comparacao contra os extratos da solucéo 1.

Além das solucgdes ndo diferirem quanto a quantidade de proteinas de Trypanosoma
sp. identificadas (Figura 4.5b), proporcionalmente, 0 méximo de proteinas presentes em
somente um extrato foi de 9,6%, o que demonstra uma baixa diversidade entre as populagoes
extraidas por cada solucédo de lise (Figura 4.6). Sendo assim, a escolha da solucdo a ser
utilizada nos experimentos seguintes teve como principal critério a dosagem de proteinas, pela
qual foi constatado o maior rendimento de extracdo pela solugdo 2. Outras caracteristicas
também favoreceram a selecdo dessa solucdo, como a maior reprodutibilidade em relagéo as
populacdes proteicas extraidas a partir de amostras independentes (Figura 4.7), o seu pH, que
ndo confere um fator de desnaturacdo proteica, e a auséncia de sacarose associada a presenca
de sais. Essa combinacdo pode evitar a interacdo inespecifica, principalmente de
glicoproteinas, com a matriz das beads magnéticas usadas nos ensaios posteriores. Estas sdo

constituidas por agarose, a qual pode se ligar de maneira indiscriminada oligossacarideos.
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Figura 4.5. (a) Quantidade total de proteinas identificadas nas extracdes das replicatas
biologicas A, C e D. (b) Discriminagcdo do numero de identificacBes correspondentes a
Trypanosoma sp., Mus musculus e Homo sapiens em cada solucdo de lise (n=3). *** p <
0,001. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste two-way ANOVA seguido do

Bonferroni (post-hoc).
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Sol 2 Sol 3

Figura 4.6. Nivel de similaridade entre as populagdes proteicas extraidas com cada solucdo
de lise. Diagrama de Venn construido a partir das proteinas de Trypanosoma sp. identificadas
(n = 3; amostras bioldgicas A, C e D).
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Figura 4.7. Variagdo da diversidade proteica gerada pela extracdo com cada solucdo de lise a

partir de amostras bioldgicas distintas (A, C e D).

4.2. Purificacdo de 1gG humana por cromatografia
Com a amostra de um doador saudavel foram realizados testes de saturacdo da coluna
aplicando de 2,8 a 7,1 mg de proteina total do soro. Inicialmente, foram seguidas as condicGes
de cromatografia de afinidade recomendadas pelo fabricante, de maneira que a coluna foi
equilibrada com 20 mM de fosfato de sédio pH 7 e as proteinas retidas foram eluidas com 0,1
M de glicina pH 2,7 (Figura 4.8a e b). Neste caso, independente da quantidade de proteina
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inserida no sistema, o0s picos correspondentes as fracdes adsorvidas apresentaram um arraste,
sugerindo uma diferenca de afinidade entre a populacdo de proteinas ligadas a proteina G.
Desta forma, foi adicionado 300 mM de NaCl ao tampéo de equilibrio a fim de eliminar
interacdes inespecificas com a coluna. No entanto, esta modificacdo gerou um pico mais
arrastado (Figura 4.8c e d). Por ultimo, foi feita uma corrida cromatografica mantendo a
condigdo de equilibrio inicial da coluna, mas reduzindo o pH do tampé&o de eluigdo para 2,1.
Este foi capaz de dessorver o analito com maior eficiéncia, resultando em um pico simétrico e
estreito (Figura 4.8e).

Apesar das mudangas dos picos eluidos em cada condi¢do (Figura 4.8), ndo houve
diferenga expressiva no rendimento do analito em relacdo a quantidade de proteina total
aplicada, variando de 10,40 a 14,32%, de forma que, em todas as corridas, menos de 1% da
capacidade de ligacdo nominal da coluna foi atingida. As fracbes retidas nas diferentes
condicBes cromatogréaficas apresentaram o mesmo padrdo de bandas em SDS-PAGE (Figura
4.8f), pelo qual foi possivel inferir um enriquecimento de imunoglobulinas mediante a maior
intensidade das bandas com mobilidades eletroforéticas compativeis com as cadeias leve (23
kDa) e pesada (50-60 kDa) (Figura 4.8f). Devido a semelhanca das fracdes coletadas, a
condigdo de eluicdo com pH mais acido foi definida como padréo para a purificacéo de 1gG
das demais amostras por cromatografia de afinidade com coluna de proteina G.
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Figura 4.8. Purificacdo de 1gG de soro humano (S) por cromatografia de afinidade com
coluna de proteina G. Foram aplicadas diferentes quantidades de proteina total em trés
condigdes de corrida distintas. (a) (b) A coluna foi equilibrada com 20 mM de fosfato de
sodio pH 7 e a eluicdo da fracdo retida (R) foi realizada com 0,1 M de glicina pH 2,7; (c) (d)
Cromatogramas obtidos a partir da adicdo de 300 mM de NaCl no tampédo de entrada do
sistema. (e) Perfil cromatografico da eluicdo com tampéo 0,1 M de glicina pH 2,1 e tampdo de
entrada como em (a). (f) SDS-PAGE corado por impregnacéo por prata das fragdes coletadas
nas cromatografias representadas em (b), (d) e (e). A entrada do tampdo B com 100% de
concentragdo no sistema esta indicado pelo asterisco (*) no eixo X. M.M.: massa molecular;

NR: fragdo ndo-retida na coluna.
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Como foram observadas bandas fora das faixas de massas moleculares esperadas, a
fragéo enriquecida com IgG obtida a partir da eluicdo com pH 2,1 foi aplicada em uma coluna
de exclusdo molecular para verificar a ocorréncia de agregagdo proteica e a presenca de
contaminantes. O pico principal observado no cromatograma foi detectado com um volume de
eluicdo de 12,66 mL, o que nesta coluna € compativel com o volume de elui¢do esperado para
moléculas de 1gG monoméricas. Além disso, as seis fracOes referentes a eluicdo deste analito
foram coletadas. A analise por SDS-PAGE destas fracfes resultou em um padrdo de bandas
similar a amostra de origem (Figura 4.9a e b), descartando a utilidade da cromatografia de
exclusdo molecular para aumentar o grau de homogeneidade de nosso preparado de 1gG.

Para identificar os possiveis contaminantes, a fracdo dessorvida com pH 2,1 foi
aplicada em SDS-PAGE, sendo as cadeias polipeptidicas detectadas excisadas para posterior
analise por MALDI-TOF/TOF (Figura 4.10). Esta resultou na identificacdo de 12 clusters de
proteinas distintos (Tabela 4.1), dentre as quais as cadeias pesadas e leves de IgG nas bandas
mais intensas nas faixas entre 66-45 kDa e 30-20 kDa, respectivamente. Os dois subtipos de
cadeia leve, A e¢ «x, foram identificados. Com exce¢do da albumina e da queratina,
contaminacdes inerentes a amostra e a manipulacdo, respectivamente, todas as proteinas
apresentam dominios de imunoglobulina-simile. Adicionalmente, 1gG de um paciente
cardiopata em estagio C foram purificadas e analisadas no espectrdbmetro de massas Q
Exactive seguindo a abordagem shotgun. Cerca de 22% do nimero de proteinas identificadas
ndo corresponderam a IgG. Entre essas populagdes, estdo proteinas do sistema complemento,
haptoglobina, apolipoproteina; assim como na andlise anterior, também foram detectadas
queratina e albumina. Com base na contagem de espectros, cada uma dessas proteinas
apresentou abundancia relativa menor que 0,005 (NSAF), de modo que, no total, a quantidade
de contaminantes presentes na fracdo enriquecida representou aproximadamente 3%.
Portanto, estes dados sugerem que a cromatografia de afinidade com coluna de proteina G

possibilita atingir um rendimento de purificacdo de 1gG de aproximadamente 97 %.
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Figura 4.9. (a) Cromatografia de exclusdo molecular de 200 pg de proteina obtidos na
cromatografia de afinidade a partir da dessorcdo das moléculas retidas na coluna de proteina
G com 0,1 M de glicina pH 2,1 (Re). (b) SDS-PAGE corado por impregnacdo por prata das
fracdes coletadas sequencialmente na area delimitada pelas linhas tracejadas no

cromatograma. MM: massa molecular.
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Figura 4.10. SDS-PAGE corado por azul de Coomassie R da fracdo ligada coletada a partir
da dessor¢do com pH 2,1 (30 pg). Estdo destacadas em azul as bandas que foram excisadas e

tripsinizadas para posterior analise por MALDI-TOF/TOF. M.M.: massa molecular.
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Tabela 4.1. Clusters de proteinas identificadas por MALDI-TOF/TOF a partir da fracdo
enriquecida em 1gG obtida por cromatografia de afinidade. Prob: probabilidade; Cob:

cobertura de sequéncia.

Ne de
; Entrada Prob , 0 M.M.
Banda Proteina Uniprot (%) peﬁr:‘t;::sos Cob (%) (kDa)

Myosin-reactive
immunoglobulin
1 heavy chain variable Q9UL72 100 1 16,10 12,87
region (Fragment)
(1P100384392)
Cluster of cDNA
1 FLI78387 A8K008 100 1 4,87 51,59
(IPI00876888)
Cluster of FLJ0O0385
2 protein (Fragment) Q8NF17 100 1 2,16 56,11
(IP100168728)
Cluster of IGL@
2 protein Q8N355 100 1 6,41 24,79
(IP100154742)
Cluster of cDNA
2 FLJ78387 A8K008 100 3 10,20 51,59
(IP100876888)
Cluster of Full-length
cDNA clone
CSODD006YLO2 of
Neuroblastoma of
Homo sapiens
(IPI00479708)
Cluster of Myosin-
reactive
immunoglobulin
heavy chain variable
region (Fragment)
(1P100384392)
Cluster of FLJ00385
4 protein (Fragment) Q8NF17 100 1 3,73 56,11
(IP100168728)
Cluster of
4 Uncharacterized P02768 100 6 12,30 71,70
protein
(IP100022434)
Cluster of FLJ00385
5 protein (Fragment) Q8NF17 100 5 13,60 56,11
(IPI00168728)
Cluster of FLJ00385
6 protein (Fragment) Q8NF17 100 1 3,14 56,11
(IPI00168728)

Q86TT1 100 8 21,10 41,27

QouUL72 100 1 16,10 56,11
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Cluster of Myosin-
reactive
immunoglobulin
heavy chain variable
region (Fragment)
(IP100384392)
Cluster of cDNA
6 FLJ78387 A8K008 100 5 20,80 51,59

(IPI00876888)
Cluster of FLJ0O0385
7 protein (Fragment) Q8NF17 100 2 3,14 56,11
(IPI00168728)
Cluster of Keratin,
7 type Il cytoskeletal 1 P04264 100 2 3,42 66,04
(IP100220327)
Cluster of cDNA
7 FLJ78387 A8K008 100 6 20,80 51,59
(IP100876888)
Cluster of Ig kappa
8 chain V-1V region P01625 100 2 23,70 12,64
Len (IPI00387120)
Cluster of Ig lambda
8 chain V-1V region Hil P01717 100 1 17,80 11,51
(1P100382440)
Cluster of IGK@
8 protein Q6PJF2 100 2 14,90 25,52
(IPI00784985)
Cluster of IGL@
8 protein Q8N355 100 3 20,90 24,79
(1PI00154742)
Cluster of Ig kappa
9 chain V-1V region P01625 100 2 23,70 12,64
Len (IPI00387120)
Cluster of
Rheumatoid factor
9 D5 light chain AON5G5 99,4 1 15,30 12,76
(Fragment)
(IP100816799)
Cluster of IGK@
9 protein P04206 100 5 31,20 25,52
(IPI00784985)

QouUL72 100 1 9,32 12,87

Ao término da padronizagdo, as IgG presentes nos soros de individuos saudaveis e
pacientes selecionados foram purificadas a partir de 4 mg de proteinas totais aplicadas no
sistema. Todas as fragcOes enriquecidas em anticorpos apresentaram padrdo de migracdo em
SDS-PAGE semelhantes. Entretanto, pode ser observada uma diferenca de intensidade e
proporcdo de bandas correspondentes (Figura 4.11a). Com excecdo de duas amostras, 0s

soros resultaram em rendimentos de 1gG proximos em cada condicdo. Os controles e
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pacientes cardiopatas em estagio Bl apresentaram quantidades proximas de anticorpos
purificados, porém com uma pequena reducdo em relagdo as demais classificacbes clinicas
(Figura 4.11b).
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Figura 4.11. Fracbes enriquecidas em IgG obtidas por cromatografia de afinidade. (a) Gel
representativo do perfil eletroforético (2 g de proteina) das amostras purificadas a partir do
soro de pacientes classificados em diferentes estadgios da doenca. SDS-PAGE corado por
impregnacéo por prata. (b) Rendimento da purificagdo de 1gG. Os resultados foram analisados
pelo teste Kruskal-Wallis em associacdo com o teste de comparacdo multipla de Dunn (post-
hoc). FI: forma indeterminada; B1 e C: pacientes com lesdo cardiaca nos estagios Bl e C,

respectivamente.

4.3. Caracterizacgédo do perfil imunorreativo por western blot

A reatividade dos anticorpos purificados contra proteinas de formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y foi verificada por western blot. Ja na titulagdo houve uma diferenca de
marcacdo entre as amostras controle e cardiopata estagio C (Figura 4.12); apenas esta
apresentou reatividade (Figura 4.12b), de forma que a concentracdo de anticorpo primario a
ser utilizada nos demais ensaios foi determinada a partir da amostra oriunda deste paciente,
sendo de 1 pg/mL. Na diluicdo de anticorpo secundario utilizada nos experimentos

(1:25.000), ndo foi observada interacao inespecifica com proteinas do parasito (Figura 4.12).

52



(a) (b)

-
N
B

05 1 2 3 20 05 1 2 3 20
[Ac19] pg/mL [Ac19] pg/mL

Figura 4.12. Titulagdo da concentracdo de anticorpo purificado por cromatografia de
afinidade a partir de soro de um (a) doador saudavel e de um (b) paciente com cardiopatia em
estadgio C. Ac 1° anticorpo primario; 2°: anticorpo secundario (1:25.000). Para a realizacédo
destes ensaios, 10 pg de proteinas do parasito extraidas com a solucdo de lise 2 foram
aplicados, por raia, em SDS-PAGE. O mesmo tempo de exposi¢édo e revelagdo foi seguido

para os dois filmes.

Apbs a purificacdo das 1gG presentes nos soros selecionados, esses anticorpos foram
separados em grupos (G1 a G5) compostos por um controle e uma amostra de cada estagio da
infeccdo (indeterminada, B1 e C). Os experimentos foram feitos seguindo esta organizacéo,
de maneira que em todos os filmes houvesse um representante das trés condicdes clinicas e
um controle, permitindo uma melhor comparacdo do padrdo de reconhecimento proteico.
Como durante a padronizacdo da extracdo de proteinas foi verificada uma variabilidade em
torno de 30% entre as amostras bioldgicas independentes, em todos os géis foram aplicadas
proteinas oriundas do mesmo extrato proteico do parasito.

Os controles apresentaram reatividade inespecifica, porém com intensidade mais baixa
em relacdo as demais condigdes (Figura 4.13). Em todos os grupos, as amostras purificadas
de pacientes cardiopatas em estagio B1 e C foram reativas as proteinas de formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Y. O mesmo foi observado para IgG oriundas de
individuos do periodo indeterminado, porém em menor escala pela amostra contida no grupo
2 (G2). Houve variagdo quanto ao perfil de marcacdo, ndo sendo possivel estabelecer um
padréo de acordo com a classificacdo da amostra aplicada. Entretanto, bandas em torno de 97,
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45 e 30 kDa foram reconhecidas com maior frequéncia, geralmente apresentando alta
intensidade. Com excec¢do do G2, as amostras reativas dos demais grupos foram capazes de
reconhecer cadeias polipeptidicas ao longo de praticamente toda a extensdo de massa

molecular (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Imunorreatividade dos anticorpos purificados as proteinas de formas
tripomastigotas sanguineas. G: grupo; Ct: controle; In: periodo indeterminado; 2°: anticorpo
secundario; M.M.: massa molecular. Assim como no ensaio de titulagdo, 10 pg de proteinas
do parasito extraidas com a solucdo de lise 2 foram aplicados (por raia) em SDS-PAGE para

posterior transferéncia para membrana de nitrocelulose.

4.4. Padronizacao da imunoprecipitacdo por bead magnética

Ao longo deste processo, foram avaliadas trés abordagens experimentais para a
imobilizacdo dos anticorpos nas beads magnéticas (Figura 4.14). Em todos 0s ensaios, a
quantidade de IgG aplicada foi determinada com base na capacidade de ligacdo do volume de
bead (13 pg/pL) utilizado (Figura 4.14). No entanto, para otimizar o reconhecimento e
deteccdo de proteinas imunorreativas do T. cruzi, para cada abordagem foram avaliadas
diferentes relagbes de 1gG e proteinas totais do parasito, representadas pela proporcéao
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anticorpo:extrato proteico (m/m) (Figura 4.14). Assim, os resultados das imunoprecipitacoes
foram expostos identificando as respectivas condi¢des experimentais de quantidade de IgG e
proporcéo de proteinas do T. cruzi de forma similar ao exemplificado em destaque na figura
4.14.

1 2 3
Complexo
2 uL de beads IgG-antigeno 2 ulL de beads
magnéticas (13 pg Ac + 130 ug PT) magnéticas
13 pg de IgG imobilizado por 2 ulL de beads 13 pg de IgG imobilizado
cross-linking magnéticas SEM cross-linking
(50% da capacidade de (50% da capacidade de
ligagdo das beads) ligacio das beads)
130 ug de PT 260 ug de PT 130 ug de PT 260 pg de PT
(1:10) (1:20) (1:10) (1:20)

Figura 4.14. Esquema experimental detalhando as quantidades de anticorpo (Ac) e proteinas
totais do T. cruzi (PT) aplicadas aos ensaios de imunoprecipitacdo realizados a partir de

diferentes abordagens de imobilizacédo de IgG.

A primeira etapa no processo de padronizacdo consistiu em determinar o tempo de
incubacdo necessario para permitir a interacdo entre os anticorpos purificados e as proteinas G
ligadas as beads magnéticas. Esse experimento foi realizado com 2 pL de bead, trabalhando
com 50% da sua capacidade de ligacdo. Desta forma, 13 pg de IgG purificadas foram
adicionados e incubados a temperatura ambiente por 1, 2 e 4 h. O sucesso da interacao foi
avaliado a partir da deteccdo de cadeias polipeptidicas presentes nas fraces de anticorpos
ndo-retidos submetidas a eletroforese e, posteriormente, a densitometria; neste caso
especifico, apenas 1 pg da amostra de 1gG original foi aplicado no mesmo gel. Com base nos
resultados de densitometria (Figura 4.15), foi calculada a quantidade relativa de IgG néo-
retida, correspondendo a 0,1, 0,05 e 0,01 pg nos intervalos de 1, 2 e 4 h, respectivamente.
Como o menor tempo de incubagdo ja apresentou rendimento acima de 99%, este foi

escolhido para dar continuidade aos demais ensaios.
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Figura 4.15. (a) Intensidade das bandas de cadeias pesadas presentes no gel submetido a
andlise de densitometria. Abaixo das respectivas amostras, estdo indicados os percentuais de
IgG retidos nas beads magnéticas. (b) De forma complementar, o mesmo gel foi corado por
impregnacdo por prata devido a baixa intensidade da detec¢do. As bandas em destaque
correspondem as cadeias pesadas das 1gG, selecionadas para a realizacao da densitometria. M.
M.: massa molecular; Ac: anticorpo presente na amostra purificada; AcNR: fracdo de

anticorpo ndo-retido coletado no ensaio de imunoprecipitacéo.

Mediante a possibilidade de interacdo inespecifica das proteinas do T. cruzi com a
matriz das beads foram realizados ensaios na auséncia de anticorpos, a fim de verificar a
necessidade de adicionar uma etapa de pre-clearing nas diferentes abordagens empregadas.
Esta foi descartada, uma vez que ndo foram detectadas bandas nas fracbes eluidas,
independente da quantidade de proteina total de T. cruzi aplicada ou da metodologia seguida
(Figuras 4.16a, 4.17a, 4.18a e c).

Com o objetivo de diminuir a complexidade do contetdo proteico eluido, no inicio da
padronizacéo, os ensaios foram realizados a partir da imobilizacdo covalente dos anticorpos as
proteinas G por meio de cross-linking (Figura 4.14). Utilizando IgG purificadas de paciente
cardiopata em estagio C e 2 uL de bead, foram testadas as quantidades de 1gG referentes a 10,
50 e 100 % da capacidade de ligacdo das beads. A proporcdo de massa proteica total do
parasito a ser adicionada correspondeu a 10 (1:10) ou 20 (1:20) vezes a quantidade de
anticorpo. Na anélise por SDS-PAGE das fracdes ndo-retidas geradas nesses experimentos,
ndo foi possivel observar nenhuma banda. Este resultado indica uma imobilizacdo eficiente
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dos anticorpos, uma vez que esta etapa reduziu expressivamente a concentracdo de IgG no
sobrenadante, a ponto de ndo serem detectadas cadeias polipeptidicas nos volumes de
amostras aplicados nos géis. Apesar disso, as fracGes coletadas no passo de eluicdo néo
apresentaram bandas (Figura 4.16 c e d) detectaveis. Para verificar se a solucédo de extracdo
atuou como um interferente no processo de reconhecimento de epitopos, antes de iniciar a
imunoprecipitacdo, o tampdo de extracdo (solucdo de lise 2) do pool de proteinas do parasito
foi trocado por TBS; foram analisadas as relacdes de 1:10 e 1:50 de massa de anticorpos para
massa de extrato proteico. Estes ensaios ndo apresentaram diferenca no perfil eletroforético
em comparacdo aos demais experimentos (Figura 4.17b e c). Diante do insucesso obtido nas
imunoprecipitagdes com cross-linking e da falta de tempo para avaliar condi¢cbes mais

apropriadas para esta reacdo, esta abordagem foi descontinuada.
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Figura 4.16. Perfil eletroforético das fracbes coletadas nas imunoprecipitacfes realizadas
com cross-linking. (a) Ensaio de ligacdo inespecifica realizado na auséncia de IgG; foram

ensaiados 260 pg de proteinas totais (PT) do parasito na imunoprecipitacdo. (b) Em todos os
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experimentos, a eficiéncia de imobilizacdo das 1gG foi monitorada pela analise por SDS-
PAGE das fracbes contendo anticorpos eventualmente ndo-retidos as beads magnéticas. (c)
Ensaio realizado com 10 e 50% da capacidade de ligacdo das beads magnéticas, adicionando
uma massa de proteinas totais (PT) 10 (1:10) e 20 (1:20) vezes superior a massa de 1gG
retidas nas beads. (d) Imunoprecipitacdo feita com 100% da capacidade de ligacdo, mantendo
a proporcao de 1 para 10 (m/m) de extrato proteico do parasito para IgGs imobilizadas. SDS-
PAGE corado por impregnacdo por prata. M.M.: massa molecular. Ac: anticorpo da amostra
purificada utilizada no experimento; AcNR: fracdo de anticorpo ndo-retido; C: fracdo eluida
imediatamente apds a reacdo de cross-linking; NR: fracdo representando as proteinas nao-
retidas pelos anticorpos; R: fragdo eventualmente retida de proteinas do parasito apos
imunoprecipitacéo.
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Figura 4.17. Imunoprecipitacdo com cross-linking realizada apos a troca de tampéo do pool

de proteinas de formas tripomastigotas sanguineas para TBS. (a) Ensaio de ligagédo

58



inespecifica realizado com 130 pg de proteinas totais do parasito (PT) na reacdo de
imunoprecipitacdo. (b) Imunoprecipitacdo feita com 10% da capacidade de ligacdo das beads,
adicionando ao sistema uma massa de extrato proteico 50 vezes (1:50) superior aquela de 1gG.
(c) Imunoprecipitacdo realizada com 50% da capacidade de ligagcdo das beads, aplicando 1:10
de proteina total do parasito (PT). (d) Teste de imobilizacdo de complexos antigeno-anticorpo
formados anteriormente ao passo de imunoprecipitagdo; o controle consistiu no ensaio feito
com IgG diluida em solucéo de lise 2. SDS-PAGE corado por impregnacdo por prata. ACNR:
fracdo de anticorpo ndo-retida; AcR: fracdo de anticorpo retida; C: fracdo eluida
imediatamente apds a reacdo de cross-linking; NR: proteinas do parasito ndo-retidas; R:

proteinas eventualmente retidas; M.M.: massa molecular.

A abordagem seguinte consistiu na formacdo de complexos antigeno-anticorpo
anteriormente ao passo de imobiliza¢do. Entretanto, para assegurar que a solugéo de lise 2 ndo
inviabilizaria a ligacdo do anticorpo a bead, primeiro foi feito um ensaio na auséncia de
proteinas do parasito, sendo adicionadas somente IgG diluidas no tampéo de extracdo. Apesar
de terem sido detectadas cadeias polipeptidicas na fracdo ndo-retida deste ensaio, a fragédo
retida apresentou bandas significativamente mais intensas, sugerindo que a solucdo de lise 2
ndo ou pouco interfere nessa interacdo (Figura 4.17d). Desta forma, as IgG foram entdo
incubadas com o extrato proteico do T. cruzi para posterior imobilizacdo dos complexos.
Porém, a fracdo eluida neste experimento apresentou perfil semelhante a fracdo eluida no
ensaio de anticorpo imobilizado na auséncia de antigenos (Figura 4.17d). Portanto, na
condicdo avaliada, ndo foi possivel detectar proteinas imunorreativas desse protozoario, o que
pode ter ocorrido devido a proporcédo inadequada de 1gG e extrato proteico do parasito ou pela
nédo adsorcao de complexos, caso estes tenham sido formados.

Uma vez que decidimos abandonar a estratégia de imobilizar covalentemente os
anticorpos nas beads utilizando cross-linking, partimos para a avaliacdo/otimizacdo do
protocolo convencional de imunoprecipitacdo com estas beads. Inicialmente, ensaiamos o
pool de IgG purificadas com o mesmo volume de bead magnética (2 pL) utilizado em ensaios
anteriores, aplicando a quantidade de anticorpos referentes a 10 e 50 % da capacidade de
ligagdo, e uma quantidade (em massa) 10 vezes (1:10) superior de proteinas do parasito, nas
duas condicbes. No entanto, as fracOes retidas eluidas nestes experimentos apresentaram
majoritariamente bandas correspondentes ao perfil eletroforético das cadeias polipeptidicas de
IgG (Figura 4.18b). Ao considerar o carater policlonal e a possibilidade das 1gG reativas as
proteinas do parasito apresentarem uma baixa frequéncia entre as populagBes de anticorpos
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purificados neste estudo, optamos por aumentar, proporcionalmente, em 5 vezes a quantidade
de 1gG adicionada ao sistema de bead magnética, com a finalidade de ampliar o rendimento
de obtencdo de proteinas imunorreativas do T. cruzi. Para isto, foi necessario alterar o volume
de bead para 10 pL, de forma que as condi¢bes de 50 e 100 % da capacidade de ligacédo
corresponderam & adicdo de 65 e 130 pg de 1gG, respectivamente. Entretanto, devido a
dificuldade na obtencdo de uma grande quantidade de formas tripomastigotas sanguineas,
preservar uma elevada relacdo de extrato proteico ante ao aumento da oferta de anticorpo
seria inviavel. Assim, a proporcdo de proteinas totais do parasito foi reduzida para
aproximadamente metade (1:0,5) da quantidade (em massa) de 1gG. Para potencializar a
formagéo de complexos, a etapa de incubacdo foi realizada a 37 °C por 2 h. As fragdes retidas
eluidas nestes ensaios apresentaram padrGes de migracdo proteicos semelhantes, os quais
diferiram do perfil da amostra purificada, enriquecida em IgG, pela maior quantidade de
bandas em torno de 66 e 30 kDa e pela detec¢do de cadeias polipeptidicas na regido de menor
massa molecular (Figura 4.18d), o que apontou para a presenca de diferentes populagdes
proteicas, além dos anticorpos. Como néo foi observada a ocorréncia de interacdo inespecifica
(Figura 4.18c), essas proteinas provavelmente foram retidas devido ao reconhecimento de

epitopos, de modo a serem co-eluidas com as IgG.
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Figura 4.18. Experimentos de imunoprecitacdo realizados na auséncia da reacdo de cross-
linking. (a) Ensaios de interacdo inespecifica feito com 2 pL de bead magnética, aplicando
130 e 260 pg de proteina total do T. cruzi (PT). (b) A partir de 2 pL de beads, foram feitos
experimentos com 10 e 50 % da capacidade de ligacdo, seguido de adi¢cdo de uma massa de
extrato proteico do parasito 10 vezes (1:10) superior aquela de 1gG. (c) Ensaios de ligacédo
inespecifica realizados com 10 pL de beads; apds a adicdo de 32,5 e 65 g de proteinas do
parasito, a etapa de incubacg&o para a eventual interacdo com a matriz foi realizada a 37° C por
2 h. (d) Imunoprecipitacdes realizadas com 50 e 100% da capacidade de ligacdo de 10 pL de
beads, seguido de adi¢cdo de uma massa de extrato proteico do parasito equivalente & metade
(1:0,5) daquela de IgG. SDS-PAGE corado por impregnacdo por prata. AcNR: fracdo de
anticorpo nao-retido; NR: proteinas do parasito ndo-retidas; R: proteinas eventualmente

retidas; M.M.: massa molecular.
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Para confirmar que a quantidade de anticorpo consiste no fator com maior influéncia
sobre o rendimento de proteinas imunorreativas do T. cruzi, seguindo o protocolo descrito
acima, 13, 65 e 130 pg de IgG foram incubados com a mesma quantidade de proteinas do
pool do parasito (32,5 ug), de modo a acarretar em diferentes proporcGes de 1gG para
proteinas do parasito (1:2,5, 1:0,5 e 1:0,25, respectivamente). O ensaio realizado com 10% da
capacidade de ligacdo (13 pg de 1gG) apresentou a maior quantidade de anticorpo imobilizado
(Figura 4.19a). Entretanto, mesmo diante da maior proporcdo de proteinas de formas
tripomastigotas sanguineas (1:2,5), na fracdo retida eluida foram detectadas principalmente
bandas correspondentes as cadeias polipeptidicas de 1gG (Figura 4.19b). No experimento
realizado com 50% (65 pg de 1gG), a eficiéncia de adsor¢do do anticorpo se manteve alta
(Figura 4.19a) e embora a quantidade de proteinas do parasito tenha sido reduzida
proporcionalmente para 1:0,5, esta relacdo foi suficiente para levar a deteccdo de cadeias
polipeptidicas derivadas de proteinas imunorreativas (Figura 4.19b). Estas também foram
observadas no volume eluido na condi¢do de 100% (130 pg de 1gG), em que a proporc¢do do
extrato proteico foi diminuida para 1:0,25 (Figura 4.19b). Esses resultados demonstram que,
para as amostras de T. cruzi obtidas neste trabalho, o rendimento e, consequentemente, a
capacidade de deteccdo de proteinas imunorreativas por SDS-PAGE depende primariamente
da quantidade de anticorpo utilizada na imunoprecipitacdo. Entretanto, quanto mais préximo
da capacidade nominal de ligagdo do volume de beads, maior é a chance de ocorrer
impedimento estérico do reconhecimento de epitopos pelas 1gG. Sendo assim, a condicdo de
50% da capacidade de ligacdo foi estabelecida como padrdo nos ensaios realizados com 10 pL
de beads magnéticas. Vale ressaltar que as fracGes eluidas nos ensaios feitos com 50 e 100%
da capacidade de ligacdo apresentaram perfis de migracdo semelhantes entre si e ao ensaio

anterior (Figuras 4.19b e 4.18d, respectivamente), indicando reprodutibilidade no método.
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Figura 4.19. Influéncia da quantidade de anticorpo na capacidade de deteccdo das proteinas
imunorreativas de formas tripomastigotas sanguineas. (a) Intensidade das bandas de cadeias
pesadas presentes nas fragdes de anticorpo néo retido (AcNR) analisadas por densitometria;
os valores percentuais calculados para a quantidade relativa de 1gG imobilizada nas beads
estdo descritos abaixo das raias das respectivas condicdes avaliadas. (b) Perfil de migragédo
eletroforética das proteinas ndo-retidas (NR) e retidas (R) nos ensaios realizados de acordo
com as condicdes descritas abaixo do gel. SDS-PAGE corado por impregnagdo por prata.

M.M.: massa molecular; PT: proteinas totais do parasito.

Ap0s determinar a quantidade de anticorpo a ser utilizada nos ensaios, a etapa seguinte
consistiu em avaliar se a propor¢do de proteinas totais do T. cruzi aplicada para a condicdo de
50% nos experimentos anteriores (1:0,5) é capaz de saturar os sitios de interacdo das 1gG
reativas que foram imobilizadas. Assim, foram feitas duas imunoprecipitagdes com 65 pg de
anticorpo cada, de modo que apenas a quantidade do extrato proteico foi variada,
correspondendo as proporcdes de 1:0,5 e 1:1. A partir das analises de densitometria (Figura
4.20a), foi estimado que 64,77 e 64,45 ug de IgG foram imobilizados nestes ensaios,
respectivamente, caracterizando uma eficiéncia de ligagdo superior a 99%. Entretanto, as
dosagens das fracdes eluidas nas duas imunoprecipitacdes resultaram em 61 e 60 ug de
proteina, respectivamente. Como estas fracdes deveriam ser compostas por proteinas do
parasito e pelas IgG, a recuperacdo de um conteudo proteico inferior ao valor de anticorpo
retido no sistema indicou que uma fracdo das proteinas permaneceu adsorvida nas beads
magnéticas. Estas foram entdo submetidas a um terceiro passo de eluicdo e os eluatos foram

analisados por SDS-PAGE. Neste gel foram detectadas principalmente bandas referentes as
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cadeias polipeptidicas de IgG (Figura 4.20c). A densitometria das bandas de cadeias pesadas
deste gel foi realizada sem considerar a amostra purificada como referéncia, apenas efetuando
a normalizacdo de acordo com as bandas selecionadas, resultando em volumes préximos (1,44
e 1,32, respectivamente), o que sugere que nao houve diferenca expressiva quanto a parcela
de proteina que se manteve ligada as beads. Sendo assim, a elui¢do realizada inicialmente nas
duas condicbes resultou na dessor¢do de proteinas em quantidades similares nas duas
condi¢des avaliadas (Figura 4.20). A auséncia de bandas correspondentes as proteinas
imunorreativas demonstra que estas sao dissociadas majoritariamente com apenas dois passos
de eluicdo (Figura 4.20c). Mediante os dados obtidos, concluimos que a propor¢do de 1:0,5
de proteinas de formas tripomastigotas sanguineas é suficiente para atingir a saturacdo dos

paratopos das IgG reativas.
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Figura 4.20. Ensaios realizados com 50% da capacidade de ligacdo com 1:0,5 (m/m) e 1:1
(m/m) de IgG para extrato proteico do parasito, para avaliar a saturacao da interacéo antigeno-

anticorpo. (a) Densitometria dos volumes de anticorpo né&o-retido (AcNR) aplicadas em SDS-
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PAGE corado por Coomassie R. As porcentagens relativas ao rendimento de ligacdo dos
anticorpos estdo expostas abaixo das respectivas amostras. (b) Perfis eletroforéticos das
proteinas nao-retidas (NR) e retidas (R) obtidas em cada condi¢éo. (c) Padrdo de migracdo das
proteinas dessorvidas no terceiro passo de eluicdo. SDS-PAGE corado por impregnacdo por

prata. M. M.: massa molecular; PT: proteinas totais.

Finalmente, a fim de confirmar que a imobilizacdo covalente dos anticorpos interferiu
na capacidade de reconhecimento de epitopos nos experimentos realizados no inicio da
padronizacdo, foi feito um ensaio seguindo as condigdes estabelecidas acima, porém acrescido
dos passos de cross-linking. O volume eluido neste ensaio apresentou apenas uma banda de

baixa intensidade com massa molecular referente a cadeia pesada (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Imunoprecipitacdo com cross-linking seguindo as condi¢des do protocolo
definido na auséncia de imobilizacdo covalente de 19G. SDS-PAGE corado por impregnacéo
por prata. Fracdo de anticorpo néo-retido antes (AcN) e depois (C) do cross-link; PT:
proteinas totais do parasito; NR: proteinas ndo-retidas pelas IgG imobilizadas; R: proteinas

eventualmente retidas pelas 1gG imobilizadas. M.M.: massa molecular.

Assim, dentre as trés abordagens avaliadas neste estudo, a imobilizagcdo ndo covalente
dos anticorpos as beads magnéticas seguida pelo processo de reconhecimento de epitopos
compreendeu a melhor metodologia para a detec¢do de proteinas imunorreativas do T. cruzi.
Portanto, para os demais ensaios de imunoprecipitagédo, foi definido como protocolo padréo
(1) o uso de 10 pL de beads magnéticas acopladas a proteinas G, (2) a imobilizacdo néo
covalente de 65 pg de 1gG purificada e a (3) adsorcédo de proteinas imunorreativas do parasito

65



presentes em 32,5 ug de proteinas totais (extraidas com a solucdo de lise 2) a partir da

formacédo de complexos a temperatura de 37 °C por 2h.

4.5. Proteinas imunorreativas obtidas por imunoprecipitagdo e identificadas por
espectrometria de massas

As imunoprecipitacdes foram realizadas mantendo o mesmo agrupamento feito
anteriormente para os experimentos de western blot. Dessa forma, cada ensaio conteve um
representante das amostras controle, indeterminada, B1 e C. Em todas as imunoprecipitacdes
foram aplicadas proteinas derivadas do mesmo extrato proteico do parasito.

Ao fim das imunoprecipitacdes, todas as fracdes eluidas foram coletadas e analisadas
por SDS-PAGE, sendo a eficiéncia de imobilizacdo de IgG determinada como descrito na
padronizacdo. Nesse aspecto, ndo houve diferenca significativa entre as amostras purificadas,
de maneira que o rendimento minimo observado foi de 98,58% (Tabela 4.2), correspondendo
a uma perda maxima de 0,52 ug. As fracdes eluidas apresentaram perfis de migracdo proteica
similares, independente de o individuo ser portador da doenca de Chagas ou da sua
classificacdo clinica. Entretanto, as bandas em torno de 30 kDa e abaixo de 20 kDa foram
detectadas com maior intensidade nos ensaios em que foram utilizadas amostras com origem

de lesdo cardiaca diagnosticada (Figura 4.22b).

Tabela 4.2. Quantidade de IgG adsorvida as proteinas G ligadas nas beads magnéticas.

Ac imobilizado (%)

Amostra G1 G2 G3 G4 G5
Controle 99,83 99,49 99,55 99,48 99,14
Indeterminado 99,63 99,63 99,20 98,80 99,37
B1 99,52 99,49 99,31 99,54 98,58
C 99,80 98,71 99,28 99,62 99,52
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Figura 4.22. (a) Ensaio de interacdo inespecifica (37,5 pug de proteinas totais). (b) Gel
representativo do perfil eletroforético das fracOes eluidas de um experimento de
imunoprecipitacdo realizado com amostras purificadas do grupo G2. SDS-PAGE corado por
impregnacdo por prata. PT: proteinas totais do parasito; NR: proteinas nao-retidas a coluna
contendo 1gG adsorvidas; R: proteinas retidas que interagiram com as 1gGs; Ct: controle; In:
indeterminada; Ble C: Lesdo cardiaca estdgios Bl e C, respectivamente; M.M.: massa

molecular.

As proteinas imunorreativas foram identificadas a partir da analise das fracdes eluidas
no espectrébmetro de massas Q Exactive de acordo com a abordagem shotgun. Foram
definidas como confiaveis, as identificacdes contidas no intervalo de até 1% de TFD e com
pelo menos 1 peptideo Unico; adicionalmente, foi seguido o critério da maxima parciménia.
No ensaio de interacdo inespecifica foram identificadas apenas proteinas humanas (7), sendo
as mais abundantes consideradas contaminantes comuns ao processo de tripsinizacdo, como a
gueratina. Em média, os demais ensaios resultaram em uma pequena diferenca no nimero de
espectros que geraram identificacGes, entretanto as fragdes oriundas de uma amostra
indeterminada e duas de B1 apresentaram perfil discrepante (Figura 4.23a), ocasionando em
uma maior variagdo na quantidade de proteinas identificadas nessas condi¢des (Figura
4.23b). As fragbes analisadas também sdo compostas por 1gG, de modo que o alto
polimorfismo dos genes que codificam essas proteinas influencia no nimero total de proteinas
identificadas. Sendo assim, foi avaliado quanto das identificacdes é representado por proteinas
de Trypanosoma; em média, essas corresponderam a 29,0, 47,0, 52,6 e 52,4 % nos ensaios
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realizados com amostras controle, indeterminada, Bl e C, respectivamente. Logo,
proporcionalmente, os anticorpos provenientes de individuos diagnosticados com cardiopatia
(B1 e C) resultaram na identificacdo de uma maior quantidade de proteinas imunorreativas,
principalmente em comparacdo ao controle (Figura 4.24a). Para comparar o nivel de
similaridade das proteinas imunoprecipitadas nas quatro condigdes, foram consideradas as
proteinas detectadas em pelo menos duas amostras pertencentes & mesma classificagdo. No
total, 49% das proteinas que formam complexos com IgG séo exclusivas de alguma condicéo,
ao passo que somente 14,4% foram reconhecidas por anticorpos provenientes de individuos

sem ou com infeccgdo (Figura 4.24Db).
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Figura 4.23. Anélise por LC-MS/MS das fragBes imunorreativas eluidas nos experimentos de
imunoprecipitacdo. (a) Total de espectros que resultaram em identificacBes. (b) Quantidade
total de proteinas identificadas nos controle e em cada condicdo clinica. Os resultados foram
analisados pelo teste Kruskal-Wallis em associacdo com o teste de comparacdo multipla de
Dunn (post-hoc).
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Figura 4.24. (a) Quantidade de proteinas imunorreativas de T. cruzi identificadas nas fragdes
eluidas nas imunoprecipitacfes. Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis em
associacao com o teste de comparagdo multipla de Dunn (post-hoc). (b) Similaridade entre as
populacBes proteicas imunorreativas obtidas a partir de cada condicéo clinica (n = 5).

Uma vez que a quantidade de anticorpo reativo a uma determinada proteina do
parasito reflete diretamente sobre o rendimento desta na fracdo analisada, as proteinas

imunorreativas identificadas foram quantificadas por XIC com o objetivo de avaliar possiveis
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alteracdes na frequéncia e no perfil do reconhecimento proteico de formas tripomastigotas
sanguineas ao longo da infeccdo. Desta forma, a diferenca de abundancia das proteinas de
Trypanosoma sp. obtidas a partir de cada condicdo clinica foi determinada pela ferramenta
TFold integrada ao PatternLab; as analises foram feitas comparando dois grupos por vez
(Figura 4.25). Nos volcano plot gerados, as proteinas representadas em azul apresentaram
diferenca quantitativa estatisticamente significativa entre as condi¢Ges avaliadas. Estas
proteinas estdo dispostas na regido do grafico correspondente a condicdo em que foram
detectadas com maior abundancia. Por exemplo, se a proteina X tivesse sido encontrada em
maior quantidade na condi¢cdo indeterminada em relacdo ao controle, esta proteina estaria
localizada na porcéo inferior do gréfico da figura 25a. Como as proteinas de interesse se
limitam as azuis, as consideracdes seguintes foram feitas com base na distribuicdo desses
pontos.

Nas comparagfes dos trés estdgios clinicos com o controle, este resultou em mais
proteinas diferencialmente abundantes, ao passo que as fragbes obtidas com IgG de
indeterminados, B1 e C apresentaram proteinas com maior diferenca de variacdo (Figura
4.25a-c e tabelas 4.3-4.4). Estas compreenderam principalmente glicoproteinas de carater
patogénico nas trés condicdes (Tabelas 4.3), enquanto no controle foi mais frequente o
reconhecimento de proteinas envolvidas nos processos de biossintese proteica e no
metabolismo energético (Tabelas 4.4).

Em relacdo ao controle, as fracdes imunorreativas para 1gG de pacientes no periodo
indeterminado apresentaram 8 proteinas detectadas com abundancia superior a 2 vezes:
hipotética (gi|70873209), proteina de choque térmico 70 (gi|205278868), proteina ribossomal
S4-simile (gi|205278880), glicoproteina de superficie 85 kDa (gi|46949059), glicoproteina de
superficie Tc-85/32 (gi|37778163), glicoproteina de superficie parcial (gi|508815),
glicoproteina de superficie Tc-85/35 (gi|37778138) e diidropoliamida acetiltransferase
(gi|71665855) (Tabela 4.3). Todas essas proteinas permaneceram em maior quantidade nas
fracOes geradas a partir do reconhecimento por IgG de individuos com cardiomiopatia em
comparacdo ao controle (Tabela 4.3). O volcano plot formado por indeterminada versus B1
demonstra claramente uma predominancia de proteinas diferencialmente abundantes neste
estagio (Figura 4.25d), das quais se destacaram a trans-sialidade parcial (gi|71667091),
hipotética (gi|71407149) e duas variagdes da proteina CAP5.5 associada ao citoesqueleto
(01[71415498 e gi|71401694) (Tabela 4.5). Por outro lado, a comparagdo da condicdo

indeterminado versus C resultou em um perfil mais homogéneo, sendo as proteinas
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antioxidantes as mais abundantes nas amostras referentes a cardiopatas. Estas consistiram em
trés variagOes da triparedoxina peroxidase (gi|17224953, @i|3776134 e gi|70873019). Da
mesma forma, essas proteinas se mantiveram mais abundantes no estagio C em relacéo a B1.
No entanto, as proteinas hipotética (gi|71401264), de superficie TolT (gi|71402301) foram
detectadas com maior variacdo na condicdo C. Nesta anélise, as duas variacOes da proteina
CAP5.5 associada ao citoesqueleto foram observadas novamente como sendo mais
abundantes em B1 (Tabela 4.5). De acordo com 0 BLAST (basic local alignment search tool)
realizado, a proteina hipotética com gi|71401264 possui 92,8% de identidade sequencial com
a proteina de superficie TolT de T. cruzi, enquanto as proteinas hipotéticas com gi|71407149 e
gi|70873209 apresentaram similaridade principalmente com outras proteinas néo

caracterizadas, inclusive de outras espécies.
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Figura 4.25. Analise em pares (TFold) realizada a partir da quantificagdo por XIC das

populacBes proteicas de Trypanosoma sp. identificadas em cada condicdo bioldgica. (a) (b)
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(c) Controle versus indeterminada, B1 e C, respectivamente. (d) (e) Indeterminada versus B1
e C, respectivamente. (f) B1 versus C. Cada ponto representa uma proteina, a qual foi
classificada por cores de acordo com 0s seguintes critérios: azul, apresentou q e p-valores <
0,05 e foldchange acima de 1,3, parametros estabelecidos como cut-off; amarela, apesar de
estatisticamente significante, ndo resultou em foldchange satisfatério; verde, esta dentro do
intervalo de foldchange, mas possivelmente ocorre ao acaso; vermelha, ndo passou em
nenhum cut-off. O teste-t de Student foi empegrado para a média do XIC de cada proteina

individualmente.
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Tabela 4.3. Proteinas imunorreativas detectadas com maior abundancia nas fracdes eluidas

nos ensaios realizados com amostras purificadas de pacientes em relacdo aos de doadores

saudaveis. Todas as proteinas apresentaram p-valor < 0,05.

gi Proteina Indeterminada B1 C
hypothetical protein, conserved
70873209 . ™ (2,02 x) ™(2,2x) 1T (2,27x)
[Trypanosoma cruzi]
205278868  heat shock protein 70 [Trypanosoma cruzi] ™ (3,88 x) ™(33,1x) 1T(2,26%)
205278880 ribosomal protein S4-like Prote/n (4,02 %) 2422%) A (3,99x)
[Trypanosoma cruzi]
kD | i ial
46949059 85 kDa surface glycoprotein, partia 2 (744%) N (872x) 7 (6,60x)
[Trypanosoma cruzi]
37778163 surface glycoprotein Tc—85/3.2, partial 2 (7,48%) 2 785%) A (6,14x)
[Trypanosoma cruzi]
508815 surface glycoprotein, pqrt/al [Trypanosoma (8,44 %) 29.95%) A (6,51x)
cruzi]
37778138 surface glycoprotein Tc—85/3.5, partial 2 (9.8 ) 2 (1043%) 4 (7,29 %)
[Trypanosoma cruzi]
71665855 dihydrolipoamide acety/.trans.ferase precursor 2 (9.9 %) 2 (16,11x) 1 (17,40%)
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
71652789 60S ribosomal prote!n L18a [Trypanosoma i (2,17 %) i
cruzi strain CL Brener
60S ribosomal protein L18a, putative
7 17082 - 2,2 1,84
8801708 [Trypanosoma brucei gambiense DAL972 T(228x) T (184x)
407398664 40S ribosomal protelﬁ S2, putatl\(e i (2,92 %) i
[Trypanosoma cruzi marinkellei
70886533 trans-sialidase, putative [Trypanosoma cruzi] - ™ (4 x) -
407847309 trans-sialidase, putative, _partml i (3,88 %) i
[Trypanosoma cruzi]
flagellar calcium-binding protein, partial
71656920 . . - ™ (4,48 x) -
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
21404593 calpain cysteine p?pt/dqse, partial i T (8.21%) i
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener
71415505 g/ucose—regu/at.ed pr.ote/n 78 [Trypanosoma i i T (2,29%)
cruzi strain CL Brener]
17224953 tryparedoxin peroxidase [Trypanosoma cruzi] - - ™ (8,17 x)
3776134 tryparedoxin peroxidase homo/ogue i i 2 (10,27 %)
[Trypanosoma cruzi]
20873019 tryparedoxin peroxidase, putative i i 2 (10,43 %)

[Trypanosoma cruzi]
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Tabela 4.4. Proteinas imunorreativas de formas tripomastigotas sanguineas menos

abundantes nas fragdes resultantes dos ensaios feitos com IgG de individuos infectados em

comparacédo aos de doadores saudaveis. Todas as proteinas apresentaram p-valor < 0,05.

gi Proteina Indeterminada B1 C
557866029 phosphatase 2C [Trypanosoma cruzi Dm28c] (3,6 x) J (3,35 %) -
71658983 60S ribosomal protfe/n L28 [Trypanosoma cruzi 3 (322x) i i
strain CL Brener]
71420615 heat shock 70 kDa.prot‘em, partial 3 (3,18 %) 3 (2,81 %) i
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener
71405320 ub:qumol—cytochrqme—?—reductase 3 (2,55 %) i i
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
GTP-binding nuclear protein rtb2, putative
7 71 2 2,4 1
08665 [Trypanosoma cruzi] V(2,53 v (2,40%)  L(1,68x)
71411043 aspartate amm'otral.vsferase [Trypanosoma 3 (2,32%) i i
cruzi strain CL Brener]
71658999 pyruvate phosp.hate .d/k/nase [Trypanosoma 3 (2,06 %) U (2.23%) i
cruzi strain CL Brener]
glycosomal glyceraldehyde phosphate
53849777 dehydrogenase, partial [Trypanosoma 4 (1,9%) J (1,99 %) -
boissoni]
70878028 I/6 autoantigen, putative [Trypanosoma cruzi J (1,88 x) - -
70886982 isocitrate dehydrogenase, putatlve 3 (1,72%) U (2,55 %) i
[Trypanosoma cruzi]
unnamed protein product [Trypanosoma
342185771 congolense IL3000] J (1,69 x) J (2,38 x)
mitochondrial processing peptidase, beta
71655600 subunit [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] V(1,68 Y (1,53x)
fructose-bisphosphate aldolase, glycosomal,
70873741 1 21 2
0873 putative [Trypanosoma cruzi V(1,68 V(321 (2,56x)
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
71422451 [Trypanosoma cruzi strain CL Brener Y (1,64x) V(L7
70884377 heat shock 70 kDg protein, mltochondngl 3 (1,54 %) 3 (2,27 %) i
precursor, putative [Trypanosoma cruzi]
elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma),
7087 1,42 1,4 1
0870856 putative [Trypanosoma cruzi V(142X b (LA5x) (1,86x)
557865295 chaperonin alpha subunit [Trypanosoma cruzi i 3 (6,80%) i
Dm28c]
70875641 threonyl-tRNA synthetase, putat/ve i 3 (4,08 %) i
[Trypanosoma cruzi]
70881486 threonyl-tRNA synthetase, putat/ve i 3 (3,75 ) i
[Trypanosoma cruzi]
407835084 elongation factor 2, putative [Trypanosoma i 3 (2,67%) L2,5%)

cruzi]
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71649278

407394855

407831423

686641247

70875294

70877628

18568136

554931738

71420615

70884377

342185771

70886982

53849777

71658999

71661567

71422451

71411043

isocitrate dehydrogenase [Trypanosoma cruzi
strain CL Brener
isocitrate dehydrogenase [NADP],
mitochondrial precursor, putative
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
isocitrate dehydrogenase [NADP],
mitochondrial precursor, putative
[Trypanosoma cruzi

beta-tubulin [Trypanosoma grayi]

glycosomal membrane protein, putative
[Trypanosoma cruzi]
asparagine synthetase A, putative
[Trypanosoma cruzi]

alpha tubulin [Trypanosoma cruzi]

pyruvate phosphate dikinase [Trypanosoma
rangeli SC58]
heat shock 70 kDa protein, partial
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
heat shock 70 kDa protein, mitochondrial
precursor, putative [Trypanosoma cruzi]
unnamed protein product [Trypanosoma
congolense 1L3000]
isocitrate dehydrogenase, putative
[Trypanosoma cruzi]
glycosomal glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase, partial [Trypanosoma
boissoni]
pyruvate phosphate dikinase [Trypanosoma
cruzi strain CL Brener]
hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain
CL Brener]
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
aspartate aminotransferase [Trypanosoma
cruzi strain CL Brener]

4 (2,63 x)

4 (2,62 x)

4 (2,59 x)

4 (2,51 )
4 (2,33 %)
4 (1,95 x)
V(1,76 x)

J (1,74 x)

(1,5 x)

(1,46 x)
L(1,41 %)
L(2,34x)
V(3,6 x)
J (3,02x)
L (2,73 %)
Y (2,3%)

J (2,25 %)

d (2,03 x)

d (1,88 x)

J (1,8 %)

J (1,6 x)
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Tabela 4.5. Proteinas imunorreativas de formas tripomastigotas sanguineas diferencialmente

abundantes nas fracbes adquiridas a partir das diferentes condic¢Bes clinicas da doenca de

Chagas. Todas as proteinas apresentaram p-valor < 0,05.

Indeterminada Indeterminada B1
gi Proteina X X X
Bl C C
a07835084  €longation factor 2, putative Mind (337x) 1 Ind (3,16 X) -
[Trypanosoma cruzi]
mitochondrial processing peptidase
70884738 alpha subunit, putative 1 Ind (3,25 x) - -
[Trypanosoma cruzi]
mitochondrial processing peptidase
557863387 alpha subunit [Trypanosoma cruzi M Ind (2,84 x) - -
Dm28c]
686641247  beta-tubulin [Trypanosoma grayi] M Ind (2,2 x) - ™ C(1,67 x)
putative heat shock protein 70 i
340059366 [Trypanosoma vivax YA86] M Ind (2,04 x) M Ind (2,73 x)
RecName: Full=Heat shock 70 kDa
protein :
123603 gi|10622|emb|CAA30115.1] Mind (2,04x) 1 Ind (2,23 %) -
unnamed protein product
[Trypanosoma cruzi]
270885364 40S ribosomal protein 518, 'putatlve 2 Ind (1,65 ) A Ind (1,31 %) i
[Trypanosoma cruzi]
heat shock 70 kDa protein,
70884377  mitochondrial precursor, putative MInd (1,46 x) 1 Ind (1,95 x) -
[Trypanosoma cruzi]
70875204  9Wvcosomalmembrane protein, g 4e iy Ac(138%) 4 C(2,01%)
putative [Trypanosoma cruzi]
71418672 trans-s:a/ldas.e [Trypanosoma cruzi 2 B1 (1,38 x) i 2 B1(L61x)
strain CL Brener]
70866998 trans-sialidase, putative 2 B1 (1,41 x) ; 2 B1 (2,08 x)
[Trypanosoma cruzi]
70876193 trans-sialidase, putative 2 B1 (1,43 x) ; 2 B1 (1,54 x)
[Trypanosoma cruzi]
60S ribosomal protein L18a
71652789 [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] T B1(1,54x) i i
20869458 trans-sialidase, putat{ve 2 B1(154x) i i
[Trypanosoma cruzi]
71653101 trans-SIa/Idas.e [Trypanosoma cruzi 2 B1 (1,57 x) i i
strain CL Brener]
dihydrolipoamide acetyltransferase
71665855 precursor [Trypanosoma cruzi strain -~ > B1 (1,62 x) ™ C(1,75x) -

CL Brener]
trans-sialidase, putative, partial

407862142 .
[Trypanosoma cruzi]
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trans-sialidase [Trypanosoma cruzi

71409133 strain CL Brener]
60S ribosomal protein L18a, putative
788017082  [Trypanosoma brucei gambiense
DAL972]
putative trans-sialidase
557851571 [Trypanosoma cruzi Dm28c]
71655621 trans-SIa//das.e [Trypanosoma cruzi
strain CL Brener]
61207158 actin [Trypanosoma cruzi]
20860702 trans-sialidase, putat{ve
[Trypanosoma cruzi]
71405490 trans—s:a/:da;e [Trypanosoma cruzi
strain CL Brener]
20879740 40S ribosomal protein S17, 'putatlve
[Trypanosoma cruzi]
71424303 ribosomal prote.m L%lE (60S)
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
71658983 60S r/bosomal. protf»:’/n L28
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
71404593 calpain cysteine p?pt/dgse, partial
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
70878028 I/6 autoantigen, putaiz“/ve
[Trypanosoma cruzi]
20887200 ribosomal protein L35A, p.utat/ve
[Trypanosoma cruzi]
trans-sialidase, partial
71667091
66709 [Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
71407149 hypothet/cg/ prqtem [Trypanosoma
cruzi strain CL Brener]
cytoskeleton-associated protein
71415498 CAP5.5 [Trypanosoma cruzi strain CL

Brener]
cytoskeleton-associated protein
71401694  CAPS5.5, partial [Trypanosoma cruzi
strain CL Brener]
hypothetical protein TCDM_03483
[Trypanosoma cruzi Dm28c]
pyruvate phosphate dikinase
[Trypanosoma rangeli SC58]
fructose-bisphosphate aldolase,
70873741 glycosomal, putative [Trypanosoma
cruzi]
trans-sialidase, putative, partial
[Trypanosoma cruzi]
aspartate aminotransferase
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]

557864512

554931738

407847309

71411043
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1 B1(1,64x)

™ B1(1,67x)

1 B1 (1,67 x)
1 B1 (1,73 x)
1 B1 (1,85 x)
N B1 (1,85 x)
N B1 (1,91 )
N B1 (1,96 x)
N B1 (1,97 x)
1 B1 (2,05 x)
1 B1 (2,07 x)
M B1 (2,47 x)
1 B1 (3,88 x)
N B1 (8,45 x)

1 B1 (14,51 x)

N B1 (30,98 x)

1 B1 (32,24 x)

™ C(1,6x)

™ C(1,48x)

N C (1,85 x)

N C (2,06 x)

M Ind (2,89 x)

A Ind (1,70 x)

™ Ind (1,52 x)

M Ind (1,49 x)

™ C(1,44x)

1 B1 (1,39 x)
1 B1 (1,89 x)
N B1 (1,64 x)
N B1 (1,8 X)

1 B1 (5,33 x)

N B1 (4,97 x)

N B1 (4,54 x)

N B1 (4,57 x)

1 B1 (2,05 x)



70866571

70863794

70860135

71401264

71404821

71402301

17224953

3776134

70873019

71659632

71412832

554931396

70876805

508815

70886533

37778138

70869479

70867966

70875275

70867094

71415505

449802217

71393086

GTP-binding nuclear protein rtb2,
putative [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein, conserved
[Trypanosoma cruzi]
trans-sialidase, putative
[Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein [Trypanosoma
cruzi strain CL Brener]
trans-sialidase [Trypanosoma cruzi
strain CL Brener]
surface protein TolT [Trypanosoma
cruzi strain CL Brener]
tryparedoxin peroxidase
[Trypanosoma cruzi]
tryparedoxin peroxidase homologue
[Trypanosoma cruzi]
tryparedoxin peroxidase, putative
[Trypanosoma cruzi]
proteasome alpha 1 subunit
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
trans-sialidase [Trypanosoma cruzi
strain CL Brener]

ATP synthase alpha chain,
mitochondrial precursor
[Trypanosoma rangeli SC58]
trans-sialidase, putative
[Trypanosoma cruzi]
surface glycoprotein, partial
[Trypanosoma cruzi]
trans-sialidase, putative
[Trypanosoma cruzi]
surface glycoprotein Tc-85/35,
partial [Trypanosoma cruzi]
trans-sialidase, putative
[Trypanosoma cruzi]
trans-sialidase, putative
[Trypanosoma cruzi]
60S ribosomal protein L30, putative
[Trypanosoma cruzi]
surface protease GP63, putative
[Trypanosoma cruzi]
glucose-regulated protein 78
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
Chain Q, High-resolution Cryo-
electron Microscopy Structure Of
The Trypanosoma Brucei Ribosome
trans-sialidase, partial
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]

N C(1,5%)
N C (2,12 )
N C (2,14 )
N C (2,59 x)
™ C(2,8%)
N C(3,7%)
N C(7,24 )
N C (8,53 x)

N C(9,32x)

™ C(1,42x)

™ C (2,64 )
N C (5,52 X)
N C(2,62X)
N C (4,99 X)
N C (3,25 )
N C (4,51 X)
N C (4,15 X)
N B1(7x)

N B1(1,83 %)

N B1 (1,58 x)

N B1 (1,52 x)
N B1 (1,52 x)
N B1 (1,47 x)
N B1 (1,43 x)
N B1 (1,41 x)
N B1 (1,34 x)
N C (1,39 %)
N C (1,64 X)

N C (2,12 x)

™ C(2,5%)

N C(2,91x)
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5. Discussao



No hospedeiro vertebrado, a forma tripomastigota sanguinea consiste na forma
extracelular do T. cruzi essencialmente responsavel pela disseminacdo da infecgdo mediante a
invasdo de células nucleadas, inclusive fagdcitos. Dessa forma, corresponde ao estagio
evolutivo mais exposto e provavelmente com maior contribuicdo para a ativacdo da resposta
imune do hospedeiro a partir do reconhecimento de moléculas de superficie e secretadas
(Camargo et al., 1997; revisto em Krettli & Brener, 1982; Brener & Gazzinelli, 1997;
Almeida & Gazzinelli, 2001), sendo, portanto, escolhido como objeto do presente estudo.

O T. cruzi utiliza 0 mecanismo de secrecdo/excrecdo de moléculas associadas ou nao a
vesiculas com diferentes finalidades, dentre as quais se destacam (1) a influéncia sobre as
células do hospedeiro, que podem se tornar mais suscetiveis a invasdo, aumentando assim o
parasitismo tecidual e a resposta inflamatéria local, (2) a atuacéo na evasao do sistema imune
e a (3) modulacéo do perfil de citocinas ao longo da infeccdo (Torrecilhas et al., 2009; Cestari
et al., 2012; revisto em Torrecilhas et al., 2012). Essas vesiculas podem conter acidos
nucleicos, lipideos, glicoconjugados e proteinas envolvidas em diversos processos
metabolicos, as quais podem apresentar caracteristicas antigénicas (Umezawa et al., 1996;
Bayer-Santos et al., 2013; Garcia-Silva et al., 2014). Glicoproteinas presentes ha membrana
plasmética tém sido associadas a viruléncia do parasito; no entanto, estas proteinas também
podem ser liberadas para o meio extracelular pela clivagem da ligagdo com ancoras de GPI ou
via secre¢do por vesiculas (Gongalves et al., 1991; Frevert et al., 1992; Abuin et al., 1996;
recepto em Colli & Alves, 1999). A distribuicdo das moléculas do T. cruzi no hospedeiro
pode estender a sua atuacdo patogénica, como no caso das trans-sialidases. Estas enzimas
transferem moléculas de &cido sialico de glicoconjugados do hospedeiro para mucinas
presentes na superficie do protozoario, porém quando sollveis no meio, podem promover
deplecédo de timdcitos, trombocitopenia e eritropenia, sendo a sua atividade interrompida por
meio da interacdo com anticorpos (de Titto & Araujo, 1988; Leguizamoén et al., 1994,
Leguizam6n et al., 1999; Tribulatti et al., 2005). Adicionalmente, Rodriguez-Angulo e
colaboradores (2015) demonstraram que proteinas imunorreativas liberadas por
tripomastigotas sdo capazes de gerar alteracbes no funcionamento cardiaco de ratos, como
arritmia e bloqueio atrioventricular completo, sendo esses quadros revertidos mediante a
neutralizacdo dessas por IgG presentes no soro de pacientes com cardiopatia chagasica. Como
a permanéncia da resposta inflamatoria nessa infeccdo estd relacionada a persisténcia do
parasito, e ao longo do seu desenvolvimento ocorre uma mudanca no padrdo de proteinas

reconhecidas por IgG (Umezawa et al., 1996), neste trabalho hipotetizamos que este evento
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pode estar associado a progressdo de lesdes, mais especificamente no miocérdio, incitando a
busca de candidatos a biomarcadores.

Os anticorpos podem reconhecer epitopos determinados por regides continuas ou
descontinuas, sendo estas as mais frequentes em proteinas (Barlow et al., 1986; revisto em
Sela-Culang et al., 2013). Portanto, para minimizar a perda de epitopos descontinuos sem
comprometer a solubilidade do contetido proteico, foram testadas quatro solugdes de lise com
capacidade desnaturante moderada para a extracdo de proteinas do parasito. Devido a
presenca de microtibulos subpeliculares no T. cruzi, ciclos de congelamento e
descongelamento foram adicionados ao processo para auxiliar na ruptura celular, como
previamente descrito pelo nosso grupo (Menna-Barreto et al., 2010; Brunoro et al., 2015).

Além dos inibidores de proteases, todas as solu¢des foram compostas por Tris e 1% de
NP-40. O primeiro é um sal que pode ser empregado tanto para estabilizar o pH da solucéo
quanto para ajudar na solubilizacdo de proteinas ao prevenir interagdes proteicas, mesma
funcéo exercida pelo detergente NP-40. A solucéo de lise 2, selecionada para dar continuidade
aos experimentos, difere da solucdo 1 apenas pela presenca de sacarose nesta; no entanto, a
diferenca no rendimento foi de 25%. A sacarose atua como um criopreservante diminuindo a
desnaturacdo proteica nos ciclos de congelamento e descongelamento, sendo também capaz
de manter a integridade das membranas (Strauss & Hauser, 1986; Anchordoquy et al., 2001).
Adicionalmente, a concentracdo de 250 mM de sacarose estabiliza os lisossomos através do
balanco osmético do meio, evitando a liberacdo do seu conteddo. Na solucdo 1, a
concentracdo de sacarose utilizada (200 mM) pode ter influenciado na reducdo da quantidade
de proteina extraida (Lloyd & Mason, 1996). Interessantemente, a solucdo de lise 3,
constituida pela mesma concentracdo de sacarose, apresentou um rendimento médio préximo
a solucdo 1 (53,4 e 60,5 g, respectivamente). Entretanto, a solucdo 3 foi capaz de extrair
mais proteinas em comparacdo a solucdo 4, a qual obteve o pior resultado dentre todas
testadas. Esta solucdo ndo foi acrescida de nenhum composto, sendo, portanto, constituida
apenas pelos reagentes em comum, mantendo o seu pH basico. Nos géis unidimensionais, 0s
perfis das amostras extraidas com as solucdes 1, 2 e 3 apresentaram 0 mesmo padrdo de
intensidade de coloragdo, enquanto os extratos da solugéo 4 resultaram em bandas mais
intensas, inclusive na regido de menor massa molecular. Este resultado sugere que a dosagem
de proteinas dos extratos das solucfes 4 pode estar subestimada em relacdo as demais, embora
os dados de padronizagdo da quantificagdo de proteina ndo tenham demonstrado graus de

interferéncia evidentemente distintos entre as solucGes de lise (dados ndo mostrados). Os
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perfis de eletroforese uni e bidimensional apontaram para semelhangas nos contetdos
proteicos extraidos pelas quatro solugées de lise, principalmente entre 1 e 2 (Figura 4.2). Nos
quatro géis bidimensionais (Figura 4.3), foi possivel perceber que ndo houve, de maneira
geral, extracdo preferencial de proteinas de acordo com massa molecular ou pontos
isoelétricos especificos. Essas observagcbes foram validadas posteriormente pelas
identificacGes proteicas obtidas a partir das anélises por LC-MS/MS.

Em todos os extratos avaliados, a quantidade de proteinas de Trypanosoma sp. foi
reprodutivel, representando em média 81% das identificacdes. Considerando essas populacdes
proteicas, em torno de 69,2% foram extraidas por pelo menos duas solucées de lise. Todas as
solucBes resultaram na identificacdo de glicoproteinas importantes na patogénese do T. cruzi,
como mucinas (TcMUCII, MASP), trans-sialidades e a protease gp63. Estas proteinas
geralmente se encontram ancoradas a membrana plasméatica do parasito por meio de
moléculas de GPI e participam dos processos de invasao da célula hospedeira e/ou resisténcia
ao sistema imune (revisto em DosReis, 2011). Por outro lado, também foram identificadas
proteinas envolvidas em diferentes vias metabdlicas e compartimentos celulares. Esta
heterogeneidade apresentada pelos extratos das quatro solugdes de lise amplia a possibilidade
de deteccdo de proteinas imunorreativas nos ensaios posteriores, visto que tanto proteinas
secretadas quanto encontradas na superficie do parasito podem possuir carater antigénico. As
identificacGes de proteinas exclusivas as solugdes 1 a 4 corresponderam a 6,8, 7,0, 7,4 e 9,6%,
respectivamente. Proteinas hipotéticas representaram quase 50% dessas identificacbes nas
solucdes 1 e 2 e cerca de 33% nas solucbes 3 e 4.

Além de proteinas de Trypanosoma sp., também foram obtidas identificacdes
correspondentes a proteinas de M. musculus e H. sapiens. A identificacdo de proteinas
humanas correspondeu principalmente a variacdes de queratina. Esta contaminacéo € inerente
a manipulacdo da amostra, em especial durante a tripsinizacdo. A maior abundancia de
proteinas de camundongos decorre do processo de obtencdo do parasito. Em adicdo a
interacdo parasito-célula hospedeira, o T. cruzi adere moléculas sollveis e plaquetas, que
podem ndo ser dissociadas durante a centrifugacdo diferencial. Por exemplo, estdo presentes
nos extratos as proteinas C3, C4b e C1q do sistema complemento. Para inibir a ativacdo desta
via, essas moléculas séo adsorvidas a superficie do parasito por meio da interacdo com as
proteinas CRP (complement regulatory protein) e calreticulina (Joiner et al., 1986; Norris et
al., 1991; Ferreira et al., 2004), também identificada neste estudo. A presenca de proteinas

anti-oxidantes do hospedeiro e demais moléculas envolvidas na modulagdo do sistema imune
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(TGF-B, CTLA2-0, CD47), sugere a ocorréncia de uma resposta inflamatéria no tecido
cardiaco, intensamente infectado pela cepa Y do T. cruzi em camundongos suicos (Nunes et
al., 1992). Mediante o contato com os mecanismos de defesa do hospedeiro, as formas
tripomastigotas sanguineas podem alterar o perfil de expressdo proteica, mantendo a sua
viabilidade. NOs realizamos a extracdo de proteinas nos parasitos isolados no pico de
parasitemia, pois assumimos que neste momento haveria uma maior frequéncia de
protozoarios que ja teriam sofrido essa modulacdo e, desta forma, aumentariamos nossas
chances de detectar proteinas que de fato sdo expostas a interacdo com moléculas do
hospedeiro, inclusive anticorpos.

Por se tratar de uma infeccdo que majoritariamente evolui para a fase crénica, foram
feitos ensaios com diferentes condi¢Ges para a purificacdo de 1gG de soro humano por
cromatografia de afinidade. Pacientes nos periodos indeterminado e cardiaco podem
apresentar todas as subclasses de IgG, sendo a IlgG4 menos reativa aos antigenos do T. cruzi
(Hernandez-Bercerril et al., 2001; Romeiro et al., 1984). As moléculas do parasito podem ser
reconhecidas por mais de uma subclasse ou apresentar restricdo a apenas uma (Spinella et al.,
1992; Pereira et al., 2003; Flechas et al., 2009). Dessa forma, neste trabalho, foram utilizadas
colunas de proteina G, um receptor Fc tipo Il capaz de adsorver todas as subclasses de IgG
humana ao interagir preferencialmente com a porcdo Fc destas proteinas (Bjorck & Kronvall,
1984; Villens & Toomik, 1993; Lund et al., 2011). Neste processo, os dominios C1, C2 e C3
das proteinas G se ligam na regido entre os dominios de imunoglobulina da cadeia pesada Cy2
e Cu3 (Stone et al., 1989; Sauer-Eriksson et al., 1995). A ligacdo da proteina G a porcdo Fab
(fragment antigen binding) de 1gG humana também pode ocorrer e provavelmente decorre da
interacdo entre os dominios C3 e Cuyl, como observado para 0 mesmo isotipo de
camundongos (Derrick & Wigley, 1994; Enrtell et al., 1988). Uma vez que o fabricante da
coluna ndo informa os dominios presentes na proteina G imobilizada, é importante ressaltar
que ja foi descrita uma isoforma dessa proteina, a qual contém dois dominios de ligacdo para
IgG, B1 e B2 (Fahnestock et al., 1986; Gornenborn & Clore, 1993). Estes possuem estruturas
primarias idénticas aos dominios C1 e C3, respectivamente (Sauer-Eriksson et al., 1995). A
proteina G se liga com maior afinidade a por¢do Fc em comparagdo a Fab, o que pode ter
ocasionado os arrastes obervados nos picos eluidos com 0,1 M de glicina pH 2,7 (Figura 4.8).
Por outro lado, assim como ocorre no reconhecimento de 1gG por receptores humanos Fcy 11
(FcyRIID), a glicosilacdo influencia na afinidade da proteina G ao anticorpo (Radaev & Sun,

2001). Na auséncia desta modificagdo pos-traducional, a capacidade de ligacdo da proteina G
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a 1gG pode ser reduzida em duas vezes (Radaev & Sun, 2001). Em FcyRIIl, a interacdo é
dependente da glicosilagdo do dominio Cn2, de modo que variagbes na composicdo de
carboidratos podem modular esse processo (Ferrara et al., 2011; Nimmerjahn et al., 2007;
Krapp et al., 2003; Radaev & Sun, 2001; revisto em Jefferis & Lund, 2002). Assim como a
Fc, a porcdo Fab também possui sitios de glicosilagdo, no entanto as glicoformas adicionadas
as duas porcoes geralmente diferem e podem ser alteradas de acordo com circunstancias
fisioldgicas e/ou patologicas (revisto em Vidarsson et al., 2014). Dessa forma, a variabilidade
dos complexos glicidicos e a diversidade de populacdes de IgG presentes no soro podem ter
influenciado a afinidade entre a proteina G e os seus ligantes, contribuindo para gerar o
arraste. Dentre as condigOes avaliadas, a maior eficiéncia na dessor¢do do analito foi
alcancada com 0,1 M de glicina pH 2,1 (Figura 4.8), sendo este escolhido como tampé&o
padrdo para a etapa de eluicéo.

Na separacdo por SDS-PAGE das proteinas presentes nas fracoes coletadas na coluna
de proteina G e na cromatografia de exclusdo molecular, foram detectadas cadeias
polipeptidicas na faixa de massa molecular superior ao esperado. Além das cadeias pesada e
leve de IgG, a analise por MALDI-TOF/TOF dessas bandas resultou na identificacdo de
proteinas com motivos imunoglobulina-simile, especialmente C1, caracteristico do dominio
constante de anticorpo. O dominio imunoglobulina é mais frequente em proteinas envolvidas
na resposta imune e estd associado principalmente ao reconhecimento de moléculas na
superficie celular (revisto em Williams & Barclay, 1988). Apesar de se encontrarem na regido
do gel acima de 66 kDa, nenhuma dessas proteinas possui massa molecular maior que 56,5
kDa (Tabela 4.1). A presenca das cadeias leve e pesada de 1gG nessas bandas pode ser devido
a variacao na sua porcao glicidica, que pode representar de 4 a 18% da glicoproteina (Mimura
et al., 2007; revisto em Vidarsson et al., 2014). Além de contribuir para aumentar a massa
molecular, os carboidratos podem interferir na interacdo de moléculas de SDS com os
aminoacidos, modificando o padrdo de migracdo da proteina (Righetti et al., 2001; Hames,
1998). Possivelmente, 0 mesmo efeito ocorreu com 0s contaminantes, visto que diferentes
proteinas apresentam essa modificacdo pos-traducional nos seus dominios de imunoglobulina,
que podem possuir até seis sitios de glicosilacdo (revisto em Barclay, 2003). O MALDI-
TOF/TOF possui alta sensibilidade, no entanto, a cocristalizacdo da amostra com a matriz
geralmente resulta em uma distribuicdo heterogénea das cadeias polipeptidicas ou na
supressdo de sinal destas, o que pode interferir na deteccdo e, principalmente, na

quantificacdo dessas moléculas (revisto em Duncan et al., 2008). Desta forma, para conseguir
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determinar 0 maximo de possiveis contaminantes e o grau de homogeneidade apos a
cromatografia de afinidade, uma amostra purificada de paciente em estagio C foi analisada no
espectrometro de massas Q Exactive Plus Orbitrap seguindo a abordagem shotgun. Este
equipamento possui alta acuracia e resolucdo, sendo capaz de detectar cadeias polipeptidicas
em um amplo intervalo dindmico (Michalski et al., 2011; Eliuk & Marakov, 2015). Assim,
foram identificadas proteinas fora do espectro de interesse, como albumina, haptoglobina, C3,
Clq, apoliproteina; estas sdo comumente encontradas em altas concentracbes no plasma
humano (revisto em Anderson & Anderson, 2002), o que dificulta a sua eliminagdo no
processo de purificacdo, entretanto, menos de 3% de identificacbes corresponderam a
contaminantes, o que demonstra uma alta eficiéncia na purificacdo de IgG pela coluna de
proteina G utilizada. Nessa andlise, a maioria dos contaminantes possuia massa molecular
menor que 66 kDa.

Os soros de individuos saudaveis e infectados resultaram em baixa variagdo na
quantidade de amostra purificada e perfis eletroforéticos. Porém, foi observada uma diferenca
na intensidade e tamanho das bandas correspondentes, provavelmente causadas pela
interferéncia da porcao glicidica das 1gGs, que podem variar entre os individuos e sofrer
influéncia de outros fatores, como mencionado anteriormente. A reatividade das amostras
purificadas a proteinas de formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do T. cruzi foram
primeiramente avaliadas por western blot. Neste ensaio, ficou evidente a diferenca da
capacidade de reconhecimento de proteinas do parasito pelas IgGs de individuos saudaveis ou
infectados. Assim, a etapa seguinte consistiu na captacdo das proteinas imunorreativas por
imunoprecipitacdo realizada com beads magnéeticas. Dado que estas particulas sdo recobertas
por proteinas G e que a propor¢do de antigenos e IgG reativas presentes nos extratos proteicos
e amostras purificadas, respectivamente, sdo desconhecidos, diferentes relagdes de
concentracdo de anticorpo e quantidade de proteinas totais aplicadas no ensaio foram
avaliadas para a otimizacdo do reconhecimento e deteccdo das proteinas imunorreativas
presentes nas amostras.

As fragbes teoricamente contendo proteinas retidas dos experimentos de
imunoprecipitacdo feitos com cross-linking ndo apresentaram cadeias polipeptidicas
detectadas em SDS-PAGE, independente da quantidade de anticorpo e proteinas do parasito
adicionadas e das condicdes de incubacdo. A imobilizacdo covalente das 1gGs foi realizada
pelo agente de cross-linking DMP, como recomendado pelo fabricante das beads magnéticas.

Cada extremidade dessa molécula possui um grupamento imidoéster que reage com grupos
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amina, formando ligacGes estaveis de amidina (Hermanson, 1996). No pH 8,9, utilizado nos
experimentos, 0 DMP reage preferencialmente com e-amina de lisina (Hunter & Ludwig.,
1962). Embora este reagente seja extensivamente utilizado nos ensaios de imunoprecipitacao,
0s nossos resultados sugerem uma possivel interferéncia da realizacdo de cross-linking no
reconhecimento de antigenos pelos anticorpos, o que suporta a reducdo de atividade dos
anticorpos observada por Bergstrom e Mandenius (2011). Possivelmente, essa reacdo pode ter
alterado a conformacéo da IgG, reduzindo a sua afinidade ao epitopo. O aumento da oferta de
antigenos poderia ter viabilizado um melhor rendimento na imunoprecipitacdo; entretanto,
frente ao nosso desenho experimental, um maior volume de amostra por ensaio seria inviavel
devido ao meétodo de obtencdo do parasito. Alternativamente, ndo podemos excluir a
possibilidade de reacdes de cross-linking terem ocorrido intraproteina, inclusive nas CDR
(complementarity determining region). Apesar da ocorréncia de lisina ser menos abundante
nessas sequéncias, foi demonstrado que na CDR3 da cadeia pesada de humanos, associada a
especificidade e afinidade da interacdo antigeno-anticorpo, esse aminoécido possui maior
frequéncia em relacdo as de camundongo (Shi et al., 2014). O monitoramento por SDS-PAGE
das fracOes eluidas acusou a formacdo de complexos na auséncia de cross-linking, reforcando
a hipotese de esta reacdo alterar o processo de reconhecimento.

Nos ensaios realizados com o protocolo sem cross-linking, a concentracdo de
anticorpo apresentou maior influéncia sobre a capacidade de deteccdo das proteinas
imunorreativas no passo seguinte, modulando o resultado de maneira independente a
proporcéo de proteinas do parasito aplicada. Como a padronizacdo da imunoprecipitacao foi
realizada com amostra purificada de paciente cardiopata em estagio C, concluiu-se que a
quantidade de anticorpo reativa as proteinas do T. cruzi representava uma fracdo muito
pequena da populacéo total de 1gG. Desta forma, para este estudo, foi necessario aumentar o
volume de beads magnéticas para 10 pL. Paralelamente, para potencializar a formacdo de
complexos, a incubagdo de 1gG com o extrato proteico do parasito foi realizada a 37 °C. Sob
essas condicOes, as proteinas extraidas com a solucéo de lise 2 ndo foram capazes de interagir
inespecificamente com as beads magnéticas, sendo as proteinas identificadas na fragdo retida
deste experimento correspondentes & contaminagdo, especialmente por queratina.

Assim como observado nos ensaios de western blot, na imunoprecipitacdo foi
detectado o reconhecimento inespecifico de proteinas da forma tripomastigota sanguinea por
IgG provenientes de soros controle. Outros estudos também ja descreveram reagdes cruzadas

de anticorpos de doadores saudaveis, inclusive de areas ndo endémicas, com proteinas do T.

87



cruzi, como HSP (heat shock protein) 70 e um peptideo sintetizado a partir de sequéncias
repetidas da proteina ribossomal 60S L19 (Requena et al., 1993; Saba et al., 2013). De acordo
com 0s nossos resultados, as amostras purificadas de controles levaram a maior identificagdo
de proteinas envolvidas em vias da biossintese proteica, além de proteinas do metabolismo
energético. Porém mais estudos sdo necessérios para entender a base dessa reatividade,
incluindo saber se o reconhecimento ocorre em regides conservadas entre patégenos. Apesar
desse evento, as IgG de pacientes, especialmente nos casos de lesdo cardiaca diagnosticada,
foram capazes de resultar em maiores quantidades de proteinas imunorreativas identificadas.
A amostra purificada do paciente que obteve baixa marcagdo no ensaio de western blot,
restrita a apenas uma banda, resultou na formagéo de complexos na imunoprecipitagdo, porém
foi observado um menor rendimento de proteinas de Trypanosoma sp. em relacdo as demais
amostras purificadas de individuos com a mesma classificacdo clinica. A diferenca nos
resultados de reatividade entre as duas técnicas estd associada as condicOes distintas de
desnaturacdo empregadas nos experimentos. No western blot, o reconhecimento das cadeias
polipeptidicas se limita aos epitopos continuos, o que pode nédo ser reproduzido na auséncia da
desnaturacdo proteica (Forsstrom et al., 2015; Zhou et al., 2007). Entretanto, estes dados
demonstram que o western blot atuou como um bom indicador da capacidade de reatividade
das amostras. Nesse experimento, proteinas com cerca de 97, 45 e 30 kDa apresentaram
marcagBes mais frequentes e com maior intensidade. Porém o extrato do parasito possui uma
grande quantidade de glicoproteinas, o que dificulta fazer um paralelo com as identificacdes
de LC-MS/MS.

Imunoglobulinas G de camundongos foram identificadas em todas as fragdes retidas,
com excecdo das adquiridas nos ensaios de ligacdo inespecifica; diante da auséncia de
interacdo com a matriz, a presenca destas proteinas nas fracdes retidas indica uma diferenca
de especificidade de epitopo em relacéo aos anticorpos de origem humana. E importante frisar
que contaminagfes interamostras durante as analises no espectrdbmetro de massas foram
eliminadas a partir de dois passos de lavagens com 80% de tampéo B (0,1% de acido férmico
em acetonitrila), os quais foram suficientes para remover proteinas ainda presentes na coluna
cromatografica.

Dentre as proteinas que foram detectadas reprodutivelmente com maior abundancia
nas fragdes retidas com IgG de pacientes, cinco sdo reconhecidas apenas mediante a presenca
de infeccdo. Estas correspondem & HSP70 (heat shock protein) e quatro glicoproteinas de

superficie (parcial, 85 kDa, Tc-85/32 e Tc-85/35). Interessantemente, outras variacGes da
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HSP70 se mostraram diferencialmente abundantes nas fragdes obtidas nos ensaios feitos com
amostras purificadas de doadores saudaveis, sugerindo que a reagdo cruzada de epitopos
conformacionais pode ser restrita a algumas populacbes proteicas dessa familia. As
glicoproteinas 85 kDa, Tc-85/32 e Tc-85/35 pertencem a familia de gp85/trans-sialidases, que
sdo expressas somente na forma infectante do parasito, estando envolvidas no processo de
invasdo da célula hospedeira (revisto em Alves & Colli, 2008). Este evento pode ser facilitado
a partir da interacdo da sequéncia FLY, conservada nessas glicoproteinas, com filamentos
intermediarios, 0s quais sao reorganizados frente a consequente sinalizacao de desfosforilacéo
(Magdesian et al., 2007; revisto em Alves & Mortara, 2009). Além disso, o dominio FLY
pode promover adesdo ao se ligar a moléculas da matriz extracelular. Esses fatores
provavelmente estdo relacionados a capacidade desse motivo em influenciar a distribuicdo e
tropismo dos parasitos, sendo observada uma maior ligacdo ao endotélio do tecido cardiaco
(Tonelli et al., 2010; Mattos et al., 2014). A glicoproteina parcial provavelmente também
corresponde a um fator de viruléncia devido a sua atividade de sialidase. Diante desses dados,
as glicoproteinas se mostraram bons candidatos a marcadores da doenca de Chagas.
Entretanto, devido ao alto polimorfismo desses genes, mais estudos sdo necessarios para testar
esta hipotese.

Como o objetivo principal deste trabalho consiste na identificagdo de potenciais
biomarcadores de progressdao de lesdo cardiaca, as diferencas quantitativas das proteinas
identificadas pelas formas clinicas também foram avaliadas. Na comparacao entre amostras
de origem indeterminada e B1, oito proteinas foram detectadas com abundancia relativa acima
de duas vezes neste estagio da infec¢do. Entretanto, duas destas proteinas chamaram atencéo
por superarem a diferenca quantitativa em mais de trinta vezes. Tais proteinas correspondem a
variacdes da CAP5.5 associada ao citoesqueleto, caracterizadas como calpaina-simile por
apresentarem homologia com o dominio Il responsavel pela atividade cisteino-protease das
calpainas (Hertz-Fowler et al., 2001; Ersfeld et al., 2005). Nos tripanossomatideos, a
similaridade dessas sequéncias costuma ser em torno de 45%, de modo que as calpaina-
similes nesses protozoarios geralmente ndo apresentam os residuos-chave do dominio II.
Sendo assim, ainda ndo se sabe ao certo quais fungdes moleculares essas proteinas podem
desempenhar (Ersfeld et al., 2005). A CAP5.5 foi descrita pela primeira vez em T. brucei,
onde foi verificada a sua ligagdo com microtabulos subpeliculares; a observacdo de
modifica¢bes pos-traducionais, como miristoilacdo, palmitoilacdo e acilacdo, indicam que

essa proteina também se associa a membrana plasmatica, promovendo a organizagdo
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adequada do citoesqueleto, inclusive durante a citocinese (Portman & Gull, 2014; Hertz-
Fowler et al., 2001). Mediante a sua expressao estagio-especifica, os autores tém sugerido que
essa proteina pode possuir outras funcdes além da estrutural (Hertz-Fowler et al., 2001). A
deteccdo de variacbes da CAP5.5 em formas do T. cruzi com propriedades proliferativas
distintas suporta essa hipdtese (Cordero et al., 2009; Brunoro et al., 2015). Adicionalmente,
para outras calpaina-similes deste parasito, foi descrita uma variacdo de expressdo estimulada
por condicdes de estresse (Giese et al., 2008).

Em comparacdo as amostras de pacientes no periodo indeterminado, nove proteinas
sdo pelo menos duas vezes mais abundantes nas fragdes imunogénicas aos anticorpos de
pacientes cardiopatas em estagio C. Entre essas proteinas, trés variacdes da proteina
triparedoxina peroxidase e a proteina de superficie TolT se destacaram. A triparedoxina
peroxidase € uma enzima anti-oxidante, envolvida na destoxificacdo de H,O, e ONOO-
(Pifieyro et al., 2011), apresentando variagOes localizadas no citoplasma e na mitocondria
(revisto em Peloso et al., 2016). Como mencionado anteriormente, a cardiomiopatia chagésica
é marcada por uma resposta pro-inflamatéria intensa. Frente a maior producdo de ROS e NO
para a eliminacdo do parasito, entre outras funcdes, o T. cruzi aumenta a sua expressao
citosolica e mitocondrial de triparedoxina peroxidase com a finalidade de neutralizar a
resposta citotdxica de macréfagos (Gadelha et al., 2013; Alvarez et al., 2011). Em
Leishmania, a proteina mitocondrial também pode assumir um papel de chaperona (Castro et
al., 2011; revisto em Peloso et al., 2016). Durante o estresse oxidativo, somente a proteina
presente no citosol € secretada (Gadelha et al., 2013). A proteina de superficie de TolT possui
identidade de sequéncia (32-37%) com a proteina TolA de bactérias Gram-negativas, de modo
que também se caracteriza por ser uma molécula imunogénica, capaz de ativar uma resposta
pré-inflamatdria com envolvimento de células T CD4" (Quanquin et al., 1999).

Ao analisar as fracGes originarias do reconhecimento de amostras purificadas de Bl
versus C, as proteinas CAP5.5 associadas ao microtibulo se mantiveram mais abundantes (>
4,5 vezes) na infeccdo com menor grau de comprometimento cardiaco, ao passo que as
triparedoxinas peroxidases e a proteina de superficie TolT foram detectadas em maior
quantidade (> 4,1 vezes) na condi¢do de maior dano no miocérdio. Nessa compara¢do, mais
quatro proteinas apresentaram diferenca de expressdo reprodutiveis. Assim como em relacéo
as fracbes imunorreativas as 1gG de pacientes do estagio indeterminado, as proteinas
hipotética (gi|714001264) (5,5 vezes) e duas variacdes de trans-sialidase (gi|70860135 e

0i|71404821) (2,6 vezes) se mostraram mais abundantes nas fragOes obtidas a partir da
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interacdo com IgG de pacientes em estdgio C, ao passo que a proteina hipotética
(0i[71407149) (~5 vezes) foi detectada em maior quantidade nas fragdes provenientes de
ensaios realizados com amostras purificadas de B1l. Dessa forma, neste projeto foram
identificadas dez proteinas com potencial para serem validadas como biomarcadores de
progressao de lesdo cardiaca, as quais, em principio, se mostraram capazes de inclusive
diferenciar as classifica¢des do estagio clinico da forma cardiaca da doenga de Chagas.

Além de proteinas envolvidas no mecanismo de patogénese, proteinas relacionadas a
outras vias, essencialmente a biossintese proteica, também apresentaram alta frequéncia de
reconhecimento por IgG de pacientes infectados (Tabelas 4.4 e 4.5). Em adicdo as
glicoproteinas da familia gp85/TS e & HSP70, proteinas ribossomais e a diidropoliamida
acetiltransferase foram detectadas como diferencialmente abundantes em todos os estagios da
doenca em comparacdo a condicdo controle, indicando um efeito de imunodominancia destas
proteinas em relacdo as celulas B. Em T. cruzi, o fendbmeno de imunodominancia é discutido
principalmente quanto & resposta de linfocitos T CD8". Esse efeito pode influenciar no
estabelecimento de uma resposta adaptativa forte e focada, que resulta na eliminacao
significativa do parasito. Por outro lado, tem sido proposta a hip6tese de que o parasito utiliza
a imunodominancia como um mecanismo de evadir ao sistema imune; ao limitar a reposta de
TCR (T cell receptor) a uma pequena fracdo de proteinas, geralmente trans-sialidases que
possuem alto polimorfismo genético (Tzelepis et al., 2008; Rosenberg et al., 2016; revisto em
Tarleton, 2007), a expressdo de diferentes variacGes proteicas pode promover a selecdo de
populacgdes distintas do protozoario, viabilizando a sua persisténcia no organismo (Tzelepis et
al., 2008; Rodrigues et al, 2009). Da mesma forma, a imunodominancia de epitopos
reconhecidos por BCR (B cell receptor) também pode ser um meio desenvolvido pelo parasito
para direcionar a resposta humoral para moléculas que tenham menor capacidade de gerar
danos celulares (Wrightsman et al., 1994). Este fundamento torna-se mais interessante
mediante a ocorréncia de vesiculas enriquecidas em subunidades ribossomais, por exemplo
(Bayer-Santos et al., 2013). Apesar de terem sido observadas interacdes inespecificas com
amostras purificadas de doadores saudaveis, mais variagdes de proteinas ribossomais
apresentaram reatividade com anticorpos derivados de individuos portadores da doenca de
Chagas com leséo cardiaca em comparagédo aos classificados na forma indeterminada. Estas
proteinas possuem epitopos continuos e descontinuos (Carmona et al., 2015), que podem
apresentar mimetismo com proteinas préprias do hospedeiro, como a miosina (Kaplan et al.,

1997; revisto em Gironés et al., 2005). Desta forma, além de direcionar a resposta humoral
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para moléculas sollveis, ao viabilizar a possibilidade de interagcGes cruzadas a proteinas
abundantes do hospedeiro, a acdo dos anticorpos sobre o parasito é reduzida.

Por fim, este estudo reafirma que ocorre uma alteracao do perfil imunogénico ao longo
do desenvolvimento da doenca de Chagas. Este efeito provavelmente estd relacionado a
influéncia mutua do microambiente e da interacdo parasito-célula hospedeira na modulacdo
proteica dos dois tipos celulares. Assim, embora os principais fatores responsaveis por
estimular o perfil pré-inflamatério na fase crénica sintomatica da doenca ainda sejam
desconhecidos, a progressdo da lesdo tecidual também reflete sobre a resposta humoral a

forma tripomastigota sanguinea do T. cruzi.

92



93

6. Conclusodes



v Uma solucdo de lise composta por 1% de NP-40, 20 mM de tris, 300 mM de NaCl, 50
mM de KCI, pH 7,5, foi selecionada como solucdo padrdo por apresentar maior
capacidade de rendimento e reprodutibilidade na extracdo proteica de formas

tripomastigotas sanguineas de T. cruzi;

v' Para a purificagdo de 1gG humana por cromatografia de afinidade com coluna de
proteina G, as etapas de equilibrio e eluicdo realizadas com as solu¢Ges de 20 mM de
fosfato de sddio pH 7 e 0,1 M de glicina pH 2,1, respectivamente, resultaram no melhor

perfil de separacédo proteica, com nivel de homogeneidade em torno de 97%;

v' Na imunoprecipitacio com beads magnéticas de proteina G, as proteinas
imunorreativas do parasito foram retidas pelas IgG imobilizadas apenas na auséncia da
reacdo de cross-linking com DMP. Entre as condigfes experimentais avaliadas, foi
determinada a utilizac&o do volume fixo de 10 pL de beads para a adsor¢édo de 65,0 pg de
pool de IgG purificadas. As proteinas imunorreativas foram retidas a partir da adi¢do 32,5

ug do extrato proteico seguido de incubacdo a 37 °C por 2 h;

v Implementou-se com sucesso uma estratégia de identificacdo e quantificacdo de
proteinas de formas tripomastigotas sanguineas imunorreativas a IgG de doadores
saudaveis e individuos infectados em diferentes estagios da doenca, utilizando-se

espectrometria de massas de alta resolucéo;

v" Foi observada uma alteracdo no perfil de reconhecimento de proteinas imunorreativas

da forma tripomastigota sanguinea ao longo do desenvolvimento da doenca;
v' Dez proteinas identificadas foram encontradas com maior abundancia nas fracdes

imunorreativas para IgG oriundas de individuos com lesdo cardiaca, sendo quatro

candidatas a biomarcadores do estagio B1 e seis, do estagio C.
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7. Perspectivas



v Analisar por PCA (principal components analysis) as populacdes proteicas mais
abundantes nas extragdes obtidas com as diferentes solucdes de lise em colaboracéo

com o Dr. Marcelo Ribeiro-Alves;

v Avaliar o perfil de proteinas reconhecidas somente por IgG derivadas de um
determinado estagio da infecgéo;

v Verificar e validar por ELISA o emprego das dez proteinas imunorreativas

selecionadas como biomarcadores de progressao de lesdo cardiaca em colarobracao
com o grupo da Dra. Yara Gomes e Biomanguinhos.
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