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OBTENGAO DE UMA NOVA PROTEINA QUIMERICA PARA O USO EM TESTE DE
DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA INFECGAO PELO TRYPANOSOMA CRUZI
RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Andressa da Matta Durans

Doenca de Chagas é uma doenca negligenciada que ainda carece de um diagnostico
de alta eficicia, capaz de ser realizado em curto espaco de tempo, facil manuseio e
de baixo custo, para as regides endémicas. O desempenho dos testes sorologicos
varia de acordo com a atividade e a qualidade da preparacéo de antigenos utilizados
para a deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi. Neste estudo foi apresentado uma
abordagem inovadora em forma de uma proteina quimérica carreando epitopos de
varias proteinas de T. cruzi que sirva de alvo em testes sorologicos, denominada de
Plataforma Cruzi (PlatCruzi). Os epitopos B lineares inseridos na poliproteina foram
selecionados de um conjunto de estruturas previamente identificadas
experimentalmente, tanto em nosso laboratério quanto da literatura. A proteina
guimérica foi construida contendo um cerne estrutural que permite a insercao de dez
epitopos. Um gene foi gerado sinteticamente com oito epitopos inseridos, 0s outros
dois epitopos foram inseridos por pareamento de oligonucleotideos. O DNA
sintetizado foi transferido para um vetor de expresséo (pET-28a). A proteina quimérica
resultante foi expressa em E. coli a elevados niveis em corpos de inclusédo e
purificadas até proximo da homogeneidade. PlatCruzi mostrou alta reatividade contra
soros de pacientes com doenca de Chagas cronica (DChc) utilizados nas analises e
sem reatividade na proteina sem insercéo de epitopos. Os soros usados de pacientes
infectados por Leishmania spp. ndo foram reativos com a PlatCruzi. Analises do
desempenho individual dos epitopos de T. cruzi, inseridos na primeira plataforma,
indicaram quatro epitopos que ndo apresentaram a reatividade esperada ao pool de
soros de DChc, além disso, foi necesséaria modificacdo da posicdo de um epitopo,
para o melhor reconhecimento do anticorpo IgG anti-T. cruzi. Esses resultados
levaram a geracédo da variante PlatCruzi A5, retirada do epitopo CRA (TcEp9) através
do uso de enzimas de restricdo, como também a criagdo da segunda versdo da
proteina quimérica, denominada de PlatCruzi V2, com mudancas estruturais e
substituicdes de alguns epitpopos. Tanto a variante PlatCruzi A5 quanto os resultados
iniciais de PlatCruzi V2 ndo tiveram um melhor desempenho daquele apresentado por
PlatCruzi, apontando a primeira versdo da proteina quimérica com 100% de
sensibilidade e especificidade nos ensaios imunoenzimaticos de ELISA. Em suma, 0s
resultados sugerem que a engenharia da proteina quimérica podera representar T.
cruzi com sucesso em formatos de testes de diagndstico rapidos e de ELISA que
devem proporcionar uma elevada sensibilidade e especificidade para detectar
individuos realmente infectados por T. cruzi.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas Crobnica, Diagnostico Sorologico, Proteina
Quimérica.
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OBTAINING A NEW CHIMERIC PROTEIN FOR USE IN A QUICK SOROLOGICAL DIAGNOSIS
TEST OF TRYPANOSOMA CRUZ| INFECTION IN THE HUMAN POPULATION IN ENDEMIC
AREAS
ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Andressa da Matta Durans

Chagas disease is a neglected disease and there is still a need for diagnostics with a
high efficacy, in a space of time, easy to handle and low cost, for the endigonous
regions. The performance of serological tests varies according to the activity and
quality of the antigen preparation for the detection of anti-T. cruzi antibodies. An
innovative approach is presented in the form of a chimeric protein carrying epitopes of
several T. cruzi proteins and serving as a target in serological tests, called the Platform
with Cruzi (PlatCruzi). The linear B epitopes inserted into the polyprotein were selected
from a set of structures previously identified experimentally, both in our laboratory and
in the literature. The chimeric protein was constructed in conjunction with a nuclear
structure that allows for the insertion of ten epitopes. One gene was generated
synthetically with eight inserted epitopes, the other two epitopes were inserted by
oligonucleotide pairing. The synthesized DNA was transferred to an expression vector
(PET-28a). The resulting chimeric protein was expressed in E. coli at high levels in
inclusion bodies and purified to near homogeneity. PlatCruzi showed high reactivity
against sera from patients with chronic Chagas' disease (DChc), used in the analyses
of performance, which showed no reactivity against the protein nucleous without
insertion of epitopes (control platform). Sera from individuals with Leishmania spp. was
not reactive to PlatCruzi. Analysis of the individual performance of the T. cruzi epitopes,
inserted in the first platform, indicated four epitopes that did not present the expected
reactivity to the pool of DChc sera. In addition, it was observed that the insertion of
epitopes at some positions influenced its recognition by anti-T. cruzi IgG antibodies.
These results led to the generation of the PlatCruzi A5 variant, which removed the CRA
epitope (TcEp9) using restriction enzymes. In addition, a second version of the
chimeric protein, named PlatCruzi V2, was designed for structural changes and
substitutions of some epitopes. Both the PlatCruzi A5 variant and the initial PlatCruzi
V2 results did not perform better than the original PlatCruzi, pointing to a first version
of the chimeric protein with 100% sensitivity and specificity in ELISA enzyme-linked
immunosorbent assays. In summary, the results suggest that a chimeric protein was
successfully engineered to represent T. cruzi for use in rapid diagnostic tests and
ELISAs, that delivers elevated sensitivity and specificity to detect person truly infected
by T. cruzi.

Keywords: Cronic Chagas’ Disease; Serological Diagnosis, Chimeric Protein.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Brasil Sem Miséria, as “Doencgas da Pobreza” e as Doencas Negligenciadas

O Plano Brasil Sem Miséria (PBSM) foi criado em 2011, com enfoque na
assisténcia a populacdo de extrema pobreza, que possuiam uma renda familiar
inferior a R$ 70,00 mensais por pessoa (Brasil, 2011). O PBSM consistiu em trés
pilares: (1) garantia de renda (em 2014 a renda mensal as familias passou de R$
70,00 para R$ 77,00 mensais per capita e o beneficio médio mensal repassado
chegou a R$ 170,00); (2) acesso aos servi¢os publicos (as metas foram de melhorar
as condicOes de educacao, saude e cidadania); e (3) inclusédo produtiva (com aumento
de oportunidades de trabalho, qualificacdo profissional e consequente elevacéo da
renda per capita familiar - Brasil, 2015a). No intuito de aperfeicoar as condi¢cdes de
saude, o Programa Nacional de Qualificacdo da Assisténcia Farmacéutica, no ambito
do Sistema Unico de Saude (SUS), apoiou 1.582 municipios constantes do Plano
Brasil Sem Miséria de até 100 mil habitantes (Brasil, 2015a). Gerando uma cobertura
de mais de 26 milhdes de pessoas, com prioridade para a estruturagcado dos servigos
farmacéuticos na atencédo basica, com investimento de mais de R$ 17 milhdes (Brasil,
2015a).

Desde 2012, a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) integra ao PBSM,
convénio consolidado junto a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e ao Ministério do Desenvolvimento Social. A FIOCRUZ contou
com 175 participantes de programas de Pds-GraduagBes (doutorandos e pos-
doutorandos), além de grupos de pesquisa de varias unidades da instituicdo (Lobato,
2017).

A presenca das “doencgas da pobreza” tem relagdo direta com os indices de
subnutricdo, com a falta de saneamento basico, auséncia de saude bésica eficiente
que atenda toda a populacdo, a negligéncia do poder publico e também de 6rgaos
nao-governamentais, como as empresas farmacéuticas. Estas caracteristicas
coincidem com o mapa dos paises em desenvolvimento (Brasil, 2014). Dentro desse
grande grupo “doengas da pobreza”, encontram-se outras terminologias que podem
delimitar &reas, doencas, climas, pobreza, circunstancias especificas, ou haver até

mesmo intersecao entre si, originando varios subgrupos.



“‘Doengas tropicais” sdo um grupo de doencas normalmente de origem
infecciosa, que ocorrem unicamente nos tropicos (em torno da linha do Equador, entre
0s trépicos de Cancer e Capricornio). O clima, a pobreza, as péssimas condi¢des de
saneamento basico e degradacdo ambiental sdo aspectos que contribuem para a
propagacéo destas doencas (OMS, 2009).

Entende-se por “doengas infecciosas relacionadas a pobreza®”, ou
simplesmente “doengas infecciosas da pobreza”, um conjunto de enfermidades
prevalentes em populacdes em situagao de pobreza, como AIDS e tuberculose, e que
provocam maior taxa de mortalidade (Brasil, 2013).

Ja o termo “doencgas negligenciadas”, passou a ser usado na década de 2000
e foi proposto pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela organizacdo Médicos
Sem Fronteiras (MSF, 2012a). Esta relacionada as enfermidades que séo trataveis e
curaveis e atingem populacdes de baixa e média renda. Sdo também conhecidas
como “doencas infecciosas negligenciadas” e “doencgas tropicais negligenciadas”
(Figura 1). Por conta disso, ndo atrai investimentos na pesquisa e no desenvolvimento
de diagndsticos, tratamentos e vacinas, onde os métodos vigentes, ainda sdo muito
antigos e inadequados (Brasil, 2013; MSF, 2012b; OMS, 2017); originando a
denominacdo “extremamente negligenciadas”, especificas de paises periféricos
(Morel, 2006; OMS/TDR, 2012; MSF, 2012a; Andrade, 2015). A Organiza¢cao Mundial
de Saude (2017) listou como “doencas tropicais negligenciadas”: Ulcera de Buruli;
doenca de Chagas; arboviroses: (dengue e chikungunya); dracunculiase;
equinococose; trematdédeos alimentar; tripanossomiase humana africana (doenca do
sono); leishmaniose; hanseniase, filariose linfatica; micoses (cromoblastomicose,
micetoma e outras micoses profundas); oncocercose; raiva; esquistossomose;
ectoparasitas como a sarna; helmintiases transmitidas pelo solo; envenenamento por
cobra; teniase; cisticercose; tracoma ebejel, pinta ou bouba (treponematoses
endémicas). Na América Latina e no Caribe, estima-se que 46 milhdes de criancas
vivem em areas de alto risco de infeccdo ou reinfeccdo com helmintos transmitidos
pelo solo, enquanto cerca de 11 milhdes de pessoas estdo em risco de tracoma e 70,2
milhdes estdo em risco de doenca de Chagas; mais de 33 mil novos casos de
hanseniase e mais de 51 mil casos de leishmaniose cutanea séo relatados nas
Ameéricas a cada ano. Além disso, 25 milhdes sofrem de esquistossomose e 12,6

milhdes sofrem de filariose linfatica (OMS, 2017).



Aproximadamente 1 bilhdo de pessoas sdo afetadas por mais de uma “doenca tropical negligenciada”.

N,

) 1doenca ] 4 doencas
[ 2doencas [0 5doencas
B 3doencas M 6 doencas

Figura 1 - Distribuicdo global das "doencas tropicais negligenciadas". Fonte: Molyneux
et al., 2005.

No Brasil, “as doencas da pobreza” mais prevalentes séo: (1) as
geohelmintoses, que infectam cerca de 93 milhdes de pessoas (Ascaris - 41,7
milhdes, anciléstomo - 32,3 milhdes, Trichuris - 18,9 milhdes); (2) as anemias
carenciais, que afetam 3 milhdes de criancas menores de cinco anos, 10 milhdes de
criancas em idade escolar e 15 milhdes de mulheres entre 15 e 49 anos; (3) as
parasitoses intestinais com prevaléncia média de 30%, infectando cerca de 15,4
milhdes de criancas em idade escolar; (4) a doenca de Chagas, com
aproximadamente 3 milhées de portadores cronicos; (5) a esquistossomose, com 2
milhdes de portadores crénicos e 13.636 de casos registrados em 2014 (Brasil,
2015a); o tracoma, com prevaléncia média de 5,2% no pais (Brasil, 2015b); (6) a
malaria, com registros de 144.100 casos em 2014 (Brasil, 2015b); (7) a leishmaniose,
com cerca de 500 mil novos casos (leishmaniose visceral — 5 mil novos casos por
ano); (8) a dengue, com cerca del56 mil casos confirmados em 2017 (SVS/MS, 2017);
(9) a hanseniase, com 47 mil novos casos por ano; (10) a filariose, com estimativa de
60 mil infectados, restrita atualmente, a 4 municipios da regido metropolitana de
Recife (Brasil, 2015b); (11) a febre reumatica, com prevaléncia de 30 mil pessoas por
ano; (12) oncocercose, apenas 12.000 casos na area indigena Yanomami, entre os
estados de Roraima e Amazonas (Brasil, 2015b).

Desde a sua fundacdo em 1948, a OMS j4 relatava sobre o desenvolvimento
desigual em diferentes paises com relacdo a promocdo de saude e combate as

doencas, especialmente contagiosas (OMS, 2009). Mas foi a Fundacéo Rockefeller
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que abriu para a discussao sobre as doencas mundialmente negligenciadas, através
do programa “Grandes Doengas Negligenciadas da Humanidade” - 1977/2000
(Carvalho, 2011). Em seguida surgiu em 1978, durante a “Conferéncia Internacional
sobre Cuidados Primarios de Saude”, a Declaracdo da Alma-Ata, que consistiu na
descricdo da alarmante desigualdade de saude publica, politica, social e econdbmica
entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Maciocco, 2008). No século
XX, surgiram inciativas para discutir, buscar solucdes e implementar estratégias para
superar o problema de inequidade entre os paises em matéria de saude. Nos anos
90, a Comisséo para Pesquisa e Desenvolvimento em Saude e o Comité ad hoc de
Pesquisa em Saude da Organizacdo Mundial da Saude, expuseram que somente 10%
dos recursos financeiros mundiais para pesquisa em saude séo direcionados para
estudos em doencas e agravos que afetam 90% da populagéo. Foram aconselhadas
aplicacoes de recursos a partir da definicdo de prioridades de pesquisa e cria¢des de
mecanismos para monitorar os fluxos de recursos financeiros aplicados em pesquisa
em saude (OMS/ ACHR, 1996; GFHR, 2001).

Nesse contexto, a Organizacdo das Nacdes Unidas lancou os “Objetivos de
Desenvolvimento do Milénio da ONU para 2015”, que representaram um imenso
desafio para os paises em desenvolvimento. Esses paises teriam de organizar
sistemas de pesquisa em saude baseados em prioridades sanitarias e assegurar a
incorporacdo dos resultados as politicas e acdes de saude. Avangcos na area
biomédica, em particular em gendmica, abririam novas oportunidades, mas
impuseram desafios adicionais. O Brasil, possuidor de um forte parque industrial e
uma vigorosa comunidade cientifica, teria capacidade para desenvolver um sistema
de pesquisas em saude capaz de contribuir efetivamente para o cumprimento das
metas da ONU (Nacdes Unidas, 2002; Morel, 2004).

Apesar do perfil epidemiolégico geral ter melhorado nos ultimos 50 anos e o
impacto da mortalidade das doencas infecciosas decair de quase 50% na década de
30 para menos de 5% em 2011, o impacto de morbidade e de incapacitagédo para o
trabalho continua alto e muitas delas ndo tém uma atualizagéo precisa do quadro. A
grande parte dessas infec¢cdes sdo muito antigas e vém alarmando a humanidade.
Com certa melhoria das condigbes de vida e sanitarias, algumas doencas foram
desaparecendo gradualmente (Araujo-Jorge, 2011).

O relatério produzido pelos Médicos Sem Fronteiras (MSF) em 2012, chamado
“Combatendo a Negligéncia”, faz uma andlise do passado, presente e futuro do

manejo dessas doengas e conclui que o acesso a tratamento de qualidade requer
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mais esfor¢os politicos por parte dos principais doadores internacionais e dos paises
afetados (MSF, 2012b).

Visando a obtencdo de melhores resultados, foi criada uma organizacdo sem
fins lucrativos de Pesquisa e desenvolvimento (P&D), denominada “Iniciativa de
Drogas para Doencgas Negligenciadas” (DNDi), que surgiu a partir do Prémio Nobel da
Paz (1999) da Organizacao Médicos Sem Fronteiras, onde os fundos recebidos foram
para a finalidade da formacdo desse grupo de trabalho, com enfoque de
desenvolvimento de um modelo alternativo para a pesquisa e de novos medicamentos
accessiveis para as populacdes negligenciadas, em particular: doenca de Chagas, as
leishmanioses, a doenca do sono, o HIV pediatrico, a Hepatite C, as filarioses e
Micetoma (DNDi, 2017). A DNDi conta como parceiros o Instituto Pasteur (Franca); a
FIOCRUZ; Ministério da Salude da Malasia; institutos de pesquisa clinica da india e
do Quénia; Médicos Sem Fronteiras (MSF); uma organizagdo internacional de
pesquisa; o Programa para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais (TDR) da
OMS; UNICEF / PNUD / Banco Mundial (Assad, 2010; DNDi, 2017).

Mesmo ainda n&o sendo o ideal, a partir de 2003 a situacdo no Brasil
apresentou melhoras e se destacou no cenario internacional como sendo o sexto no
mundo em investimentos em pesquisa de doencas negligenciadas e o primeiro dentre
0s paises em desenvolvimento. Estima-se que em 2008, os paises e blocos que mais
investiram em pesquisas de” doencas negligenciadas” foram os EUA, com US$ 1,2
bilhdo (70%) seguidos pela Unido Europeia como um todo, e Inglaterra, Holanda,
Irlanda, respectivamente; e o Brasil, em sexto lugar, investiu US$ 21,9 milhdes
(1,24%), (Assad, 2010).

Nas Américas foram relatatos progessos, como por exemplo na Colémbia,
Equador, México e Guatemala, que em 2009, foram os primeiros paises do mundo a
receber a certificacdo da OMS pela eliminacdo da oncocercose humana e o nimero
de pessoas que necessitam de tratamento para a doenca decaiu de aproximadamente
336 mil (2009) para cerca de 25 mil (2015). Ja& no caso da doenca de Chagas, 17
paises das Américas Central e do Sul estdo envolvidos em uma iniciativa sub-regional
apoiada e orientada pela OMS e OPAS para a interrupgéo da transmissao vetorial em
todo ou parte de seu territério nacional (OMS, 2017). Com relacdo a hanseniase,
quase todos os paises das Ameéricas eliminaram a doenga como um problema
nacional de saude publica. Sobre a malaria, 14 paises foram considerados livres da
transmissao local (OMS, 2017). Quanto a filariose linfatica, 3 paises eliminaram a

doenca e nao relataram qualquer transmisséo local, enquanto outros trés estéo perto
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da eliminagéo. O ano de 2013 foi marcado pela progresséao do tratamento em criangas
com infeccbes por helmintos transmitidos pelo solo, onde cerca de 20 milhdes foram
tratadas (OMS, 2017). A esquistossomose pode ter sido eliminada em 6 paises e
territérios do Caribe, embora ainda tenha algumas areas com transmissao em focos
limitados (OMS, 2017).

Em 2015 foram lancados os novos 17 “Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel” (ODS), que se baseiam nos 8 Objetivos de Desenvolvimento do Milénio
(ODM), que tem como enfoque a determinagdo do curso global de acdo para o
enfrentamento e eliminacdo da pobreza, com o objetivo de promover a prosperidade
e 0 bem-estar para todos, proteger o ambiente e enfrentar as mudancas climaticas
(Nac¢des Unidas, 2015).

Alguns pesquisadores brasileiros se reuniram no 53 ° Congresso da Sociedade
Brasileira em Medicina Tropical em 2017, e formaram o “Férum de Enfrentamento das
Doencas Infecciosas e Negligenciadas” que langou uma carta em defesa do SUS e
dos direitos humanos e sociais contando com alguns pontos principais, tais como: o
reforco do papel do Férum na defesa do Sistema Unico de Salde (SUS); a integracéo
dos nudcleos de vigilancia em saude com o objetivo de fortalecer o enfrentamento
conjunto as doencas negligenciadas; a articulacdo entre os Ministérios da Saude e
Educacado para o desenvolvimento de competéncias curriculares mais sensiveis as
necessidades das pessoas acometidas pelas doencas negligenciadas; a qualificacao
apropriada dos profissionais de salde; destinar recursos para pesquisa e inovagao;
educacado, comunicacdo, empoderamento e desenvolvimento inclusivo das pessoas
atingidas pelas doencas infecciosas e negligenciadas; o apoio a A¢do Direta de
Inconstitucionalidade 5658 para reversdo do congelamento de recursos imposto pela
Emenda Constitucional 95/2016 e a exigéncia da notificacdo compulsoria da Doenca
de Chagas na sua fase crdénica como estratégia para atencéo integral a saude (SBMT,
2017).

Existe uma necessidade de inovacdo de ferramentas diagnosticas para o
progresso de vigilancia epidemioldgica, tanto na area de pesquisa, quanto na parte de
desenvolvimento, j4 que a baixa quantidade de produtos de diagndstico dificulta a
vigilancia das doencas tropicais negligenciadas (Medicine Foundation, 2014).

Desde 2015, grande parte dos novos potenciais testes, estdo em fase inicial de
desenvolvimento e ainda levara algum tempo para insercdo de novos kits de

diagnéstico no mercado (OMS, 2017).



Por exemplo, a atual necessidade diagnéstica das doencas tripanossomiase
africana e leishmaniose visceral (LV), seria a aquisicdo de testes rapidos sensiveis
gue reconhecam casos assintomaticos ou com infeccdo precoce; identifiqguem a
resisténcia a medicamentos; necessidade de dispositivos no monitoramento da
resposta dos pacientes ao tratamento; ser um dispositivo portatil de simples manuseio,
com aplicacdo no campo, robusto para suportar o calor e umidade, e usar métodos de
amostragem minimamente invasivos (Reimer et al., 2015).

Sao necessarias cada vez mais parcerias entre governos, instituicbes nao
governamentais e empresas privadas multinacionais, com maiores investimentos em
pesquisas e producdo de novos farmacos, vacinas e kits de diagndstico, para
combater de forma eficaz essas doencas, tirando milhdes de pessoas do
esquecimento, dando a elas a devida atencdo, com consequente melhoria da
condicao de saude.

1.2 Epidemiologia da Doenca de Chagas

1.2.1 Mundial

A doenca de Chagas é considerada a mais importante doenca parasitaria das
Ameéricas (Hotez et al., 2007; Hotez et al., 2012; OPAS, 2014, OMS, 2017) e estima-
se que de 6 a 8 milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo, a maioria
concentrada na América Latina, com 5,7 milhdes de individuos com a doenca (OMS,
2015).

A distribuicdo mundial envolve, além dos 21 paises endémicos da América
Latina (Figura 2), paises ndo-endémicos como: os Estados Unidos da América (EUA);
Canada; alguns paises na Europa, principalmente na Bélgica, Espanha, Franca, Italia,
Reino Unido, Suica; e em menor propor¢éo a Alemanha, Austria, Croacia, Dinamarca,
Holanda, Luxemburgo, Noruega, Portugal, Roménia, Suécia; Japdo e Australia,
(Schmuiiis, 2007; Schmuiiis, 2007a; Schmufis & Yadon, 2010; Coura & Dias, 2009;
Coura & Vifias, 2010; OMS, 2009;Rassi Jr et al., 2010). Estima-se que mais de 300
mil pessoas estejam infectadas pelo parasito nos EUA, mais de 5.500 no Canada
(Schmuiiis, 2007; Schmuiiis, 2007a; Schmuhis & Yadon, 2010) e na regido do Pacifico
ocidental, mais de 80 mil na Europa, mais de 3.000 no Japéo e mais de 1.500 na
Australia (Schmufis, 2007a; Schmufiis, 2007b; Schmufis & Yadon, 2010; Rassi Jr,
2010), (Figura 2).
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Figura 2 - Namero de casos estimados de infeccdo por T. cruzi em paises ndao

endémicos. Dados: Canada, Australia, e Japao de 2006; EUA de 2005; Espanha de 2008; e outros paises da
Europa entre 2004-2006. Fonte: Rassi Jr. et al., 2010.

Mais de 70 milhdes estdo expostas ao risco de contrair a infec¢cdo devido ao
elevado numero de pessoas que ainda continuam sem diagnostico ou néo tratadas e
gue estdo em processo infectivo, combinadas com as formas de transmissao oral e
vetorial (OMS, 2017). Por ano, séo aproximadamente 28.000 novos casos e cerca de
12.000 a 14.000 mortes, onde destas 7.000 sédo estimadas para as areas endémicas.
(Hotez et al., 2012; OPAS, 2014; Brasil, 2015b, DNDi, 2016).

Com a melhoria da qualidade de vida em areas rurais, com 0s programas de
combate ao vetor e com a regulamentacdo em alguns paises da triagem sorol6gica
em bancos de sangue, percebe-se uma diminui¢cdo do quantitativo de pessoas com a
doenca de Chagas crbnica (DChc). Em 2002, previa-se 15 milhdes com DChc (OMS,
2002); em 2014, esse numero reduziu para 8 milhdes (OPAS, 2014) e em 2015,
chegou a 5,7 milhdes (OMS, 2015).

A globalizacdo da doenca de Chagas esta relacionada com a propagacao da
doenca através das migracdes populacionais das regides endémicas para areas sem
infeccdo prévia, esses movimentos geraram novos desafios epidemioldgicos,

econdmicos, sociais e politicos (Coura & Vifias, 2010).

1.2.2 Brasil

No Brasil, 0 numero de casos da doenca de Chagas foi reduzido nos ultimos

bY

anos, devido, principalmente, a reducao da transmissdo vetorial intradomiciliar e
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controle transfusional (Coura & Vifias, 2010). No entanto, ainda ha muitas pessoas
gue vivem com a infeccéo crénica (Tabela 1). Estima-se que cerca de 3 milhdes de
pessoas estejam com a forma cronica da doenca no Brasil (Brasil, 2012), onde mais
de 30% das pessoas infectadas desenvolvem alteracdes cardiacas e mais de 10%
desenvolvem as formas digestivas, neuroldgicas ou mistas, (Brasil, 2015b). Baseado
nas projecdes populacionais do Brasil (sexo e idade) para o periodo 2000/2060 e nos
dados das unidades da federacao para o periodo 2000/2030, do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2013), foram estabelecidas estimativas com relagédo ao
quantitativo de pessoas infectadas por T. cruzi e dos nimeros de casos de doenca de
Chagas (DCh) na fase cronica (digestiva e cardiaca), no periodo entre 2000 a 2015,
onde no ano de 2015 foi estimado que cerca de 1.426.994 a 3.357.633 brasileiros
poderiam estar infectados pelo parasito, desse quantitativo 142.699 a 335.763 com a
forma digestiva e 428.098 a 1.007.290 com a forma cardiaca (Tabela 1), (Brasil,
2015b; Dias et al., 2016).

Tabela 1 - Proje¢cdes das estimativas de prevaléncia de infec¢céo por T. cruzi e dadoenca
de Chagas crbnica com as formas cardiaca e digestiva no Brasil, no periodo de 2000 a
2055.

Estimativa donumero de Estimativa de casos com Estimativa de casos com
pessoas infectadas aforma digestiva aforma cardiaca

Faixa Populacio % Infecgao  Infeccdo  Infeccao Infecgao  Infeccao Infeccao
etiria = Po¢ 102% 24%  1,0%  2,4%  1,00%  24%°

2000 173.448.346 >5  156.133.836 90,0 1.592.565 3747212  159.257 374721 477770  1.124.164
2005 185150.806  >10  150.944.641 815 1.539.635 3.622.671  153.964 362267  461.891  1.086.801
2010 195497797  >15  145.563.676 74,5 1484749 3493528 148475 349353 445425  1.048.058
2015 204450649  >20 139901357 684 1426994 3357633 142699 335763  428.098  1.007.290
2020 212077375  >25  133.880.929 63,1 1.365.585 3.213.142 136559 321314 409676  963.943
2025 218330014  >30  127.334466 583 1.298.812 3.056.027 129881 305603  389.644  916.808
2030 223126917 235 120096221 53,8 1224981 2882309 122498 288.231 367494  864.693
2035 226438916  >40  112.013.898 495 1.142.542 2688334 114254  268.833 342763  806.500
2040 228153.204  >45 102983115 451 1.050428 2471595 105043 247160 315128 741479
2045 228116279  >50  92.984.144 40,8  948.438  2.231.619 94.844 223162 284531  669.486
2050 226.347.688  >55 82097220 363 837392 1.970.333 83739 197033 251218 591100

2055 222975532 =60 70485475 316 718952  1.691.651 71.895 169.165  215.686 507495
Fonte: Dias et al., 2016.

Estimativa Faixa etaria de referéncia
Ano  dapopulagao
brasileira

Segundo o Ministério da Saude, os novos casos anuais da doenca de Chagas
aduda, notificados através da ficha SINAN, entre 2000 — 2014, sdo atribuidos
principalmente a transmissao oral (68%), seguido da transmissédo vetorial (7%),
(Brasil, 2015b), (Figura 3). Foram relatados 123 surtos no Brasil, entre 2005 e 2014,
todos envolvendo 38 municipios da regiao amazonica (Brasil, 2015b). A principal fonte
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de infeccdo foi a contaminacdo de alimentos com o parasito através de urina,
secrecbes ou partes do vetor manipulado, através de produtos naturais n&o
pasteurizados, tais como: acgai, bacaba, jaci (Syagrus), suco de cana-de-acucar e da
palmeira babacu (Brasil, 2015b; Brasil, 2015c). Além disso, foram relatados outros
riscos como, 33 espécies de animais silvestres infectados servindo de reservatério
para T. cruzi; das 27 espécies de triatomineos na regido Pan Amazonica (Abad-
Franch & Monteiro, 2007); onde pelo menos 16 espécies sao descritas na regiao
amazonica, 10 foram encontrados com infec¢do por T. cruzi (Tabela 2), (Coura et al.,
2018). A devastacdo da regido amazonica que altera o habitat dos animais silvestres
e do triatomineo; crescente migracdo de pessoas e de animais domeésticos para as
areas endémicas; a deficiéncia de vigilancia e controle de casos autéctones (Coura &
Junqueira, 2012).
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Figura 3 - Principais formas de transmiss&o da DCha no Brasil entre 2000 a 2014. Fonte:
Brasil, 2015b.

Tabela 2 - Triatomineos encontrados na regido Amazonica.

Belminus herreri Rhodnius brethesi (+)
Cavernicola lenti Rhodnius nasutus
Cavernicola pilosa Rhodnius neglectus (+)
Eratyrus mucronatus (+) Rhodnius paraensis (+)
Microtriatoma trinidadensis (+) Rhodnius pictipes (+)
Panstrongylus geniculatus (+) Rhodnius robustus (+)
Panstrongylus lignarius (+) Triatoma maculata

Panstrongylus rufotuberculatus (+) Triatoma rubrofasciata

(+) Triatomineos encontrados com positividade para a infecgdo por T. cruzi. Fonte: Coura et
al., 2018.

Foram capturados entre os anos de 2007 e 2011 mais de 770.000 triatomineos

(Figura 4) através da vigilancia entomoldgica passiva ou ativa dos Estados, onde
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foram identificadas 62 espécies; destas 76,8% foram examinados para a infec¢ao por
T. cruzi, nas quais as espécies que apresentaram taxas elevadas de infec¢cdo foram

respectivamente:T. vitticeps, R. robustus e P. lutzi (Brasil, 2015c).

Total de triatomineos
Oo

[]1a1.000

[ 1.001 a 3.000

[l 3.001 a 6.000

[ g 6.001

Figura 4 - Namero de triatomineos capturados no Brasil. Fonte: Brasil, 2015c.

Triatoma vitticeps tem maior incidéncia nos Estados de Minas Gerais e Espirito
Santo; a espécie Rodhinus robustus é distribuida na regido norte, nos Estados de
Tocantins, Amazonas, Acre e Rondoénia; e P. lutzi nos Estados da regido nordeste:
Piaui, Bahia, Sergipe, Alagoas, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara e Pernambuco
(Brasil, 2015c). Ainda foram encontrados focos remanescentes de T. infestans em 4
municipios da Bahia: Itaguacu da Bahia, Ibipeba, Novo Horizonte eTremedal; e em 12
municipios do Rio Grande do Sul: Ajuricaba, Alegria, Coronel Barros, Doutor Mauricio
Cardoso, Girua, Humait4, ljui, Independéncia, Porto Maua, Salvador das Missoes,
Santo Cristo e S&o José do Inhacora (Brasil, 2015c).

A transmissdo vetorial no Rio Negro (AM) é quase sempre atribuida a
atividades de extrativismo vegetal, como a piagava, na regido amazonica. Uma alta
frequéncia de casos cronicos da doenca (Coura et al., 2002; Vifas et al., 2003; Xavier
et al., 2006; Brum-Soares et al., 2010) ou casos acidentais podem ocorrer em locais
onde os seres humanos estejam em contato com florestas e também onde vetores e
animais selvagens (marsupiais) possam invadir as suas casas em busca de comida
(Coura et al., 2014).

Os registros anuais de transmissdo oral da doenca de Chagas no Brasil
comecgaram a surgir no final da década de 60, onde o registro do primeiro caso
humano autdctone foi em 1969, na cidade de Belém, Estado do Para (Shaw et
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al.,1969). O numero de casos aumentou significativamente no decorrer dos anos,
principalmente no final da década de 90, e destacaram-se 0s percentuais de casos de
transmissao oral nos anos 2007 (24,12%), 2009 (16,85%) e 2012 (11,82%), que foram
0s periodos em que mais houveram registros de casos isolados de transmisséo oral
mostrando uma tendéncia de aumento de surtos em periodos alternados. Vale
ressaltar a importancia da vigilancia epidemiologica através do SINAN na notificacao
de novos casos, desde a sua implementacdo em 1993 (Brasil 2007; Santos, 2014). As
regides brasileiras com maior registro de casos de surto da doencga por transmissao
oral, entre os anos de 2000 e 2013, sdo predominantemente o norte (91,1%) e
nordeste (4,6%), (Figura 5, Tabela 3). Os Estados mais prevalentes da regido norte
sdo: Para (74,4%); Amapa (9,3%) e Amazonas (5%). Os da regido nordeste sédo,
respectivamente: Maranhao (1,5%); Bahia (0,9%), Pernambuco (1,1%) e Ceara
(0,6%), (Figura 5, Tabela 3), (Brasil, 2015c). Ja nas regifes centro-oeste, sudeste e
sul tiveram respectivamente os percentuais de notificacbes: 1,7%, 0,8%, 1,8% (Brasil,
2015c). S6 no ano de 2015 foram notificados 235 casos de DCha no Estado do Para
(SESPA, 2017).

Entre os Estados nordestinos destaca-se o Maranh&o, que teve 0s primeiros
casos autoctones de DCha relatados em 1975: quatro casos; onde trés eram
provenientes da llha de S&o Luis e um caso oriundo do interior, povoado de
Bacurituba, pertencente ao municipio de Cajapio, regidao da baixada maranhense
(Silva et al., 1985). Em 1994 teve um caso notificado na cidade de S&o Luis pela
Fundacao Nacional de Saude (Cutrim et al., 2010) e em 2011 foi relatado um surto
por transmissédo oral com 23 casos (SES/MA, 2011).

Até o presente momento, ainda € um desafio a compreenséo da dimenséo de
DCh na regido amazénica, devido a falta de dados da real extenséo da problematica
e de informacédo sistematizada, o que limita possiveis decisfes e acdes preventivas
do Programa de Controle de Doenca de Chagas — PCDCh (Santos, 2013). As
principais razdes que dificultam o controle da doenca nessa regido séo: (1) a ocupacao
desordenada; (2) o desmatamento descontrolado; (3) risco de desertificacdo; (4) a
cobica internacional, por possuir fronteiras com a Bolivia, Peru, Colémbia, Venezuela,
Guiana, Suriname e Guiana Francesa, com uma extenséo total de mais de 16.886 km,
onde as pessoas atravessam acompanhadas por animais domésticos; (5) além de
uma elevada quantidade de reservatorios silvestres e vetores infectados pelo agente

da doenca (Coura & Junqueira 2015a; Coura & Junqueira 2015b).

12



M=Surtes
Oo
B atel
B :2a5
B ze

= Regldo Amazbnica

Figura 5 - Namero de surtos notificados no Brasil entre 2005 e 2013. Fonte: Brasil, 2015c.
Baseado nos dados do SINAN e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado em maio/2014.

Tabela 3 - Notificacdo do numero de casos em diferentes formas de transmisséo da
doenca de Chagas de 2000 a 2013.

Regido/Unidade Farma de transmissao Total%
da Federagio Oral Vetorial Vertical Ignorada* Outras**
MNorte 1.023 70 1 328 7 1.430 91,1
Rondénia 0 2 i} i} v] 2 0,1
Acre 5 2 a i} V] 7 0,4
Amazonas 56 14 a 7 1 78 5.0
Rorairma 0 o a 1 4] 1 0.1
Pard 812 49 1 306 5 1.173 74,7
Amapa 131 1 a 13 1 146 9.3
Tocantins 18 2 a 2 V] 23 1.5
Mordeste 33 14 1 23 2 73 4,6
Maranhao 11 7 [i] 5 1 24 1.5
Piaui 0 3 1] 1 v] 4 0,3
Ceard 8 1 [i] o v] El 0,6
Rio Grande do Narte 1 L] 1 i} V] 2 a,1
Paraiba 0 o 1] 1 v] 1 a1
Pernambuco 0 2 1] 15 V] 17 1.1
Sergipe 0 1 4] 1 0 2 0,1
Bahia 13 o [i] i} 1 14 0.9
Sudeste 0 2 1 8 1 12 0.8
Minas Gerais 0 o a B 4] B 0.4
Espirito Santo o] 1] 4] ] 1 1 0,1
Rio de Janeiro 0 1 1] 0 v] 1 a1
Sao Paulo 0 1 1 2 v] 4 0,3
Sul 25 1] 3 0 v] 28 1.8
Santa Catarina 24 o a o #] 24 1.5
Rie Grande do Sul 1 0 3 0 0 4 0,3
Centro-Oeste 0 14 a 12 1 27 1.7
Mato Grosso 0 4 a o V] 4 0,3
Goids 0 10 Q 12 1 23 1.5
Brasil 1.081 100 6 372 11 1.570 1000

Fonte: Brasil, 2015c.
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1.3 Evolucéo dainfeccdo no hospedeiro mamifero

A patogenia da doenca € bastante complexa, sendo caracterizada por duas
fases: a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda comeca quando o T. cruzi penetra
no corpo e a infeccdo se instala. A sua duracao varia de 6 a 8 semanas, conforme a

forma de transmisséo e o inéculo (Rassi Jr. & Rassi, 2012), (Figura 6).
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Figura 6 - Evolugdo clinica da doenca de Chagas. Fonte: Modificada de Dutra et al., 2009
e de Rassi Jr & Rassi, 2012.

A fase aguda pode ser assintomatica, sintomatica ou oligossintomética, sendo
a Ultima mais comum em criancas. Em adultos, a fase aguda é predominantemente
assintomética ou pode ser evidenciada por sintomas inespecificos comumente
apresentados em outras doencas, como dor de cabeca e cansaco. Na forma vetorial
classica, as manifestacdes clinicas se caracterizam pelo surgimento de um conjunto
sintomas com intensidade variavel, e que estdo relacionadas fortemente a fase aguda,
como a febre prolongada, cefaleia, palidez, mialgias, esplenomegalia, miocardite e
reacdo inflamatoria local na regido onde o parasita foi inoculado (OPAS, 2009; Brasil,
2014; Dias et al., 2016). Se a regiao de inoculacao for cutanea pode ocorrer e persisitir
por até oito semanas um edema comumente chamado de chagoma de inoculagéo
(Figura 7B), se a penetracao do parasito for ocular (Figura 7A), observa-se em 10 a
20% dos casos, o sinal de Romafia (Romaifia, 1935; Dias, 1997; Rey, 2001). Quando
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esses sinais sugestivos de porta de entrada ocorrem, viabilizam o diagndstico
diferenciado entre as duas formas de transmissdo (vetorial e oral), por serem
caracteristicos da transmissao vetorial (Rassi et al., 2000; Pinto et al. 2008; Dias
2006). Os sinais e sintomas especificos de insuficiéncia cardiaca incluem taquicardia
sem febre, palpitacdes, dispneia e dor toracica, na fase aguda da doenca. O periodo
de incubacéo, nesta fase inicial, pode variar de 3 a 22 dias (Shikanai-Yasuda et al.,
1991; Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012; Brasil, 2017); onde nessas primeiras
semanas de infeccdo, podem ser observadas alteragBes radioldégicas e/ou
eletrocardiograficas, de maior ou menor significado. Portanto, nos casos com
evidéncias de sinais e sintomas de miocardite € indicado o estudo da area e funcao

cardiaca por meio do ecocardiograma (Rassi et al., 2000; Ferreira & Miziara 1985).

——"

<

Figura 7 - Edema palpebral também denominado de sinal de Romafia (A) e chagoma de
inoculacgéo (B). Fonte: Melo et al., 2009; Kinoshita-Yanaga et al., 2009.

Na fase cronica é apresentada trés principais formas de manifestacéo: a forma
indeterminada, a forma digestiva e a forma cardiaca (Figura 6 e Figura 8), (OMS, 2002;
Brasil, 2004). A forma indeterminada ocorre logo apoés a fase aguda e € caracterizada
pela auséncia de sintomas e pela falta de alteragdes notaveis no eletrocardiograma e
na radiografia, embora os pacientes sejam sorologicamente positivos para o T. cruzi
(Prata, 2001). Cerca de 60 a 70% dos pacientes que apresentam a forma
indeterminada permanecem assim pelo resto de suas vidas, enquanto que o restante
dos pacientes desenvolve as formas cronicas sintomaticas (cardiacas, digestivas ou
cardiodigestivas), normalmente 10 a 30 anos apoés a infecgéo inicial (Dias, 1995). Na
forma digestiva alteracbes morfologicas e funcionais podem ser observadas
principalmente nas regides do célon e do eséfago, podendo originar a formacéo do
megacélon (Figura 8 A) e do megaesobfago (Figura 8 B), respectivamente (OMS,
2002).

Entre agqueles afetados atualmente pela doenca de Chagas em todo o mundo,

20% a 30% (de 2 a 5,4 milhbes de pessoas), estdo sofrendo de miocardiopatia
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chagésica ou irdo desenvolver esta sequela clinica (OPAS/OMS, 2007; Marin-Neto et
al., 2007; Rassi et al., 2010). Milhdes de pessoas cronicamente infectadas estdo em
risco de acometimento cardiovascular e / ou de patologia digestiva, tornando a doenca
de Chagas uma das principais causas de morbidade cardiovascular e morte prematura
na América Latina (OMS/TDR, 2012).

A miocardiopatia chagasica € uma condicdo altamente debilitante caracterizada
por arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca e risco de morte subita por fibrilacdo
ventricular ou taquicardia ou eventos tromboembdlicos (Rassi et al., 2010). O
acometimento do trato gastrointestinal pode resultar nos debilitantes como
megaesbfago e megacolon (Oliveira et al., 1998; Rassi et al., 2010; Brasil, 2015c). Na
fase cronica sintomatica, ha uma diminuicdo gradual da qualidade de vida e da
capacidade de trabalho dos doentes, que passam a precisar de constantes cuidados
médicos (Oliveira et al., 1998; Xavier et al., 2005).

Ventriculos
aumentados

Coragao Coragéo
Normal Dilatado

Figura 8 - Formas crbnicas sintoméaticas da doenca de Chagas. (A) Megacdlon; (B)
Megaesobfago; (C) Cardiopatia chagasica.
Fonte:<http://proctologiaypisopelvico.com/megacolon/>;
<http://www.gastroriopreto.com.br/aparelho-detalhes-71-Acal%C3%A1lsia-e-
Megaes%C3%B4fago#.WgXHxCjwblU>;
<http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/aumento-do coracao/>.

1.4 Transmissao

O T. cruzi pode ser transmitido aos seres humanos e a diversas espécies de

mamiferos domeésticos e silvestres, podendo estes Ultimos, atuarem como
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reservatorios potenciais da infeccdo. As vias de transmissdo da doenca de Chagas
sdo a vetorial, transfusdes de sangue e transplantes de 6rgdos contaminados,
congénita (via placenta), oral e contaminacdo ocasionada por acidentes laboratoriais
(OMS, 2002). A transmissao vetorial se destaca por ser responsével pela maior parte
do contingente de infectados em todo o mundo, ainda que sua importancia venha
declinando paulatinamente em decorréncia do controle vetorial e da melhoria das
condicdes de habitacdo em areas de ocorréncia da doenca (Montoya et al., 2003). E
considerada a forma classica de transmissdo, que ocorre por meio das fezes
infectadas de insetos hemipteros hematéfagos da subfamilia Triatominae,
popularmente conhecidos como barbeiros, procotds, chupancas, bicudos ou chupdes.
(Figura 9). Dentro desta subfamilia se destacam as cinco espécies de vetores mais
importantes para a transmisséo da doenca: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus,
Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus e Triatoma brasiliensis (Figura 9).

e il
Figura 9 - Vetores da infec¢gdo de Trypanosoma cruzi. (A) Nicho do triatomineo Rhodnius
brethesi, fibras de Leopoldina piassaba; (B) Imagem do vetor defecando na local da picada.
Fonte: (A) Coura & Junqueira, 2015a;
(B) <https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/index.html>.

O conjunto de caracteristicas heterogéneas das populacdes de T. cruzi,
juntamente com o0s habitos alimentares dos insetos vetores e o conjunto de
hospedeiros vertebrados presentes em um determinado ambiente, define dois ciclos
de transmissdo vetorial do T. cruzi: o ciclo silvestre, que envolve principalmente
marsupiais e pequenos roedores silvestres, e o ciclo doméstico que acomete o homem
e alguns outros mamiferos do ambiente peridomiciliar (OMS, 2002).

A transmissdo da doenca de Chagas para o hospedeiro vertebrado ocorre
quando (1) um barbeiro infectado, logo ap0s picar e sugar o sangue de um individuo,
e eliminar as fezes sobre a regido da picada com as formas tripomastigotas

metaciclicas infectantes do T. cruzi. Por meio da mucosa ou por lesdes na pele, (2) as
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formas infectantes invadem o corpo do hospedeiro vertebrado, penetram em suas
células (principalmente células cardiacas e dos musculos lisos e esqueléticos) e se
diferenciam nas formas amastigotas (De Souza et al., 2010). As formas metaciclicas,
ao penetrarem nas células do hospedeiro, irdo induzir a formac¢do de uma vesicula
denominada vacuolo parasitéforo e se localizardo nesta (De Souza et al., 2010). Esse
vacuolo € um produto néo s6 da entrada do tripomastigota metaciclico, mas também
da fusdo de lisossomas que sao recrutados pela célula. Essas fusdes tornardo o pH
do vacuolo acidificado o que sera fundamental para o inicio da diferenciacdo do T.
cruzi de tripomastigota para amastigota e para a producao de enzimas e perforinas
(Tc-TOX) pelo T. cruzi que levardo a ruptura do vacuolo, e, consequente, escape para
o citoplasma (De Souza et al., 2010).

Os amastigotas no citoplasma se multiplicam por divisdo binéria (3) até a célula
ficar repleta destas formas. Depois, (4) esses amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos, rompendo a célula e alcancando a corrente sanguinea.
Essas formas tripomastigotas podem invadir novas células ou (5) serem ingeridas
pelos insetos triatomineos durante o repasto sanguineo (De Souza et al., 2010). No
intestino médio do inseto, (6) os tripomastigotas se diferenciam na forma epimastigota
(Figura 10), e da forma epimastigota que os antigenos de superficie séo
tradicionalmente utilizados nas provas soroldgicas de diagndstico e como antigeno
nas reacdes de imunofluorescéncia indireta. Essas formas epimastigotas se
multiplicam (7) e migram para a parte mais posterior atingindo o reto, onde se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (8), fechando o ciclo (De Souza et al.,
2010), (Figura 10).

sangumeos

Estagios no triatominio @ EP'me‘St'got Tr|pomast|gotas
metaciclico
Tnpomastlgotas ( o,
ﬁ.' 1)

‘e
Estagios no hospedeiro humano e outros mamiferos

Figura 10 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: Modificada de OMS/TDR.
Disponivel em: <http://www.who.int/tdr/diseases-topics/chagas/en/>. NUmeros 1 a 8: etapas
do ciclo de vida do parasito, destacados no texto. (d) Estagio diagnostico. (i) Estagio
infeccioso.
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Desde 1990, diversos paises da América Latina, entre eles o Brasil, vém
realizando medidas de controle da doenca de Chagas (Mott et al.,, 1990). A
transmissao pelo vetor domiciliar T. infestans foi dada como interrompida (Dias et al.,
2002; Moncayo et al., 2003; Silveira et al., 2002) no Uruguai (OMS,1994), em 1997,
Chile (OMS, 1995), em 1999; Brasil, em 2006 (Dias, 2007). Os demais paises
endémicos, a interrup¢ao do T. infestans ainda esta em curso. O sucesso da Iniciativa
Cone Sul estimulou paises da América Central a combater a principal espécie de vetor
da regido, o R. prolixus, que gerou resultados promissores pelos paises El Salvador e
Guatemala (Schmuiis, 2007). Mesmo com essas iniciativas a transmissao vetorial
continua ocorrendo.

Apesar da certificacdo pela interrupgéo da transmissao do vetor domiciliar, em
alguns casos, o0 controle vetorial ndo sera suficiente para controlar esse tipo de
transmissdo, devido ao grande numero de reservatorios de T. cruzi em animais
selvagens, acarretando na nao erradicacéo do parasito. Assim, o processo de controle
da doenca esta no investimento da diminui¢cdo da transmissao vetorial, que garante a
deteccao precoce de casos e 0 gerenciamento da populagéo infectada (OMS, 2017).

A contaminagéo via transfusdo sanguinea € uma das formas mais comuns de
transmissao, depois da transmissao vetorial, consistindo nas principais causas de
contaminagcdo em paises ndo endémicos devido a migracdo de pessoas (Schmuiiis,
2007). Na América Latina, essa forma de trasmissao teve um decaimento significativo
apos a implementacao da triagem sorolégica para a infeccdo de T. cruzi em bancos
de sangue, contribuindo para a diminuicdo da doenca na maioria dos paises da
América Latina, com excecdo da Bolivia, onde a triagem nao foi implentada
(Schmufis, 1991). Em contrapartida, se torna necessaria a regulamentacdo da
triagem sorologica para a doenca de Chagas nos bancos de sangue em &areas
indenes, por conta do fluxo migratério de individuos infectados de areas endémicas
(Coura & Vifas, 2010).

A forma de transmissao congénita passou a ter mais destaque apoés as reducdes
de casos de transmissdes vetoriais e por transfusdo sanguinea, gerando a mudanga
no panorama epidemiolégico da doenca. Estima-se que o risco deste tipo de
transmissao ocorrer é de 0,1% a 12%, que pode sofrer influéncias do nivel de
parasitemia materna, da cepa do parasita, da existéncia de lesdes placentarias e da
regido geografica avaliada (Brasil, 2005; Dias et al., 2011; Nisida et al., 1999). Com a

realizacdo dos exames do pré-natal é possivel controlar e diminuir os riscos por esta
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via de transmissao, através da identificacdo prévia de maes infectadas com posterior
tratamento e acompanhamento dos recém-nascidos (Russomando et al., 2005).

A transmissao oral é considerada um mecanismo primario, principalmente no
ciclo silvestre da tripanossomiase e esta relacionada com vérias formas de
contaminagcdo como em leite materno, sangue de mamifero infectado, carne mal
cozida de mamiferos infectados (especialmente de reservatorios silvestres), alimentos
e bebidas contendo fezes, urina ou pedacos triturados de triatomineos infectados e
alimentos ou bebidas contaminadas com urina ou secregéo para-anal de marsupiais
infectados pelo T. cruzi (Dias et al., 2011; Toso et al., 2011; Coura et al., 2013). Os
novos casos da doenca de Chagas no nosso pais séo principalmente atribuidos a esta
via de transmissao, conforme ja descrito na parte de epidemiologia do Brasil. Essa via
de transmissdo, que é predominante na regido amazébnica (Shikanai-Yasuda &
Carvalho, 2012; Dias, 2006).

Com relacao a transmisséo por transplante de 6rgaos, ja foram descritos como
via de aquisicdo da infeccdo, principalmente, os transplantes renais, hepaticos,
cardiacos, de medula 6ssea e de pancreas. (Dias et al., 2011; Kransdorf et al., 2014).
E fundamental uma rigorosa avaliacdo sorolégica prévia de doadores e receptores,
devido a toda uma suscetibilidade clinica envolvida no transplante de 6rgaos, como a
histocompatibilidade e a préopria disponibilidade do 6rgdo. Com relacdo aos
receptores, sdo indispensaveis acdes baseadas na atencdo médico-laboratorial no
pds-operatorio, averiguando a possibilidade de qualquer deteccgéo de reativacdo por
conta da imunossupressao. Em caso de reativacao, o tratamento antiparasitario deve
ser iniciado de imediato reduzindo as possibilidades de cardite aguda e/ou
meningoencefalite (Dias et al., 2011).

S&0 poucos os casos relatados da transmissao acidental, foram descritos pouco
mais de 50 casos até o final da década de 1980 (Herwaldt & Juranek, 1993; Hofflin et
al., 1987). Os possiveis fatores de acidentes em laboratérios seriam através da
captura dos insetos vetores em areas endémicas, de trabalhos experimentais com
mamiferos infectados, de culturas do parasito ou de aerossois de materiais
contaminados (Dias et al., 2011). A prevencdo da contaminacdo por acidentes
laboratoriais € de suma importancia e passa pelas instancias primaria e secundaria,
gue seriam respectivamente evitar o acidente e minimizar as consequéncias do
acidente. Para evitar possiveis acidentes, se faz necessario o treinamento dos

profissionais e o uso adequado de equipamentos de protecéo individual (EPIs) e
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equipamentos de protecdo coletiva (EPCs), onde estes ultimos possuem elementos

também para a diminuir as possiveis decorréncias acidentais.

1.5 O Parasito

Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenc¢a de Chagas, é um protozoario
hemoflagelado do super-reino Metakayota, reino Protozoa, filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastea, ordem Kinetoplastida e pertencente a familia Trypanosomatidae
(Cavalier-Smith, 1993; Cavalier-Smith, 2010; Honigberg, 1963; Rey, 2001; Coura et
al., 2002). Esta ordem tem como caracteristicas a presenca de um ou dois flagelos
que se originam a partir de uma bolsa flagelar e uma mitocdndria Unica e alongada.
No interior da mitocondria Unica, se encontra uma estrutura, denominada de
cinetoplasto, que compreende DNAs mitocondriais (mtDNAS) circulares (Maslov et al.,
2001; Brusca & Brusca, 2007). O cinetoplasto esta situado na base do flagelo, onde é
encontrado de 5 a 33% do DNA total dos tripanossomas, denominado de kinetoplast
DNA ou kDNA (Silveira, 2000; Junqueira et al., 2005).

A estrutura do parasito possui tanto caracteristicas semelhantes como distintas
de outros eucariotos. A sua célula é composta por um ndcleo oval, com varias
organelas, caracteristico de eucarioto, e um flagelo em sua extremidade anterior, em
uma das formas evolutivas (Figura 11), (Soares et al., 1989; Souza, 2008). Além disso,
0 nucleo contém alternancia morfoldgica entre as fases replicativas e infectivas. Nas
fases replicativas possui um formato esférico com escassa heterocromatina e nucléolo
perceptivel. J& nas formas infectivas é alongado, abundante em heterocromatina e
com auséncia de nucléolo. Essas variacdes se devem a taxa transcricional especificas
de cada fase, onde nas formas epimastigotas e amastigotas a transcricdo ocorre de
maneira acentuada, e nas formas tripomastigotas metaciclica e sanguicola a
transcricdo diminui a niveis basais (Elias et al., 2001). A maioria de suas organelas
sdo idénticas a de outros eucariotos e outras que sao proprias do parasito, como 0s
glicossomos, acidocalcissomos e reservossomaos, que sao respectivamente estruturas
esféricas e vesiculares relacionadas a vias metabdlicas (Opperdoes & Borst, 1977,
Souza, 2008), ao armazenamento (Docampo et al., 1995; Docampo & Moreno, 2008)
e a degradacgao proteica (De Souza & Rodrigues, 2009; Soares et al.,, 1989). A
membrana plasmatica possui na face interna uma camada de microtubulos dispostos
paralelamente entre si e interconectados atraves de filamentos especializados, o que

atribui resisténcia mecanica e rigidez ao parasita (Kohl & Gull, 1998). Ja na face
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externa, depara-se com uma camada de glicoconjugados ligada a ela por meio de
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), muitas destas relacionadas a interacao
parasito-hospedeiro (Heise et al., 1996). O seu unico flagelo é fundamental para
locomocao, divisdo celular e morfogénese. A sua estrutura € composta por uma haste
paraflagelar constituida de um arranjo complexo de filamentos paralelos ao seu eixo,
a qual ancora o flagelo ao axonema e a zona de ligacdo (De Souza & Souto-Padron,
1980; Saborio et al., 1989), que por sua vez, é formada por uma rede de filamentos e
conexdes de membrana que conectam o flagelo ao longo do corpo celular do parasita
(Rocha et al., 2006).

As trés formas evolutivas do parasito sdo morfologicamente diferenciadas em
seu ciclo de vida, onde ha a variacdo da posi¢cdo do cinetoplasto, sendo um dos
critérios das suas diferenciacdes (Brener, 1997). A forma tripomastigota € extracelular,
nao replicativa e infectiva, localizada tanto no intestino posterior do triatomineo como
no final do desenvolvimento de T. cruzi no interior da célula do hospedeiro mamifero
e também na corrente sanguinea. O cinetoplasto esta localizado na regido posterior
do parasita, com uma forma mais arredondada devido a reducdo do nivel de
condensacéo do kDNA (Figura 11). A amastigota € a forma intracelular replicativa do
protozoario, encontrada no interior das células dos hospedeiros mamiferos. Apresenta
0 cinetoplasto de maneira idéntica aos epimastigotas e morfologicamente possui
caracteristica esférica ou oval, com flagelo curto sem visibilidade ao microscépio
optico, oriundo da bolsa flagelar (Figura 11). Ja a forma extracelular epimastigota é
replicativa presente no tubo digestivo do inseto vetor e em cultivos axénicos. Esta
forma contém cinetoplasto em forma de bastdo em posicdo anterior ao nucleo,
constituido por um material flamentoso organizado em feixes de fibras fortemente
empacotados e perpendicularmente orientados ao eixo longitudinal do parasita (Figura
11).
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Figura 11 - As trés formas evolutivas de T. cruzi. (A) microscopia eletrdnica da forma
amastigota; (B) desenho de um amastigota; (C) microscopia eletrbnica de um epimastigota;
(D) desenho de um epimastigota; (E) microscopia eletrénica de um tripomastigota; (F)
desenho de um tripomastigota. Fontes: Fernandes et al.,, 2011; Teixeira et al., 2012;
<http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/>.
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1.6 O Genoma

Trypanosoma cruzi possui o0 genoma diploide e € o mais complexo dentre os
tripanossomatideos que infectam o homem. Com base na cepa CL Brener, possui 0
tamanho de aproximadamente 110 milhdes de pares de bases, que potencialmente
codificam 22.570 proteinas (Zingales et al., 1997; El-Sayed et al., 2005).

O KkDNA encontra-se disposto em uma rede complexa de moléculas circulares
concatenadas, compostas por 10 a 20 mil copias de minicirculos, de 1,4 Kb e entre 20
a 50 cépias de maxicirculos com tamanho de aproximadamente 40 Kb (Silveira, 2000;
Junqueira et al., 2005).

Aproximadamente, 50% do genoma nuclear do parasito € composto por
sequéncias repetitivas como retrotransposons, repeticdes subteloméricas e genes das
familias de moléculas de superficie. Estes genes incluem os que codificam
transsialidases, mucinas, proteinas associadas a mucina (MASP) e a glicoproteina de
superficie gp63. Aproximadamente 18% dos 12.000 genes codificadores de proteinas
Sao responsaveis por sintetizar proteinas de superficie, que compreendem a maior
parte das familias génicas, envolvidas na interagdo parasito/hospedeiro (El-Sayed et
al., 2005). Esses agrupamentos podem estar distribuidos em diferentes
Cromossomos, e o humero de copias da repeticdo pode variar de um grupamento para
outro.

Por causa da complexidade genética e antigénica, 50% dos genes do parasita
codificam proteinas hipotéticas, ndo tendo similaridade com proteinas de outros
organismos (Martins et al., 2011). Devido ao alto grau de polimorfismo intraespecifico
desse parasito, foram atribuidas sete linhagens distintas denominadas unidades de
tipagem discretas (DTU — Discrete Typing Units), Tcl a TcVI e Tcbat (Brisse et al.,
2000a; Marcili et al., 2009a; Zingales et al., 2009; Pinto et al., 2012; Zingales et al.,
2012; Ramirez et al., 2013; Lima et al., 2015; Breniere et al., 2016), as quais, séo
subdivididas em cepas caracterizadas para marcadores moleculares especificos. Por
esta razdo, as cepas de cada DTU, sdo consideradas como familias de clones
estritamente proximas, mas ndo como um unico clone (Zingales et al., 2009). Dessa
forma, foi usado o termo clonet para se referir ao conjunto de caracteristicas presentes
dentro de cada subgrupo de cepas (Tibayrenc & Ayala, 1991). O ancestral comum
mais recente de um determinado clonet pode variar de algumas semanas ou até

mesmo centenas de anos, dependendo do poder de resolu¢cdo do marcador e da taxa
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de mudanca evolutiva (relégio molecular), podendo ter uma consideravel relevancia
clinica, epidemiolégica e diagndstica (Zingales et al., 2009).

Cabe destacar, que varias proteinas do parasito estdo sujeitas a modificacdes
pés-traducionais acarretando em variantes de uma Unica proteina, que podem ter sido
causadas pela introducéo de residuos de acucar (Muié et al., 2010), acidos graxos,
grupos isoprenilicos, ancoras de GPI as proteinas recém-sintetizadas, colaborando
para o alto grau de diversidade antigénica do parasito (Cordero et al., 2009; Emmer
et al., 2009; Muié et al., 2010). Onde, essa elevada variabilidade antigénica limita o
uso de proteinas integras nos testes diagndésticos utilizados nos laboratérios clinicos,

afetando o desempenho.

1.7 Diagnoéstico Laboratorial da doenca de Chagas

1.7.1 Fase Aguda

O diagnéstico recomendado na fase inicial da infeccdo por T. cruzi sdo os
métodos parasitologicos diretos baseados no reconhecimento das formas
tripomastigotas sanguineas circulantes no sangue, para leitura imediata e repetida,
com a finalidade de esclarecimento diagnéstico, cuja sensibilidade do teste depende
do nivel de parasitemia e da experiéncia do leitor (Junqueira et al., 2011). As técnicas
de pesquisa de esfregacos de sangue fresco e de sangue corados sao utilizados nesta
fase da doenca, de rapidas e simples execucdes, resultando na diferenciacdo do
tripanossomatideo circulante, com maior sensibilidade no método de observacao
microscoépica a fresco. O melhor periodo para a realizacdo da coleta para os testes
seria dentro de 30 dias do inicio de sintomas e com o individuo apresentando quadro
febril (OMS, 2002; Luquetti & Schmudis 2010; Dias et al. 2016). Em caso de baixos
niveis de parasitos circulantes no sangue periférico, se torna necessaria a utilizacdo
dos métodos de concentracdo de parasitas, tais como o método de Strout
(centrifugacdo do soro depois da retirada do coagulo) e o micro-hematdcrito
(centrifugacéo e exame do creme leucocitério, por exemplo), (Junqueira et al., 2011).

Além do diagndstico parasitologico existem técnicas sorologicas indiretas, mas
a sensibilidade apresentada é baixa em individuos com infec¢ao recente, por conta
do tempo minimo necessario para a producgdo de IgG anti-T. cruzi. O melhor seria a
pesquisa de anticorpos da classe IgM anti-T. cruzi, mas atualmente seu emprego so

e viavel em uma unica metodologia, que seria a imunofluorescéncia indireta (IFI - De
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Souza & Camargo, 1966). O resultado negativo nos exames soroldgicos na fase inicial
da doenca € comum devido ao periodo de laténcia da resposta imune, apos a entrada
do agente causal, onde a deteccédo de anticorpos requer um periodo de semanas para
ser produzida a niveis detectaveis. Essas razfes restringem a utilizacdo de ensaios
sorolégicos como forma de diagnéstico na fase aguda, sendo empregados somente
em laboratorios de referéncia e de pesquisa (Ostermayer & De Castro, 1997; Luquetti,
Schmuiiis, 2010; OPAS/OMS Brasil, 2010).

1.7.2 Fase Crbnica

Com o progresso das manifestagfes clinicas, da-se inicio a fase cronica da
doenca de Chagas (DChc) com sensivel reducdo do parasito na corrente sanguinea
do individuo infectado e aumento da producado de IgG anti-T. cruzi, oS quais passam
a ser detectados principalmente por ensaios imunolégicos (Schattschneider et al.,
1992). Além dos métodos parasitolégicos e soroldgicos, mais recentemente também

vem sendo utilizado os métodos moleculares.

1.7.2.1 Testes parasitologicos indiretos

Como ja descrito, nesta fase da doenca o uso de métodos parasitologicos
diretos ndo é recomendado devido a baixa sensibilidade, consequéncia da reducéo
de parasitos na corrente sanguinea. Os métodos parasitolégicos indiretos podem ser
empregados na DChc, como o xenodiagnéstico e a hemocultura para a averiguacéo
da presenca ou auséncia de parasitos.

O xenodiagnostico € um método antigo (Brumpt, 1914) e que consiste na
pesquisa de parasitos nas fezes e/ou no conteldo intestinal dos insetos vetores,
criados em laboratorios, e que se alimentam de sangue de individuos com suspeita
clinica, apresentando resultados positivos variando entre 9% a 87,5% (Maekelt et al.
1964; Mardsen et al., 1969; Barreto et al., 1978; Camargo et al., 1979; Barbosa et al.,
1983; Borges-Pereira et al., 1989; Brener et al., 1992; Junqueira et al., 1996). Pode
ser empregado tanto para o diagnéstico em humanos, quanto em animais. Pode ser
aplicado in vivo e in vitro, gerando resultados similares em ambas as técnicas, com
positividades registradas por Pifieda & Luquetti (1998) de 28% in vivo e 32% in vitro.
Resumidamente, a metodologia in vivo consiste na utilizagéo de 10 triatomineos vivos
em cada caixa dispostos em 4 caixas, com um dos seus lados fechada por uma rede
fina, a qual é colocada na face ventral do antebraco do paciente e permanece por

aproximadamente 30 minutos. Para que seja possivel a realizacdo deste exame, é
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necessaria uma preparacao prévia, onde os triatomineos sdo mantidos em jejum por
duas semanas. ApOs os triatomineos se alimentarem com sangue do paciente, 0s
insetos passam a ser mantidos a temperatura ambiente, cerca de 85% de umidade
relativa e na auséncia de luz. O exame do conteudo fecal ou do intestino é efetuado
depois de 30-60 dias em pacientes da fase cronica e 10 — 30 dias em pacientes da
fase aguda (Brumpt, 1914; Dias, 1934; Dias, 1940; Almeida, 1976).

A hemocultura baseia-se na multiplicacdo abundante do parasito em meios de
cultura enriquecidos, como meios difasicos com base de agar sangue (NNN), meios
liguidos como o LIT (liver infusion tryptose), BHI (brain heart infusion) e o meio
Waren’s, a partir da amostra clinica coletada (sangue, liquor, etc.). O meio LIT é o
mais utilizado. Esta técnica pode gerar resultados positivos de 0% a 94% (Chiari &
Brener, 1966; Barbosa et al., 1983; Chiari et al., 1989; Brener et al., 1992; Luz et al.,
1994; Gomes et al.,, 1999), apresentando sensibilidade varidvel e nem sempre
reprodutivel de cerca de 30% até 79% (Junqueira et al., 2011). Modificacdes nesta
técnica, como a coleta de maiores quantidades de sangue, enriquecimento do “creme”
leucocitario, prolongamento do tempo de cultivo e realizagdo de hemocultura seriada,
podem ocasionar em um aumento na sensibilidade para cerca de 94% (Luz et al.,
1994). Esta metodologia é recomendada no isolamento de T. cruzi para estudos

bioquimicos e biolégicos (Junqueira et al., 2011).

1.7.2.2 Diagnéstico por técnicas moleculares

Com o advento das técnicas de biologia molecular, muitos grupos de pesquisa
comecaram a desenvolver ensaios mais sensiveis usando ferramentas moleculares,
com o objetivo de analisar amostras sanguineas de pacientes infectadas com T. cruzi,
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Moser et al., 1989; Sturm et al.,
1989; Avila et al., 1991; Avila et al., 1993; Britto et al., 1993; Wincker et al., 1994;
Junqueira et al.,1996; Kirchhoff et al., 1996; Gomes et al, 1998; Castro et al., 2002;
Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003). Este método baseia-se na amplificagdo
de sequéncias de DNA alvo, que para o T. cruzi, at¢ 0 momento, ndo existe um
consenso com relacédo ao melhor alvo a ser empregado para a utilizacdo da PCR como
diagnéstico de DChc. Entretanto, duas sequéncias se mostraram promissoras para o
diagnéstico: a regido variavel do DNA cinetoplasto minicirculo e uma sequéncia de
195 pb de DNA reiterado do parasita (Russomando et al., 1992; Requena et al., 1996;
Russomando et al., 1998; Schijman et al., 2011). Em 2005, o grupo de Russomando
descreveu a vigéncia de um sistema de diagnéstico pré-natal com a utilizacdo da
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técnica de PCR com alvo no DNA-Sat, para a deteccdo do parasito em casos
congeénitos nas areas endémicas do Paraguai.

Essa técnica apresenta as seguintes vantagens: o curto espacgo de tempo para
a obtencao de resultados, em comparacao com os métodos parasitolégicos indiretos,
onde os resultados sdo alcancados apenas depois de semanas ou meses; além de
melhor flexibilidade com materiais em teste e a possibilidade de repetir 0 ensaio em
caso de resultados duvidosos, devido a utilizacdo de volumes pequenos do material
clinico. Também é indicada para a deteccao de parasitos nos tecidos de individuos e
pode ser utilizada a técnica de PCR em tempo real para realizar a quantificacdo das
sequéncias de DNA satélites amplificadas (Duffy et al., 2009; Duffy et al., 2013;
Moreira et al., 2013; Ramirez et al., 2015).

Entre os fatores que restringem a utilizacggdo da PCR como ferramenta
diagnostica, tém-se: custos elevados com reagentes e equipamentos; a
indispensabilidade de um treinamento especializado, risco de contaminacdo das
amostras (Picka et al., 2007) e principalmente a oscilacdo da sensibilidade, relatada
entre 3,8% - 100%, que pode ser explicada em parte pela presenca e quantidade
intermitente de parasitas circulantes no momento da coleta de sangue (Brasil et al.,
2010; Breniere et al., 1992; Britto et al., 1995; Britto, 2009; Silber et al., 1997; Vera-
Cruz et al., 2003; Zingales et al., 1998; Portela-Lindoso & Shikanay-Yasuda, 2003).
Além disso, polimorfismos de sequéncia dentro de fragmentos amplificados entre
cepas de diferentes DTUs também podem influenciar a eficiéncia da amplificacéo
(Telleria et al., 2006; lenne et al., 2010); resultando em falso-negativos por
interferéncia de substancias usadas durante a lise e extracdo de DNA de amostras de
sangue e especialmente devido a contaminacao do DNA (Ehrlich & Greenberg, 1994;
Duffy et al., 2009; Britto, 2009).

Apesar de sua limitacédo, a PCR € preconizada como método confirmatério em
caso de resultado em ensaios sorolégicos indeterminados (Avila et al., 1991; Avila et
al., 1993; Wincker et al., 1994; Junqueira et al., 1996; Gomes et al., 1999; Brasil, 2005;
Britto, 2009); também na avaliagcdo do nivel de parasitemia dos pacientes em fase
cronica submetidos ao tratamento com medicamentos; em estudos comparativos com
novas técnicas sorolégicas ou parasitolégicas e na deteccdo do nivel de parasitemia
em imunodeprimidos por técnica quantitativa visando intervencdo terapéutica ou
profilatica precoce (Ehrlich & Greenberg, 1994; Britto, 2009; Galvéao et al., 2003; Britto
et al., 2001; Zulantay et al., 2004; Duffy et al., 2009, Duffy et al., 2013; Moreira et al.,
2013).
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1.7.2.3 Testes Sorolégicos Convencionais

A OMS em 2002 e o Ministério da Saude em 2005 direcionaram o diagnéstico
laboratorial na fase cronica da doenca de Chagas para a triagem sorologica e para 0s

centros de saude, conforme o esquema ilustrativo na Figura 12 (Brasil, 2005).

Amostras de soro ou plasma

4

2 testes, métodos diferentes
[Elisa, IFI /HAI]

1 teste nao reagente
1 teste reagente

Resutadonegativo

l Coletar nova amostra I

1

Repetir
2 testes, métodos diferentes
[Elisa, IFI /HAI]

1 teste nao reagente
1 teste reagente

*Resultado incondlusivo

+
Encaminhar amostras para
laboratdrio de referéncia

Figura 12 - Fluxograma das etapas do diagnostico laboratorial da infeccao por T. cruzi
na fase crénica, em casos suspeitos de doencga de Chagas cronica (DChc). Fonte: Dias
et al., 2016. Baseado no fluxograma da referéncia: Brasil, 2005.

A Tabela 4 evidencia as recomendacdes sugeridas pela OMS (2002),
demarcando os melhores procedimentos a serem adotados para cada possivel
situacdo de diagnostico. Na triagem sorologica a recomendacdo é apenas de um
teste, e a escolha do método de ELISA é devido a sua alta sensibilidade. No Brasil,
desde de 2003 s&o usados o ELISA ou a quimioluminescéncia em bancos de sangue
(Furuchd6, 2006). Em laboratério clinico, quando ha casos suspeitos da doenca,
recomenda-se a realizacao de dois testes convencionais, caso obtenha-se resultados
discordantes, torna-se indispensavel a realizacdo de um terceiro teste (convencional

ou nao convencional).
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Para o diagnostico em casos suspeitos de transmissdo congénita, torna-se
necessaria a confirmacéao em dois testes sorolégicos convencionais, caso 0 primeiro
tenha sido positivo. Caso as méaes sejam soro positivas, deve ser realizado um teste
sorolégico de IgG aos 8 meses de vida de seu filho. Testes parasitoldégicos sao
desejaveis, sempre que estes possam ser realizadas. Em inquéritos soro-
epidemioldgicos, recomenda-se um unico teste convencional. A adicdo de amostras
de soros, plasma ou sangue em papel de filtro pode ser usado para esta finalidade.
No acompanhamento de tratamento, dois testes soroldgicos sdo recomendados. Em
centros especializados, os ensaios de PCR podem ser realizados para verificar a
parasitemia (OMS, 2002).

Tabela 4 - Recomendag6es da OMS sobre o diagndstico laboratorial da doenca de

Chagas.
OBJETIVOS TESTES CONVENCIONAIS TESTES NAO CONVENCIONAIS

ELISA IFI HAI Proteinas PCR
recombinantes
Evidéncia sorolégica
(recomendados 2 testes) 2 W W W
Triagem do banco de sangue X

(recomendado 1 teste)

Transmissédo Transplacental e
perinatal X X X X
(recomendado 2 testes)

Levantamentos
epidemiologicos X X
(recomendado 1 teste)
Acompanhamento do
tratamento X X X X

(recomendado 2 testes)

Fonte: Modificado da OMS, 2002.

E fundamental seguir rigorosamente os procedimentos de Controle de
Qualidade Externo e Interno para producao e comercializacao de diagndésticos, sendo
a Unica maneira de garantir os resultados dos diagndsticos soroldgicos.

A reacao de fixacdo do complemento foi o primeiro teste soroldgico empregado
no diagnostico da doenca de Chagas cronica, por Guerreiro e Machado em 1913,
onde os primeiros ensaios foram realizados com o emprego do antigeno preparado
com visceras de céaes jovens, com elevada infeccdo por T. cruzi. Esta reacéo
apresentou alguns problemas como reacdes cruzadas, dificuldade de estabelecer
pontos de corte, auséncia de reprodutibilidade e baixa sensibilidade (Ferreira & Avila,
2001).
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Os testes mais frequentes na rotina do diagndéstico soroldgico laboratorial séo
a Hemaglutinacéo Indireta (HAI), Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), que tem como base a deteccdo de anticorpos
especificos anti-T. cruzi (Brasil, 2005; OMS, 2002).

A HAI baseia-se em uma reacao trivial de detecgcéo de anticorpos anti-T. cruzi
em amostras sorolégicas de individuos infectados, com obtencédo de resultados em
cerca de 2 horas. Resumidamente, consiste na aglutinacdo de hemacias de carneiro,
recobertas com antigenos citoplasmaticos de T. cruzi na presenca de soro com
anticorpos contra o parasito (Fuchs et al., 1980). Existindo anticorpos anti-antigenos
de T. cruzi, os mesmos formam ligacbes entre as hemacias, interagindo com o0s
antigenos na sua superficie. O que visualmente acarreta na formacédo de um manto
nas placas de microtitulacdo (Figura 13). Devido ao seu baixo custo, a nitidez dos
resultados e a facilidade de execucao, este teste tem sido vastamente utilizado em
triagem sorologica e em diagndéstico laboratorial. Todavia, apesar de apresentar alta
positividade, reacdes cruzadas com outras parasitoses, principalmente leishmaniose
sao notadas. Em casos de infecgdes muito recentes (30 a 45 dias), a hemaglutinacéo
pode gerar resultados negativos, além de problrma na reprodutibilidade (Gadelha et
al., 2003).

hemacia
sensibilizada
com antigeno

/A\i— anticorpo ; ‘

/l( )/\\ > aglutinagao
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Figura 13 - llustracdo da Hemaglutinacao Indireta (HAI). (A) Etapas da reacédo de HAI; (B)
Resultados visualizados pelo HAI. Fonte: Brasil, 1998.
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O ensaio de IFI (Figura 14) para a pesquisa de anticorpos IgG anti-T. cruzi tem
sido considerado como teste de referéncia na sorologia da doenca de Chagas e para
a deteccao de anticorpos Ig-M anti-T. cruzi, possui valor significativo no diagnostico
da doenca aguda. Em 1974 utilizaram pela primeira vez anticorpos especificos anti-
IgM humano, para a deteccdo da fase aguda e da transmisséo congénita da infec¢ao
(Camargo & Amato-Neto, 1974). Hodiernamente, o emprego do conjugado anticorpo
anti-lg humano é marcado com fluoresceina (Figura 14), uma vez que os fluorocromos
podem ser conjugados as regides Fc de uma molécula de anticorpo, sem alterar sua
especificidade, conservando a sua capacidade de detectar tanto IgM quanto IgG
(Ferreira & Avila, 2001). Esse teste ja foi descrito ter uma sensibilidade de 99%, mas
possui muitos inconvenientes como a subjetividade da leitura; execucdo por um
técnico especializado; a necessidade de um microscopio de luz UV especial, o
equipamento de leitura deve estar com um bom ajuste, para minimizar a ocorréncia
de erros técnicos. O amplo uso de IFI é pelo fato de ter relativa facilidade de se obter
reagentes padronizados, elevada sensibilidade associada a altos titulos de anticorpos
em soros de populacao infectada e facilidade de processamento de muitas amostras.
Entretanto, possui como principal desvantagem a baixa especificidade da técnica,
podendo gerar reacdes cruzadas com amostras de individuos com outras parasitoses,
principalmente os parasitos Leishmania spp. e Trypanosoma rangeli (Luquetti & Rassi,
2000).
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Figura 14 - Ensaio de Imunofluorescéncia Indireta (IFl). (A) Etapas da reagéo do teste IFI.
(B) Formas epimastigotas de T. cruzi por IFI.
Fonte:<http://www.liaccentralsorologica.com.br/noticias_chagas.html>;
<http://www.saude.sp.gov.br/sucen-superintendenciadecontroledeendemias/centrosnucleos-
e-laboratorios/laboratoriodeimunoepidemiologia>.

O termo em inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ou em
portugués Ensaio Imunoenzimatico (EIE) foi utilizado e a técnica desenvolvida por
Engvall e Perlmann em 1971. Esse teste foi gerado como uma alternativa ao

radioimunoensaio, para a detecgdo de antigenos ou anticorpos e consistia em um
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ensaio heterogéneo, diferente dos métodos enzimaticos até entdo utilizados que
envolviam coloragbes imuno-histoquimicas pela técnica de imunoperoxidase.
(Sanchez, 2001).

Em 1975, Voller e colaboradores descreveram o ELISA para o diagndstico
sorologico da doenca de Chagas. Esse teste imunoenzimatico se baseia na interagao
antigeno-anticorpo revelada por um cromégeno ativado pela reacao especifica entre
enzima e substrato. Nesta técnica utilizam-se placas de microtitulacdo sensibilizadas
com componentes antigénicos soluveis de formas epimastigotas de T. cruzi
previamente adsorvidos. Os anticorpos presentes na amostra se ligardo aos antigenos
da placa e séo revelados pela adicdo de anticorpos anti-imunoglobulinas conjugados
a uma enzima que, em contato com seu substrato, doa elétrons fazendo com que o
cromodgeno adicionado mude de cor (Figura 15). O desempenho dos diferentes
conjuntos de ELISA para o diagndstico da doenca de Chagas existentes no mercado
foi avaliado observando-se valores de sensibilidade de 97,7% a 100% e de
especificidade entre 93,3% e 100%, sendo os niveis de sensibilidade constantes nos
diferentes conjuntos, porém com especificidade variavel (Oelemann et al.,1998). Além
disso, o ELISA utiliza baixas quantidades de soro, permite o0 processamento
simultaneo de varias amostras e facilita o uso em trabalhos realizados em campo com
a utilizacdo de espectrofotdmetros portateis, com leitura objetiva e possibilidade de
automacao, sendo também utilizada pelos bancos de sangue. Mas a especificidade
esta longe do ideal quando sao utilizados antigenos brutos ou semipurificados,
resultando em reacdes falso-positivas, onde o valor da densidade optica lida no
espectrofotdbmetro fica muito proximo a linha de corte entre a amostra positiva e
negativa (Gadelha et al., 2003). O uso de fragdes ou antigenos purificados de T. cruzi
fornece resultados promissores para minimizar a reatividade cruzada e aumentar a
especificidade para soros chagasicos (Gomes, 1996).

Tradicionalmente os testes de ELISA convencionais utilizam extratos brutos ou
antigenos semipurificados de cepas de epimastigota de T. cruzi (formas néo
infecciosas do parasita). Uma consideravel diferenca na reprodutibilidade e
confiabilidade destes testes foi relatada por laboratérios distintos, principalmente em
relacdo a reatividade cruzada com outros agentes patogénicos e a necessidade de
padronizacdo dos reagentes (Camargo et al., 1986). Os testes de diagnostico
empregando extrato antigénico de epimastigota tém uma especificidade limitada,
associada ao fato de que eles ndo possuem epitopos altamente reativos para 1gG /

IgM presentes em pacientes com doenca de Chagas aguda ou congénita (Umezawa
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et al., 1996 a-c). Em virtude de sua complexidade antigénica, resultam em problemas
de padronizacéo, baixa confiabilidade e possibilidade de reatividade cruzada com
outros microrganismos, principalmente com espécies do género Leishmania e T.
rangeli. (Chiller et al., 1990; Araujo, 1986; Pan et al., 1992; Santos et al., 2012). A
heterogeneidade antigénica dificulta o diagndstico diferencial e especifico para a
doenca de Chagas.

A falta de antigenos especificos e de antigenos bem caracterizados produziu
variabilidade no reagente final, gerando resultados contraditérios (Camargo et al..,
1986). Antigenos recombinantes de T. cruzi podem proporcionar uma ferramenta
pratica para melhorar os métodos atuais de diagndéstico sorologico da doenca de
Chagas (Moncayo & Luquetti 1990, Levin et al., 1991; Krieger et al., 1992; Silveira,
1992; Paranhos et al., 1994; Pastini et al., 1994). Peptideos que carregam epitopos
bem definidos podem ser produzidos em grande escala e com um grau aceitavel de

pureza (Umezawa et al., 1999).

% .
lavagem %
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Poco sensibilizado Incubagao Incubagao Adicao de substrato (S)
com o antigeno com com e revelagao da cor
Anticorpo primario Anticorpo secundario marcado

Figura 15 - Esquema de ELISA indireto para uma amostra reagente. Fonte: Adaptado de
<http://www.ageracaociencia.com/2017/09/21/ensaio-imunoenzimatico-elisa/>.

1.8 Outros ensaios para o diagndstico da infeccado de T. cruzi

Existem inUmeros métodos descritos e que podem ser aplicados para o
diagndstico ou como teste confirmatoério da doenca de Chagas, com emprego voltado
para a pesquisa. Neste item serdo descritos, de forma breve, algumas metodologias
nao convencionais e as que podem ter uso complementar as tradicionais, com
melhores desempenhos apresentados para o diagndéstico sorolégico da infeccéo pelo
parasito e também seus fatores limitantes.

O Western blotting é empregado como teste confirmatorio, que se fundamenta
primeiramente na separacgao eletroforética de antigenos brutos ou purificados sobre
um gel de poliacrilamida, de acordo com peso molecular, seguida da transferéncia dos

antigenos para uma membrana de nitrocelulose ou PVDF (fluoreto de polivinilidene) e
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uma reacdo imunoenzimatica com deteccdo de bandas proteicas especificas do
parasito. Essa técnica € comumente empregada em bancos de sangue para a triagem
de doencas virais (HIV, HTLV e HCV), como ensaio confirmatorio. Porém, quando
utilizada na deteccdo de anticorpos especificos da infeccdo por T. cruzi, revelou-se
em média de 15 a 20 bandas com diversos pesos moleculares (10 a 300 kDa), quando
empregados extratos brutos do parasito. Neste reconhecimento de bandas por
anticorpos anti- T. cruzi, ja foi descrita na literatura a deteccéo de antigenos entre 35
a 65 kDa, que sdo os mesmos encontrados em soros de pacientes com leishmaniose,
acarretando em reatividade cruzada (Lanar & Manning, 1984; Rosfjord et al., 1990;
Malchiodi et al., 1994; Reed et al.,, 1987, além disso apresenta variacdo na
sensibilidade entre 44,3% a 100% (Nakazawa et al., 2001; Peralta et al., 1994; Reiche
et al.,, 1998; Zarate-Blades et al., 2007). JA& os antigenos purificados, naturais
(Nakazawa et al., 2001; Umezawa et al., 1996a), recombinantes (Costa et al., 1997),
ou peptideos sintéticos dispostos isolada ou combinadamente sobre linhas Unicas ou
multiplas (Oelemann et al., 1999; Sabino et al., 1997), possuem desempenho melhor.
A fracdo antigénica de 150-160 kDa, purificada do antigeno TESA (Kesper et al., 2000;
Silveira-Lacerda et al., 2004; Umezawa et al., 1996a), tem sido utilizada até hoje.

O ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA) consiste em cultivo de
epimastigotas, com a incorporacédo de um radioisotopo (1251 ou 35S), que apos a lise
do parasito, a cultura é posta em contato com o soro a ser analisado, induzindo a
formacao de imunocomplexos. Quando em presenca das glicoproteinas gp72 e gp90,
a reatividade fica mais destacada (Kirchhoff et al., 1987). Nos EUA, essa técnica foi
vastamente aproveitada no ano 2000 (Leilby et al., 2000) e considerada como gold
standard, com alta sensibilidade e especificidade, e tem sido recomendada como um
teste confirmatério (Kirchhoff et al., 1987; Otani et al., 2009). Todavia, a sua
complexidade, tempo relativamente extenso de resposta, e manuseio de material
radioativo sdo fatores que evitam a expansao do seu uso (Shah et al., 2010).

A citometria de fluxo como um método de diagnodstico para DChc tem
apresentado bons resultados, onde é possivel obter resultados que distinguem
individuos com leishmaniose visceral, cutdnea e doenca de Chagas por meio de
marcacao diferencial (Teixeira-Carvalho et al., 2015). Entretanto, ndo é reconhecida
como teste diagndstico, por requerer um equipamento de custo elevado, profissional
especializado, tendo seu uso voltado apenas para a pesquisa, podendo também ser
utilizado como critério soroldgico para avaliar a cura, na fase aguda da doenca, em

pacientes tratados (Vitelli-Avelar et al., 2007).
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A quimioluminescéncia tem como principio a deteccdo de anticorpos anti-Gal
reativos contra glicoconjugados especificos de tripomastigotas e epimastigotas
tratados com fosfolipases e purificados sob a forma de oligossacarideos (Almeida et
al., 1994). Estes anticorpos em pessoas com a infeccdo crbnica, divergem dos
anticorpos anti-Gal presentes em individuos saudaveis. E uma metodologia altamente
sensivel e especifica. Seu emprego tem sido como um terceiro teste, quando os outros
dois derem resultados inconclusivos ou falso-positivos, e vem sendo utilizada em
triagem de soroldgica de doadores (Izquierdo et al., 2013; Murcia et al., 2013; Praast
et al., 2011). Por conta de seu alto custo é muitas vezes inacessivel, sendo mais
encontrada em laboratorios e em bancos de sangue.

Os testes de diagnéstico rapidos (TDRs) podem ser qualitativos ou
semiquantitativos e sdo caracterizados pela obtencdo rapida de resultados sem a
necessidade de equipamentos elétricos. Em geral, existem diferentes principios para
esses testes: imunocromatografia, aglutinagcdo de particulas, imunofiltracdo ou
imunodot.

Os ensaios de microarranjo liquido, descritos incialmente em 1977 (Horan &
Wheeless, 1977), permitem analises quantitativas e qualitativas de mdultiplos alvos
numa unica reacdo, usando volumes de amostra relativamente pequenos com
potencial de alto rendimento. Essa estratégia vem sendo aplicada na area de
imunodiagndstico e pesquisa basica e € possivel analisar aproximadamente 500
reacoes diferentes na mesma solugcdo e em pouco tempo (Miller &Tang, 2009;
Christopher-Hennings et al., 2013; Hoare et al., 2016). Para a doenca de Chagas, ja
foram descritos em ensaios contendo lisado do parasito e experimentos multiteste
usando uma Unica proteina do parasito, 0 melhor desempenho foi apresentado para
o ultimo (Foti et al., 2009). Essa é uma metodologia cara e depende de profissionais
especializados para a sua execucao.

Os biossensores sdo dispositivos analiticos relativamente novos, que sdo cada
vez mais empregados como um sistema de plataforma tecnolégica para diagnostico
de doencas humanas (point—of-care), que podem ser aplicados para o diagndéstico de
DCh. Esses dispositivos podem auxiliar na deteccdo da presenca de compostos
especificos e agentes patogénicos em ambientes liquidos e misturas complexas tais
como: agua e soro sanguineo (Sin et al., 2014). O desenvolvimento de biossensores
requer que um componente biologicamente ativo seja imobilizado na superficie de um
transdutor. A camada de reconhecimento seletivo em relagdo aos antigenos

especificos de T. cruzi presentes no soro sanguineo dos pacientes pode detectar
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seletivamente o analito alvo, gerando uma resposta de sinal no sensor. Dependendo
do tipo de transdutor que é empregado, 0s biossensores podem ser eletroquimicos,
acusticos ou oOpticos. Entretanto, os biossensores apresentam como principais
desvantagens, o fato de atualmente ndo estarem disponiveis comercialmente para a
doenca de Chagas e necessita de mais pesquisas e desenvolvimento de sistemas
portateis. Como principais vantagens teriam o0 seu limite de deteccdo de
aproximadamente 3 ng/mL, ndo é necessaria uma area de trabalho asséptica,
resultado rapido, com medi¢Bes em tempo real, detec¢éo quantitativa, facil execucéo,
nao precisa de pessoal treinado, preparacdo simples in situ, alta especificidade
analitica, reducdo do consumo de reagente, alta sensibilidade e confiabilidade,
integracdo de multiplos processos em um Uunico dispositivo, possibilidade de
automacdao, baixo custo de fabricacéo, capacidade de recuperagcdo do sensor para
multiplas analises (Ferreira et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Belluzo et al.,
2011;.Pereira et al., 2011; Sin et al., 2014; Luz et al., 2015; Luz et al, 2016; Janissen
et al., 2017).

1.9 Emprego de proteinas em testes sorolégicos

No inicio dos anos 80, foram identificados varios antigenos purificados através
da combinacdo das metodologias de imunoquimica e clonagem génica (Bayer-Santos
et al., 2013; Bayona et al., 2011; Paba et al., 2004; Parodi-Talice et al., 2004; Wen et
al., 2012), com a expectativa de melhorar o desempenho dos testes sorolégicos, com
0 aumento da sensibilidade e da especificidade. Como exemplo pode-se citar alguns
dos antigenos purificados que foram usados em pesquisa com bons resultados e
elevaram a especificidade das rea¢des, como a proteina GP90, presente na superficie
de todos os estagios evolutivos do T. cruzi (Scott & Snary, 1982); GP 57/51, presente
na superficie de formas epimastigotas e tripomastigotas sanguineos (Scharfstein et
al., 1986) e GP97-83, presente nos estagios amastigota e epimastigota (Pan & Pratt,
1989). Por razBes econbmicas e técnicas, estes antigenos nao foram incluidos em kits
de diagnoéstico, ja que os processos de purificacdo e producdo de antigenos do
parasito por meio da bioquimica classica ndo sdo simples e a obtencdo dos
componentes antigénicos sdo em escassa quantidade.

Com o achado de varios antigenos secretados da forma tripomastigota cepa Y
de T. cruzi, liberados espontaneamente no sobrenadante de cultura de células LLC-

MK2 infectadas em meio RPMI 1640, no final dos anos 80, caracterizados e
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denominados de TESA (tripomastigote excreted and secreted antigen), tornou-se
viavel a sua utilizacdo como alvo para métodos de diagnostico soroldgico. (Affranchino
et al., 1989; Kesper et al., 2000; Silveira-Lacerda et al., 2004; Umezawa et al., 1996a).
O uso deste antigeno em reacdo de immunoblotting (TESAblot) com amostras de
sangue de pacientes com doenca de Chagas de diferentes quadros clinicos,
congénita, aguda e cronica e também com individuos que nédo tinham a doenca,
usados como amostras controle do ensaio (Umezawa et al.,1996c¢), resultou numa alta
especificidade e sensibilidade. Detectou bandas de 130-200 kDa perante os soros de
pacientes das formas aguda e congénita da infecgcdo, com o reconhecimento dos
anticorpos das classes IgM e IgG, enquanto que os soros de individuos de fase cronica
reconheceram bandas de 150-160 kDa, através dos anticorpos da classe IgG
(Umezawa et al., 1996a). Um outro estudo realizado em 2001 pelo grupo de Nakazawa
com este antigeno, testando em diferentes cepas de T. cruzi (WSL, Colombiana e
12SF), mostrou o reconhecimento de um polipeptideo de 150-170kDa, em todos os
pacientes com doenca de Chagas crbnica analisados (formas cardiacas,
assintomaticas, digestivas e mistas). Contudo, apresentaram reatividade cruzada com
leishmaniose visceral e cutanea contra os polipeptideos inferiores a 150 kDa
(Nakazawa et al., 2001). Um outro limitante apresentado, seria que este ensaio nao
viabiliza o monitoramento de cura, uma vez que ndo permite a avaliacdo da
decadéncia do titulo sorolégico (Matsumoto et al., 2002); também apresentou
restricdes quando a avaliacdo foi feita em grande niamero amostral; além de néo ser
uma metodologia econbmica, exigir um treinamento profissional especializado e de
um laboratério adequadamente equipado.

Na tentativa de resolver os limitantes da técnica de immunoblotting, o antigeno
TESA foi aplicado a plataforma de ELISA (TESAELISA), que permite a andlise de um
maior niumero de amostras, de execucao simples e facil e acessivel a automacao. O
ensaio apresentou 100% de sensibilidade em soros de pacientes tanto na forma
cronica e 96% de especificidade. Devido a ocorréncia de reatividade cruzada com
antigenos de baixo peso molecular em amostras de individuos com leishmaniose,
mesmo resultado apresentado no TESAblot, houve a necessidade de aumentar a
especificidade do ensaio, realizando a purificacdo do polipeptideo de 150-170 kDa
atraves de eletroforese preparativa de banda usando a cepa Y. A fracdo obtida foi
usada em um novo ensaio (TESAELISA) com os soros de pacientes cronicos da
doenca de Chagas (Umezawa et al., 2003; Nakazwa et al., 2001; Abath et al., 2000)

e, desta vez, os dados obtidos para a sensibilidade e especificidade foram de 100%
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(Nakazwa et al., 2001), demonstrando que esta fragdo da proteina TESA € de
relevancia para o diagnéstico da doenca de Chagas cronica e vem sendo
continuamente utilizada em alguns estudos como uma ferramenta diagnaostica.

O advento da tecnologia de DNA recombinante na década de 1990 aprimorou
as técnicas de purificacdo de proteinas pela bioquimica classica (Berrizbeitia et al.,
2006), sendo possivel a expresséao e producao de proteinas heterdlogas em bactérias,
ou em outros microrganismos (Scherf et al., 1990).

Com o proposito de obter clones bacterianos com antigenos parasitarios
expressos a serem usados no diagnéstico da DChc, técnicas imunologicas foram
aplicadas com a utilizacdo de soros de individuos com infeccado por T. cruzi, que
resultou na obtencdo de diversos clones bacterianos com proteinas de T. cruzi
reconhecidas pelos soros dos pacientes com a doenca (Lafaille et al., 1989).

A partir disso, foram feitas avaliagbes individuais destes clones frente a
reatividade com soros negativos e positivos para a doenca de Chagas, nos quais dois
clones isolados expressaram proteinas de T. cruzi, com acentuado valor de
diagndstico. Posteriormente, um estudo mais detalhado destes genes demonstrou que
ambos apresentavam uma estrutura onde havia a repeticdo de um mesmo motivo ou
epitopo reconhecido por anticorpo. Observou-se que um dos dois antigenos obtidos
exibiu uma localizacao difusa no citoplasma enquanto o outro era flagelar. Conforme
as suas estruturas em epitopos repetitivos e as suas localizacdes, esses antigenos
foram designados de antigeno citoplasmatico repetitivo ou citoplasmic repetitive
antigen (CRA), presente nas formas epimastigotas e amastigotas; e antigeno flagelar
repetitivo ou flagelar repetitive antigen (FRA), encontrado nas formas epimastigotas e
tripomastigotas do parasito (Lafaille et al., 1989).

Para analisar o potencial de 17 antigenos recombinantes, foi realizado um
estudo multicéntrico, duplamente cego, coordenado pela Organizacdo Mundial de
Saude, com um namero pequeno de soros. Cada laboratorio participante do estudo
realizou ensaios imunoenzimaticos padronizados. Os resultados gerados apontaram
10 dos 17 antigenos testados com bons resultados, especificidade de 0,86 - 1,0 e
sensibilidade 0,95 - 1,0, e um coeficiente kappa (KI) = 0,80, indicando excelente
concordancia. O coeficiente kappa (KI) mede a concordancia de todos os resultados
obtidos de um determinado antigeno com as amostras de referéncia, entdo os
antigenos que tiveram resultados idénticos aos de referéncia receberam Kl = 1,0.

Nesta avaliacdo, o antigeno CRA foi considerado o melhor antigeno para diagnéstico
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(KI = 1,0), seguido dos antigenos B13 (KI = 0,96) e H49 (KI = 0,92), (Moncayo &
Luquetti, 1990).

Um outro estudo envolvendo diversos institutos de pesquisa internacionais,
coordenado pelo Projeto de Biotecnologia da Ciéncia e o Programa Ibero Americano
de Ciéncia e Tecnologia para o Desenvolvimento (CYTED), examinou dez antigenos
recombinantes (Ag2, Agl3, SAPA, H49, A13, JL5, JL7, JL8, JL9 e RAIl) em um
laboratério de referéncia, usando o imunoensaio dot blot com soros de individuos
infectados por T. cruzi de diferentes areas endémicas e de individuos sem a infeccéo.
Os antigenos que tiveram melhores desempenhos foram: JL7, H49, Ag2 e A13, com
valores de Kl de 0,82 — 0,93. Entretanto, quando estes antigenos foram avaliados, ndo
foram individualmente detectados em quatro amostras sorologicas de pacientes com
doenca de Chagas de fase cronica, concluiu-se que a utilizacdo de um Unico antigeno
recombinante ndo € eficaz para o diagnéstico de todos os individuos com a infec¢ao
(Levin et al., 1991).

Os genes CRA e FRA foram avaliados em uma outra pesquisa, mostrando que
séo altamente polimorficos (Krieger et al., 1990) e mesmo possuindo polimorfismos
em diferentes cepas, as duas proteinas foram reconhecidas por mais de 95% dos
soros de individuos com infeccdo por T. cruzi em radioimunoensaio, 0 que indicou a
conservacao dos determinantes antigénicos (Goldenberg et al., 1991). Quando estes
antigenos foram testados juntos através da técnica de ELISA, revelaram-se
importantes no diagndstico da infeccdo pelo T. cruzi, apresentando sensibilidade e
especificidade de 100% (Krieger et al.,, 1992). A partir destes resultados, a
combinacéo destes antigenos (CRA + FRA) foi utilizada em um protétipo de Kit de
diagnostico através do método de ELISA, que foi proposto e desenvolvido por
Biomanguinhos, na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), chamado de Kit EIE-
Recombinante-Chagas-Biomanguinhos® (EIE-Rec). O seu primeiro registro foi em
1999 e era baseado no ELISA direto. O Kit foi avaliado tanto para o diagndstico de
infecgéo por T. cruzi (Gomes et al., 2001), quanto como um teste para monitoramento
de quimioterapia (Silva et al., 2002), em ambos os casos haviam apresentado
resultados satisfatorios, com especificidade de 100% e sensibilidade de 98,2 - 100%
(Silva, 2003). O EIE-Rec apresentou algumas vantagens como evitar reacoes falso-
positivas e aumento da sensibilidade (Silva, 2003). Todavia, no periodo de renovagao
do registro para comercializagdo do produto, o kit EIE-Rec foi avaliado pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), FIOCRUZ, onde o reativo nao

alcancou os niveis de sensibilidade satisfatorios. Como consequéncia, 0 seu registro
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nao foi renovado e a sua producéo foi paralisada (Silva, 2003). Uma possibilidade para
este ocorrido deve-se ao fato de que o antigeno FRA ndo possui determinantes
antigénicos exclusivos para a infec¢cdo com T. cruzi, apresentando homologia com os
de Leishmania spp (Bottino et al., 2013).

Avaliacdes dos antigenos recombinantes continuaram a serem realizadas com
o0 objetivo de obter potenciais alvos para o diagnostico sorologico, com elevado
desempenho em ensaios soroldgicos. Ensaios realizados por algumas instituicdes de
diferentes localidades, examinaram a eficiéncia de seis antigenos (H49, JL7, JL8, Al13,
B13 e 1F8) usando ELISA para um painel de 541 amostras de soros (304 individuos
infectados e 237 individuos néo infectados) de nove paises da América do Sul e
Central (Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Coldmbia, Venezuela, El Salvador,
Guatemala e Honduras). Quatro dos seis antigenos (1F8, H49, JL7 e B13)
apresentaram alta sensibilidade (93,4 — 99%), com a identificacdo dos anticorpos anti-
T. cruzi da classe IgG tanto nos antigenos repetitivos (H49, JL7, B13), quanto nos
antigenos nao repetitivos (1F8), onde a proteina 1F8 apresentou sensibilidade (99%)
e especificidade (99,6%). Desta forma, evidenciando o reconhecimento de pelo menos
um dos antigenos recombinantes pelas amostras soroldgicas, sugerindo a
possibilidade de que uma mistura de antigenos recombinantes poderia detectar
anticorpos anti-T. cruzi nas amostras analisadas do estudo. Seguindo essa légica, a
positividade antigénica entre os peptideos de H49 ou JL7, 1F8 e B13, poderia ser de
100%; além disso, apontou uma possibilidade hipotética de que o emprego do ELISA
recombinante teria como principal vantagem a auséncia de reatividade cruzada com
outras doencas parasitarias (Umezawa et al., 1999).

No intuito de avaliar o desempenho de diferentes misturas antigénicas
recombinantes obtidas por diversos grupos de pesquisa, foram utilizados quatro
imunoensaios distintos: 1. INNO-LIA®Chagas Ab que tem em sua composi¢cao uma
mistura de sete antigenos recombinantes Tc-24, SAPA, MAP (microtubule-associated
protein), TcD, Ag39, inclusive CRA e FRA,; 2. o Immunodot (Dia Kit Bio-Chagas assay
®), com a mistura de cinco proteinas recombinantes Agl, Ag2, Agl3, Ag30 e SAPA
(Shed acute phase antigen); 3. O teste imunoenzimatico Mix-ELISA que utiliza as
proteinas B13, 1F8 e H49 e 4. o0 ensaio quimioluminescente PRISMChagas que utiliza
quatro proteinas recombinantes quiméricas. Todos apresentaram sensibilidade
minima de 99,6% e especificidade minima de 99,1% (Silveira et al., 2001; Umezawa

et al., 2003; Chang et al., 2006). A vantagem do uso da combinagdo de antigenos
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também pdde ser notada na obtencdo de valores superiores de densidade Optica
(DO), (Umezawa et al., 2003; Umezawa et al., 2004).

Entre as vantagens da utilizacdo das proteinas recombinantes no diagndstico
sorologico tem-se: 0s antigenos sdo bem caracterizados e podem ser utilizados
distintamente para determinar anticorpos anti-T. cruzi em diferentes condi¢des
clinicas; possuem padronizacdo quanto a producao e a avaliacao, que é fundamental
para uma boa reprodutibilidade dos testes, com coeficiente de variacéo inferior a 20%
(Jacobson, 1998; Saez-Alquezar, 2007); dispensa o cultivo do parasito; ha uma
reducdo de custos por conta da producdo de proteinas recombinantes em expressiva
guantidade (Chen, 2012; Waegeman & Soetaert, 2011) e os constructos, que séo
plasmideos contendo o DNA exdgeno, possuem uma longa estabilidade.

Com o sequenciamento do genoma de T. cruzi (ElI-Sayed et al., 2005) e a
utilizacdo das ferramentas de bioinformatica (Cooley et al., 2008; Goto et al., 2008;
Hernandez et al., 2010), viabilizaram novos antigenos descritos a partir da predi¢ao
de proteinas putativas e da analise de antigenicidade. O que vislumbrou a
possibilidade de escolher os melhores antigenos, comparativamente, com baixo grau
de homologia com as proteinas de outros organismos que s&o relacionados ao T.
cruzi, possibilitando a realizacdo de modificacbes nas sequéncias de DNA, com a
finalidade de produzir proteinas especificas de T. cruzi e consequente diminuicao
significativa, com a producdo do DNA sintético (Aguirre et al., 2006;Silveira et al.,
2001; Gomes et al., 2009; Hernandez et al., 2010; Thomas et al., 2001; Verissimo Da
Costa et al., 2013).

Muitos estudos utilizam véarias combinacdes de antigenos recombinantes e
peptideos sintéticos com diversas formas e plataformas distintas (Caballero et al.,
2007; Camussone et al., 2009; Gadelha et al., 2003; Krieger et al., 1990; Pirard et al.,
2005; Remesar et al., 2009), onde foram observadas que as misturas antigénicas
precisam ser avaliadas numa ampla e diversa amostragem soroldgica para averiguar
0 seu potencial diagnostico, ja que apresentam resultados divergentes quanto a
sensibilidade e especificidade, devido a heterogeneidade antigénica das diversas
cepas de T. cruzi. Deve-se considerar a sua padronizagdo, tendo uma atencao
especial com as caracteristicas individuais de cada uma das proteinas em relagéo as
etapas de purificacdo e da estabilizacdo do numero de determinantes antigénicos
disponiveis em fase solida apos a sua sensibilizacdo em placas de microtitulacao
(Anandarao et al., 2005; Silveira et al., 2001; Dipti et al., 2006). Com relagdo aos

peptideos sintéticos hd um aumento de especificidade e diminuigdo de sensibilidade,
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e sua utilizacdo para o diagnéstico € mais eficaz em combinagdo com outros antigenos
(Luquetti & Rassi, 2000).

A Tabela 5 ilustra alguns antigenos, proteinas recombinantes ou peptideos
sintéticos de T. cruzi com potenciais usos em diagnéstico, monitoramento de cura e/ou
verificagdo do estdgio da doenca cardiaca. Como pode ser observado na tabela,
muitas proteinas aparecem agrupadas, isso se deve ao fato de terem sequéncias

similares ou idénticas e que historicamente tiveram diferentes nomenclaturas.
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Tabela 5 - Lista de alguns antigenos ou peptideos sintéticos utilizados no diagnéstico
por infeccdo por T. cruzi.

Antigeno Rep. (aa) Proteina Caracteristicas  Diagnostico/
Nativa (kDa) utilizagao
CRA 225 Antigeno Infecgbes
JL8 14 =170 citoplasmatico cronicas
FRA >300 .
Proteina Infeccdes
JL7 68 >170 associada ao =C¢
citoesqueleto cronicas
H49 >300
Ag? 85
Proteina de Infecedes
B13 12 116-140 superficie de °0¢
i ) cronicas
tripomastigota
PEP-2 22
RORY e Proteina Infeccdes
JL9 38 110 associada ao agudas e
MAP 110 microtubulo cronicas
ToE 7 35 _F’rotema Inf?c(_;oes
Ribossomal cronicas
Proteina Infecgbes
KMP11 NR 1" associadaao cronicas
citoesqueleto
Prowna - Iiecctes
1F8 NR 24 flagelar ligante .
monitoramento
de Ca2+
de cura
Tolo1.2 NR NR FamiliaTS IR
cronicas
SAPA 12 105-205 Trans-sialidades I;fi%ic;’e:
TCNA (Familia TS) gudas
congénitas
Ag13 Infegcbes
85
agudas
5 FamiliaTS _
TeD 260 Inft?c(_;oes
cronicas
TESA 150-160 Antigeno
excretado e Infecgbes
secretado por crénicas

tripomastigota

Fonte: (A) Lafaille et al.,1989; Levin et al., 1989. (B) Lafaille et al., 1989; Frasch et al., 1991;
Cotrim et al., 1995. (C) Ibafiez et al., 1988; Levin et al., 1989; Gruber et al., 1993. (D) Ibafiez
et al., 1988; Levin et al., 1989. (E) Houghton et al., 1999. (F) Thomas et al., 2000. (G) Frasch
et al., 1991. (H) Houghton et al., 1999. (I) Frasch et al., 1991. (J) Frasch et al., 1991; Burns et
al.,, 1992. (K) Umezawa et al., 1996a. Abreviaturas: aa (aminoécidos); Ag (antigeno); CRA
(antigeno citoplasmatico repetitivo); FRA (antigeno flagelar repetitivo); NR (nédo reportado);
PEP (peptideo com epitopos repetitivos); Rep (Repetices); SAPA (antigeno de fase aguda).
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As proteinas quiméricas sdo uma excelente ferramenta para os testes de
diagndéstico, uma vez que sao proteinas sintéticas, originadas de uma modificacao, a
partir da fusdo de sequencias lineares de DNA que codificam regifes especificas
selecionadas de proteinas antigénicas (Aguirre et al., 2006). Estas sédo formadas por
epitopos conservados e repetitivos de diferentes proteinas numa Unica molécula
recombinante formando um poliantigeno ou proteina multiepitopo, gerando resultados
com melhor desempenho em ensaios sorolégicos, com reducéo de falso-negativos e
de reatividade cruzada, além da sua possivel deteccdo em diferentes cepas de T.
cruzi, provenientes de diversas areas endémicas (Camussone et al., 2009).

O desempenho de multiplos epitopos é mais robusto quando incorporado em
uma proteina recombinante quimérica do que como uma mistura de peptideos (Figura
16), (Camussone et al., 2009). Com relacdo a mistura de peptideos existem duas
hipoteses para o seu desempenho inferior as quimeras. Uma delas seria que o
bloqueio das cadeias essenciais poderia levar a uma diminui¢cdo da antigenicidade de
cada peptideo (Hernandez et al., 2000a; Hernandez et al., 2000b; Hernandez et al.,
2001a; Hernandez et al., 2001b; Shah et al., 1996); além da possivel reducédo da
sensibilidade durante a adsorcdo dos peptideos antigénicos no poc¢o, por conta de
competicao por locais de ligacéo de cada proteina existente nas misturas (Camussone
et al, 2009). O que nédo ocorre com as construcées quimeras ao serem sensibilizadas
em microplacas de ELISA (fase sélida), ja que a maior parte proteica ndo fica
comprometida nesta ligacdo, havendo uma boa disponibilidade da molécula a ser
detectada por anticorpos especificos, ndo existindo limitacbes estereoquimicas
(Camussone et al, 2009). Além disso, as interac6es com a fase solida acontecem de
formas diferenciadas acarretando uma sensibilizacdo homogénea e reprodutivel,
onde as proteinas quiméricas podem fornecer uma maior propor¢ao de sitios ativos
livres, consequentemente aumentando a sensibilidade do teste (Belluzo et al., 2011;

Camussone et al., 2009; Gonzalez et al., 2010).
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Figura 16 — Esquema da placa de ELISA com as proteinas recombinantes.
Representagcdo do processo de sensibilizacdo em placa de ELISA com mistura de trés
proteinas recombinantes (RP1+RP2+RP5) e com uma proteina quimérica. Fonte: Camussone
et al., 2009.

Normalmente, as quimeras presentes nos kits de diagnostico, possuem em sua
composicao trés a quatro aminoacidos, que se localizam entre os epitopos inseridos,
servindo como um espacador, proporcionando flexibilidade a proteina quimérica,
acarretando em um distanciamento dos determinantes antigénicos, o que leva a um
desempenho individual. No entanto, ainda ndo tinham sido avaliados com relacdo aos
aspectos estruturais da quimera como uma proteina em solucdo. Uma vez que 0s
epitopos estdo normalmente localizados na superficie do seu receptaculo, o que
facilita a sua ligacdo com os anticorpos, sua simples combinagdo em uma sequéncia
codificante pode resultar em uma proteina com uma estrutura desconhecida e que
provavelmente dificultara o desempenho dos epitopos (Vega et al., 2013). Isso explica
a tendéncia das proteinas quiméricas, empregadas em testes comercializados, nao
terem mais de 4 epitopos inseridos. Consequentemente, tornam-se necessarias
proteinas quiméricas multiplas para representar uma gama de biomarcadores contra
um Unico agente patogénico. No entanto, cada proteina recombinante adicional
complica a producdo dos componentes criticos de um teste de diagndstico. A uma
escala industrial, a complexidade se traduz em uma despesa adicional e uma menor

probabilidade de implantacéo.
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1.10 Avaliacdes de alguns testes sorolégicos da Doenca de Chagas crbnica

A auséncia de um teste soroldgico padrdo-ouro que possa ser utilizado em
todas as areas endémicas, com 100% de sensibilidade e especifidade, dificulta a
reprodutibilidade diagnostica. Entre outras problematicas apresentadas nos testes
atualmente comercializados, encontra-se o alto custo dos kits e equipamentos, e de
uma boa estrutura laboratorial para a realizacdo das analises.

O grupo de Caballero em 2007 avaliou 5 testes de diagndstico com o emprego
da metodologia de ELISA: Test ELISA Chagas lll; ELISAcruzi; Chagatek; Chagatest
ELISA Rec. v.3.0 e Pathozyme Chagas (Tabela 6), com o objetivo de comparar as
suas sensibilidades e especificidades diante da deteccao de IgG anti-T. cruzi em dois
estudos separados.

O primeiro estudo submeteu os 5 testes a avaliacbes de sensibilidade e
especificidade com a utilizacdo de 53 amostras com doenca de Chagas de bancos de
soros do Brasil e 134 amostras sem DCh, respectivamente. Destas ultimas, 45 eram
de pessoas saudaveis (brasileiros e panamenhos), 21 com infeccdo por Leishmania
spp. (brasileiros e venezuelanos), 23 panamenhos com infec¢ao por T. rangeli e 45
com outras doencas (lupus, malaria, toxoplasmose, febre reumatica,
esquistossomose, teniase, infec¢des estreptocdcicas, toxocariase). A sensibilidade
obtida nessas avalia¢cdes foi de 100%, mas os resultados de especificidade variaram
de acordo com a presenca ou auséncia das amostras soroldgicas de leishmaniose na
analise. Com a inclusdo dos casos de leishmaniose, a especificidade variou de
82,84% a 100%, sem 0s soros de leishmaniose variou de 95,57% a 100% (Caballero
et al., 2007).

J& o segundo estudo teve o intuito de validar esses ensaios através de um
estudo retrospectivo com 120 amostras de individuos entre 18 e 60 anos da regido
endémica de Mendoza no Panama e mostraram uma sensibilidade variando de 75%
a 100% (Pathozyme, 75%; Chagastest Rec v.3.0, 81,25%; Test ELISA Chagas Ill e
ELISAcruzi, 93,75% e Chagatek, 100%) e especificidade de 97,12% a 100%
(ELISAcruzi, 97,12%; Chagatek, 98%; Test ELISA Chagas Ill, 99,04%; Chagastest
Rec v. 3.0 e Pathozyme, 100%), (Caballero et al., 2007).
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Tabela 6 Lista de alguns kits de diagndstico sorolégico de DChc comercializados.

KITS COMERCIAIS ANTIGENOS METODO
Test ELISA Chagas Il Antigenos de epimastigota -
(BIOSChile) (cepas Mn e Tulahuen)
ELISAcruzi _ _
. _ Antigenos de epimastigota ELISA
(bioMérieux Brasil)
Chagatek ; . _
Antigenos de epimastigota ELISA

(bioMérieux Brasil)
Chagastest ELISA

Antigenos de epimastigota ELISA
(H ELISA)
Chagatest ELISA Rec. v. 3.0 Antigenos recombinants p—
(Wiener Lab) (1,2,13,30,36 e SAPA)
Pathozyme Chagas ) )
) ] Antigenos recombinants ELISA
(Omega Diagnostics)
IFI Chagas . _
Antigenos de epimastigota IFI

(Bio-Manguinhos)

Proteinas recombinantes
Abbott ARCHITECT

quiméricas CLIA
(TcF, FP3, FP6 e FP10)
IFI — Imunofluorescéncia Indireta. ELISA — Ensaio imunoenzimatico. CLIA -

Quimioluminescéncia. HAl — Hemaglutinacao Indireta. FP3 - TcR27 (proteina citoplasmatica)
e FCaBP (proteina flagelar ligante de Ca?"). FP6 - TcR39 (proteina de membrana do
citoesqueleto) e FRA (Ag1/JL7/H49). FP10 - SAPA e MAP (proteina associada a microtubulo).
TcF - PEP-2, TcD, TcE e TcLol.2. Descrigbes dos kits baseadas nas informacdes dos
respectivos manuais.

Os dados obtidos dessas avaliagbes mostraram que o0 uso de antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos nos testes soroldgicos sdo mais especificos do
gue quando utilizado os extratos brutos da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi,
porém as sensibilidades ainda s&o variaveis, como ja foi descrito previamente por
outros grupos de pesquisa (Umezawa et al., 1996a; Leilby et al., 2000; Umezawa et
al., 2003; Kirchhoff et al. 2006; Zarate-Blades et al., 2007; Caballero et al., 2007). Cabe
destacar que os resultados obtidos de sensibilidade e especificidade dos testes
avaliados foram inferiores aos preditos pelos seus fabricantes.

Ja os testes sorolégicos que empregam a quimioluminescéncia (CLIA), sao
descritos por estudos prévios com melhores resultados de sensibilidade e
especificidade do que os gerados com a metodologia tradicional de ELISA, agilizando

o tempo de obtencdo dos resultados. Porém, ainda é uma técnica dependente de
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equipamentos, laboratérios mais estruturados, profissionais com dominio sobre a
técnica, além do alto custo. Os testes baseados em CLIA, empregados em HAIl e
TDRs, ndo dependem de uma infraestrutura laboratorial moderna e bem equipada.
Como exemplo de teste com emprego de CLIA, tem-se o kit Abbott ARCHITECT
(Tabela 6), que foi descrito apresentando uma sensibilidade em torno de 99,36% a
100% e uma especificidade de 99,73% - 99,96% (Praast et al., 2011).

Com a promessa de diminuir o tempo da obtencédo de resultados, barateamento
dos custos de producdo, maior praticidade de manuseio, estabildade a temperatura
ambiente, podendo ser realizado em localidades de dificil acesso, além da tentativa
de aumentar a sensibilidade e especificidade, testes de diagndstico rapidos (TDRS)
com deteccédo de anticorpos contra antigenos de T. cruzi foram inseridos no mercado.
Os TDRs podem ser baseados no emprego de proteinas recombinantes, combinacdo
de epitopos (multi-epitopos) e proteinas quiméricas.

O desempenho e a precisao de 11 testes rapidos foram avaliados em 2014
para anti-T. cruzi (Sanchez-Camargo, 2014). Para isso, foram utilizadas amostras de
soros e plasmas em 10 Laboratérios de Referéncia Nacional de 9 paises, endémicos
(Japao, Franca, Espanha, USA) e ndo-endémicos (Argentina, Brasil, Colombia, Costa
Rica, México). Cada Laboratorio de Referéncia Nacional (LRN) recebeu 50 soros (25
positivos e 25 negativos para anti-T. cruzi) previamente caracterizadas, além de um
painel cego de 4 amostras soroldgicas liofilizadas para serem processadas juntamente
com as amostras da avaliagao.

De acordo com os resultados obtidos pelo grupo de Sanchéz-Camargo (2014),
a sensibilidade dos 11 TDRs comercializados variou entre 76,6% a 97,2% e a
especifidade de 94% a 97%. Além disso, a sensibilidade e a especificidade desses
testes foram menores das que indicadas pelos respectivos fabricantes e também por
outros estudos que avaliaram seus desempenhos. Uma das possiveis explicacfes
para a diferenca obtida entre os resultados, seria a origem das amostras nessas
avaliagdes (Sanchéz-Camargo et al., 2014).

Esse estudo apontou 6 dos 11 testes avaliados como muito eficazes e de facil
manuseio, podendo ser recomendados para triagem e vigilancia em areas endémicas
e ndo endémicas, embora a performance dos TDRs nas areas endémicas tenha
variado >90%. Dos 6 testes, 4 deles foram considerados mais eficazes em areas
endémicas e 2 tiveram melhor performance nos EUA e na Franca (Sanchez-Camargo
et al., 2014).
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Outros dois testes disponiveis comercialmente, Stat-Pack ® e Imbios, também
apresentaram variacdo quanto a sensibilidade e a especificidade de acordo com a
area geografica, como a América Central, Bolivia e na Regido Amazbnica, e 0
emprego destes testes devem estar vinculados por um segundo teste confirmatério
(Médecins sans Frontieres, 2008; Sanchez-Camargo et al., 2014).

O Teste Abbott ESA Chagas por imunocromatrografia, com 4 faixas contendo
proteinas recombinantes quiméricas: FP3 (TcR27 e FCaBP); FP6 (TcR39 e FRA);
FP10 (SAPA e MAP); TcF (PEP-2, TcD, TcE e TcLol.2), representando nove
antigenos recombinantes de T. cruzi, ainda apresentam reatividade cruzada com
Leishmania spp. (Cheng et al., 2007; Abbott Diagnosis, 2011).

Apesar da potencialidade desses métodos, ainda sdo0 necessarias novas
avaliac6es em laboratério e no campo para confirmacao desses dados, em especial a
reprodutibilidade dos testes em contextos de recursos limitados ou no emprego de
sangue total nos parametros reais das localidades isoladas (Sanchez-Camargo et al.,
2014). Além disso, por conta das variacdes qualitativas e quantitativas das respostas
imunes especificas de T. cruzi observadas em diferentes regides geograficas, a
validacdo de novos testes de diagnostico deve incluir soros de todas as areas
endémicas do parasito (Zingales, 2017).

Deve-se notar que, embora a maioria dos testes ndo convencionais tenham alta
especificidade, a sensibilidade pode ser menor do que aquela apresentada na
sorologia convencional (Brasil, 2005). O que corrobora com os achados de inUmeros

estudos que tiveram o intuito de avaliar o desempenho de muitos kits comercializados.

1.11 Justificativa

Este trabalho visa suprir a necessidade do desenvolvimento de um teste a ser
utiizado em campo, de alta sensibilidade / especificidade e facil execucdo, que
possibilite a cobertura do diagndstico a uma maior parcela da populacédo de areas
endémicas para DChc. Isso permitira maior visibilidade do agravo, com o
demonstrativo dos casos positivos, que fortalecera a necessidade de um programa
eficiente no controle da doencga, e, consequente, diminuicdo do impacto social de DCh,
além de ressaltar a importancia da notificagdo dos casos crénicos, com um retrato
mais fiel da realidade da doenca de Chagas para que o combate seja mais eficaz.

Atualmente alguns kits soroldgicos comercializados para o diagnostico

laboratorial da infeccdo causada pelo parasito utilizam em sua matriz extratos totais
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ou antigenos brutos, o que pode resultar em reatividade cruzada com outros
tripanossomatideos. Este projeto foi concebido para tentar melhorar o desempenho
em testes soroldgicos através da utilizacdo da proteina quimérica, que teve como
intencdo reduzir a sequéncia de codificacdo dos antigenos recombinantes, a regides
gue sao reconhecidas apenas pelos anticorpos dos pacientes com doenca de Chagas,
permitindo que maior numero de epitopos possam ser representados em uma proteina
recombinante. Além disso, foi utilizada uma proteina como nucleo proteico, na qual os
epitopos foram inseridos e encontram-se expostos em sua superficie, gerando a
proteina quimérica chamada de Plataforma Cruzi (PlatCruzi). A sua utilizagdo também
proporciona um meétodo uniforme de expressdo e purificacdo que simplifica a sua
inclusdo num ensaio de diagnadstico.

Criando dessa forma, a bioengenharia de Immunomimics através da
combinacdo de epitopos com um nucleo proteico que visa ser utilizada em testes
sorologicos, apresentando excelente desempenho para todas as areas endémicas e
de ser produzida em nosso pais.

Cabe ressaltar que por se tratar de uma inovacao tecnoldgica esse projeto
encontra-se em processo de registro de patente.

1.12 Hipétese do estudo

O uso da proteina quimérica denominada de Plataforma Cruzi (PlatCruzi), que
contém epitopos especificos de T. cruzi inseridos no cerne de uma proteina,
apresenta um melhor desempenho nos ensaios imunoenzimaticos para a doenca de

Chagas cronica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Criar uma proteina quimérica com Varios epitopos em uma plataforma com
ndcleo proteico a ser utilizada em teste de diagnostico soroldgico especifico para a

doenca de Chagas.

2.2 Objetivos Especificos

1) Criar uma biblioteca de peptideos sintéticos através de busca de sequéncias
antigénicas em banco de dados e pela triagem com soros de pacientes com a doenca
de Chagas cronica.

2) Projetar, sintetizar, expressar e purificar uma proteina quimérica
recombinante, que inclui as sequéncias codificadas dos epitopos revelados pelo
objetivo 1.

3) Avaliar a reatividade da proteina quimérica usando um painel de soros de
pacientes com doenca de Chagas cronica oriundos das principais regides endémicas
do pais (norte e nordeste) e do pool de soros liofilizados, Padrdes Internacionais de
Referéncias Bioldgicas enviados pelo programa de Chagas da Organizacao Mundial
de Saude (Otani et al, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

A estratégia utilizada foi da insercédo de epitopos especificos da doenca de
Chagas em uma proteina descrita na literatura, utilizada com o nucleo carreador das
sequéncias exogenas, sendo a plataforma receptora Rx-UBCP, que possibilitou a
apresentacdo destes epitopos em sua superficie proteica. A proteina escolhida é
utilizada em vérios ramos da pesquisa sendo conhecida por sua estabilidade, por
apresentar variantes muito estaveis, além de aceitar a insercdo de sequéncias
exdgenas. Dessa forma, viabilizou a criagcdo da proteina quimérica multiepitopos
denomidada de Plataforma Cruzi (PlatCruzi) com a insercdo de 10 epitopos no cerne
proteico. Foram realizadas dele¢des individuais de cada epitopo para avaliagdo de
desempenho, que resultou na geracao das variantes de PlatCruzi simbolizadas pela
letra grega delta (4).

O esquema representativo a seguir (Figura 17), mostra de forma abrangente a
metodologia empregada nesse estudo.

Figura 17- Fluxograma da estratégia para a criacdo da Plataforma Cruzi.

* Proteina descrita na literatura como receptora para sequéncias exdgenas.

Desenho da proteina ntcleo:
* ModificagGes pontuais - com insercées e modificagdes nas sequéncias nuclectidicas.

v

Biblioteca de peptideos:
*Antigenos da literatura e SPOT-Synthesis Epitope Analysis.

v

[ Criacao da primeira proteina quimérica:

* Plataforma Cruzi (PlatCruzi).
* Proteina nucleo carreando 10 epitopos especificos de T. cruzi.

v

Producdo da proteina quimérica recombinante: }

+ Clonagem e expressao de PlatCruzi e variantes em cepas de E. coll.
+ Purificagao dos poliantigenos recombinantes PlatCruzi e PlatCruzi AS.

v

Reatividade dos poliantigenos recombinantes:
* Obtencao de soros e Padrées Internacionais de Referéncias Biologicas
+ Western-blotting, ELISA e andlise estatisca (GraphPad Prismv 7.0).
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3.2 Criagao da Plataforma Cruzi (PlatCruzi)

3.2.1 Estrutura da Plataforma

A sequéncia de aminoacidos da proteina nacleo (Plataforma Rx-UBCP) foi
convertida na sequéncia de codons de &cido nucleico por traducdo reversa
(http://'www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html). A partir da sequéncia de
nucleotideos, foram feitas alteracdes na proteina nucleo para criar algumas posi¢cées
para novas insercfes com enzimas de restricdo da seguinte forma: Posicao 2 — Hindlll;
Posicéo 6 - Sacll; Posicédo 7 - BamHI; e Posicao 8 - Rsrll, sem afetar a sequéncia de
aminoacidos. Outros sitios foram criados pela inclusdo de um novo aminoacido:
Posicdo 3 - Aatll (D102_D103insV); Posicao 4 - Kpnl (G116 _D117insT); Posicédo 5 -
Aflll (L137_G138insK); Posicdo 8 - Rsrll (D191 P192insG) e Posicdao 9 - Sacl
(E213_K214insL). A parte inicial da Plataforma Rx-UCBP (terminal amino, 5') incluiu
a sequéncia CAT.ATG.GTG.GCT.AGC, que adicionou sitios Ndel e Nhel (Figura 21).
A extremidade terminal (carboxi 3") incluiu a sequéncia GAA.TTC.TAA.TGA.CTC.GAG
apos o ultimo aminoacido da plataforma, para adicionar um sitio EcoRlI, dois cédons
de parada e um sitio Xhol. Os sitios Ndel e Xhol permitiram a transferéncia de
fragmentos de DNA sintetizados, projetados para codificar proteinas que mimetizam
as propriedades imunoldgicas de interesse de agentes patogénicos no sistema de
expressao bacteriana pET-28a(+).

Foram realizadas andlises computacionais para a obtencdo de algumas
informacdes bioquimicas e fisicas, como peptideo sinal através do algoritmo SignalP
v4.1 (<http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/>; Nielsen et al., 2017), peso molecular
e ponto isoelétrico pelo ProtParam (<https://web.expasy.org/protparam/>, Gasteiger
et al., 2005). Além de predicGes de estruturas terciarias das proteinas através do I-
TASSER (<https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/>; Zhang, 2008; Roy &
Zhang, 2010; Yang et al., 2015).

3.2.2 Obtencao dos epitopos

Os epitopos para compor a PlatCruzi foram obtidos de varias fontes e proteinas
antigénicas descritas (Tabela 5). Alguns foram obtidos através de estudos publicados,
outros através da andlise das sequéncias das proteinas recombinantes por
ferramentas de bioinformatica. Vale destacar que os dois determinantes antigénicos
utilizados do antigeno CRA foram adquiridos através de analises prévias realizadas

pelo nosso grupo, por meio da metodologia de SPOT-Synthesis Epitope Analysis
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(Bottino et al., 2013), (Tabela 7). A técnica de SPOT-Synthesis Epitope Analysis foi
usada posteriormente para analisar a reatividade de cada epitopo perante a um pool
de soros de pacientes com doenca de Chagas cronica, das regides de Ceard, Paraiba,
Amazonas (Barcelos) e Maranhdo. A escolha dos antigenos foi baseada nos
agrupamentos distintos, abrangendo as diversas caracteristicas antigénicas (Tabelas
5e7).

Tabela 7 - Descricéo dos epitopos selecionados para criar a Plataforma Cruzi.

Proteina associada ao

1 KFAELLEQQKNAQFPGK KMP11 citoesqueleto
KAAAAPA TcE Proteina ribossomal
3 KAAIAPA TcE Proteina ribossomal
Peptideo sintético -
4 GDKPSPFGQAAAADK PEP-2 sequéncia corresponde a
dominios repetidos de
antigenos de T. cruzi
5 KQKAAEATK CRA Antigeno citoplasmatico
6 AEPKPAEPKS TeD-2 Proteina de tripomastigota
7 AEPKSAEPKP TeD-1 Proteina de tripomastigota
8 GTSEEGSRGGSSMPS TclLo1.2 Multiepitopo
9 SPFGQAAAGDK B13 Proteiqa de superﬁcie de
tripomastigota
10 KQRAAEATK CRA Antigeno citoplasmatico

A técnica de SPOT-Synthesis Epitope Analysis constitui de duas etapas principais:

1. Sintese de peptideos em membrana

Uma biblioteca de peptideos de 14 aminoacidos de extensao com sobreposicéo
de 9 aminoécidos, cobrindo toda a extensdo das proteinas, foi sintetizada em
membranas de celulose preparada de acordo com procedimento padréo (Frank, 2002)
usando sintetizador Auto Spot-ASP-222 (Intavis, Koeln, Alemanha) disponivel no
Laboratério de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (CDTS, FIOCRUZ).

As reacgOes de acoplamento foram seguidas por acetilacdo com anidrido acético
(4%, v/v) com N, N-dimetilformamida e remoc¢éo dos grupos protetores F-moc com
piperidina. Os aminoacidos seguintes foram adicionados por este mesmo processo de
acoplamento, seguido de blogueio e desprotecédo até a sintese do peptideo desejado
ser finalizada. Apos a adicdo do ultimo aminoacido do peptideo, as cadeias laterais
dos aminoacidos foram desprotegidas com solucdo de diclorometano-acido

trifluoroacético-triisobutilsilane - (1:1:0,05; v/v/v) seguido de uma lavagem com etanol.

55



As membranas contendo os peptideos sintéticos foram imediatamente usados ou
armazenados a -20°C, até quando necessarias. Em cada sintese, um controle
negativo (131- MDKEIKKGPR-140 - proteina do Paramyxovirus aviario) e positivo
(1210-GYPKDGNAFN-1219 - Clostridium tetani) foram incluidos (De-Simone et al.,
2013).

2. Ensaios imunolégicos

As membranas foram previamente lavadas com etanol (2 min), quatro vezes em
tampao Tris-HCI 150 mM (10 min) e bloqueadas por 12 horas em solugéo TBS -T (Tris
10mM, NaCl 150mM, Tween — 20 0,05%, pH 7,2) contendo 3% de leite desnatado.
Posteriormente, incubadas com soros de pacientes diluido 1:250 em tampao TBS-T
contendo 1% de leite desnatado (~40 ul de soro/triagem). Apds quatro ciclos de
lavagens com TBS-T, foram incubadas (1h) com anticorpo secundario contra IgG ou
IgM de humano conjugado a fosfatase alcalina, diluido 1:14.000 em TBS-T contendo
3% de caseina. ApOGs quatro novos ciclos de lavagens (10 min) em TBS-T, as
membranas foram incubadas com substrato quimioluminescente (CPD star, Applied
Biosystems, USA) e a fluorescéncia medida.

A avaliagdo da reatividade ou intensidade dos sinais quimioluminescentes foi
determinada num fotodocumentador MF-ChemiBis 3.2 (DNR Bio-Imaging Systems,
Israel). Um arquivo de imagem digital foi gerado com uma resolucao de 5 megapixels,
com associacao do Software TotalLab (Nonlinear Dynamics, EUA). As intensidades
dos sinais foram quantificadas com o auxilio do Software TotalLab. A escolha das

diluicdes de soro e anticorpos secundarios garantem a deteccéo de epitopos.

3.2.3 Plataforma Cruzi (PlatCruzi)

Incialmente PlatCruzi, contendo oito epitopos, foi sintetizado no vetor pMA-RQ
(ampR), usando os sitios de clonagem Sfil e Sfil (Life Technologies, ThermoFischer,
EUA). O DNA plasmidial foi purificado a partir da transformacao bacteriana (E. coli
K12). A Figura 18 mostra a representacao da producdo do DNA sintético de PlatCruzi
com 1059 pares de base (pb) obtida a partir de oito epitopos diferentes de T. cruzi,
por analises de bioinformatica, por dados prévios na literatura e/ou por SPOT-

Synthesis Epitope Analysis.
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Figura 18 - Mapa do vetor e do gene de PlatCruzi (8 epitopos) produzido sinteticamente.

Posteriormente os ultimos dois epitopos (KMP11 e CRA — TcEp9) foram
inseridos através do pareamento de oligonucleotideos nas posicoes 1 e 10 da
plataforma, totalizando 10 epitopos especificos de T. cruzi.

Na posigdo 1 foram utilizados 4 iniciadores (Tabela 8), onde dois deles
precisaram passar pela etapa de fosforilagdo, que consistiu em adicdo de T4
Polynucleotide Kinase (Promega); incubacao de 37°C por uma hora e de 65°C por 20
minutos, para desativacao da enzima.

Em seguida, foram adicionados os oligonucleotideos ndo fosforilados e o
processo de pareamento prosseguiu da seguinte forma:

1. Incubacéo de 95°C em um termobloco por 10 minutos;

2. Rapida centrifugacéo (30 segundos, 16000 g);

3. Resfriamento das amostras no termobloco previamente desligado até
atingirem a temperatura de 25°C.

Para a posicao 10 foram utilizados dois iniciadores, Pos 10 B senso e Pos 10
B anti-senso (Tabela 8) e passou pelas mesmas etapas de pareamento descritos
acima.

Em seguida, as duas extremidades (3’ e 5’) da plataforma com os oito epitopos
inseridos, foram digeridas com enzimas de restricdo especificas para a insercéo das
sequéncias desejadas. Para a posi¢do 1 foram usadas as enzimas Ndel e Nhel; j&
para a posicado 10 foram usadas as enzimas EcoRI e Xhol. Na Figura 18 é possivel
visualizar a raz&o da utilizacéo destas enzimas de restricdo, que ja foram descritas na

secdo 4.1.1.
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Apés a digestdo foi realizada uma etapa de purificagdo a partir de gel de
agarose (0,8%), com o auxilio do GENECLEAN® Turbo Kit (MP Biomedicals) e logo
em seguida, foi feita a ligacdo dos insertos ao vetor com PlatCruzi através da T4 DNA
Ligase (1U/puL), da Thermo Fisher Scientific Inc., EUA, de acordo com o protocolo do
fabricante.

Tabela 8 - Desenho dos oligonucleotideos dos epitopos KMP11 (Pos 1) e CRA (Pos 10).

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIAS
Pos 1A
TAA ATT.CGC.GGA ACT.GCT.GAA.CAG
Senso
Pos 1A
. TTIT.CTG.CTG.TTC.CAG.CAG.TTC.CGC.GAA.TT
Anti-senso
Pos 1B
Senso CAG.AAA ACG.CGC AGT.TCC.CGG.TAA.AG
Pos 1B
. CTA.GCT.TTA.CCC.GGG.AAC.TGC.GCG.TT
Anti-senso
Pos 10 B
Senso AAT.TCA.AAC.AGC.GTG.CGG.CGG.AAG.CGA.CCA AAT.GAC
Pos 10 B
. TCG.AGT.CAT.TTG.GTC.GCT.TCC.GCC.GCA.CGC.TGT.TG
Anti-senso

A figura a seguir seria uma ilustracdo esquematica de PlatCruzi, em destaque
para os 10 epitopos de T. cruzi inseridos no receptaculo proteico Rx-UBCP (Figura
19).

Figura 19 —llustracéo representativa da estrutura da proteina nicleo com destaque para
0s 10 epitopos de T. cruzi. Os numeros de 1 a 11 indicam as folhas . Desenho em destaque
na estrutura da proteina nucleo indica as regides onde os epitopos foram inseridos.

58



3.3 Caracterizacéo das proteinas recombinantes

3.3.1 Clonagem, PCR de colbnia e sequenciamento

A clonagem do gene de interesse foi realizada em vetor de expressdo pET-
28a(+) da série pET (Novagen, Darmstadt, Alemanha), com 5369 pb (Figura 20). Os
vetores de expressdo do sistema pET permitem rapida produgdo em grande
quantidade da proteina de interesse e contém elementos importantes, como o gene
lacl que codifica a proteina repressora lac; o promotor T7 que € altamente especifico
para T7 RNA polimerase e ndo aparece no genoma dos procariotos; um operador lac
que serve para bloquear a transcricdo; um sitio de policlonagem, onde ocorre a
clonagem do gene de interesse; uma origem f1 de replicacdo; uma sequéncia de DNA
gue permite que o vetor seja replicado na célula hospedeira (E. coli); um sitio
denominado de Multiplo Sitio de Clonagem (MSC) para a insercao de fragmentos
codantes através de diferentes enzimas de restricdo, e que codifica também, como
fusao proteica; seis histidinas denominada de His-Tag para facilitar a futura purificacéo
da proteina expressa; e um gene de resisténcia a um antibiético, no caso de pET-

28a(+), a canamicina (Novagen, 2011).
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Figura 20 - Mapa do vetor de clonagem pET- 28a. A figura mostra o gene lacl, o promotor
T7, o operador lac e o sitio multiplo de clonagem. O vetor apresenta o tamanho de 5369pb.
Fonte:<https://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET28.pdf>.
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Com a presenca da T7 RNA polimerase e a auséncia da repressao do operador
lac, o promotor viral T7 transcreve de forma rapida, que é uma das principais
caracteristicas do sistema de expressdo pET. Usualmente, a célula hospedeira para
este sistema de expressao € uma bactéria que tenha sido geneticamente modificada
para incorporar o gene T7 RNA polimerase, o promotor lac e o operador lac em seu
genoma (Novagen, 2011).

Quando a lactose ou uma molécula similar a lactose, como IPTG (Isopropil-B-
D-1-tioglicosideo), estad presente dentro da célula, a proteina repressora muda sua
conformacao, se desliga do operador lac e a transcrigdo de T7 RNA polimerase passa
a ser ativada iniciando a transcricdo do gene clonado no vetor pET (Campbell, 2003).
Tipicamente, a célula utilizada como hospedeira para plasmideos do tipo pET é a
Escherichia coli (E. coli) BL21 (DES3).

A transformacéo quimica foi realizada da seguinte forma:

1. As células E. coli competentes, cepa DH5-a ou TOP10 foram misturadas
com o produto de ligacdo e mantidas no gelo por 30 minutos. A cada 50 pL
de células competentes, foram adicionados 2 pL das reag6es de ligagédo.

2. Passados os 30 minutos no gelo, as amostras foram incubadas a 42°C por
30 segundos e posteriormente realizou-se o choque térmico, dois minutos
no gelo.

3. Em seguida, adicionou-se 950 uL de meio de cultura Luria-Bertani (LB -
Triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%, peso/volume), sem
antibiotico nos tubos e o material foi incubado a 37°C por 1 h, sob a agitacao
de 200 rpm, visando o estabelecimento da resisténcia nas células
transformadas (Sambrook & Russel, 2001).

4. Finalizando com o plaquemento de 200 pL das células transformadas em
placa enriquecida com LB, agar e canamicina (30 pg/mL), estocado em uma
estufa seca a 37°C por aproximadamente 12 horas.

A técnica de PCR de colonia, foi utilizada para verificar a presenca de
plasmideos com DNA exdgeno inserido, contendo 8 ou 10 epitopos. Além disso, 0
sequenciamento de DNA também foi empregado acarretando em sequéncias do
material genético (DNA plasmidial) oriundos da clonagem de PlatCruzi A1 A10 (oito
epitpos) e de PlatCruzi, com a correta insercdo dos epitopos KMP11 e CRA (TcEp9)
nas posicoes 1 e 10 da plataforma, com a utilizagdo dos oligonucleotideos do
plasmideo pET-28a(+), T7 Promoter e T7 Terminator, e também internos a sequéncia

do PlatCruzi. A extracdo de DNA plasmidial dos clones portadores do inserto, foi

60



realizada através do PureLink™ 96 HQ Mini Plasmid DNA Purification Kit
(ThermoFischer SCIENTIFIC). A reacdo de sequenciamento, precipitacdo do DNA,
desnaturacdo da dupla fita e a leitura da sequéncia nucleotidica foi realizada no
sequenciador automatico ABI 3730XL (ThermoFischer SCIENTIFIC), metodologia
Sanger (Sanger, 1977), pela Plataforma de Sequenciamento de DNA do PDTIS/CDTS
- FIOCRUZ (Otto et al. 2007) e as andlises das sequéncias obtidas foram feitas com

o auxilio do programa gratuito 4Peaks (Nucleobytes; Mac OS X, 2004).

3.3.2 Expresséao e purificacéo

Primeiramente é realizada a clonagem no vetor de expressdo pET-28a(+) com
0 objetivo de expressar e purificar as proteinas correspondentes. Posteriormente é
feita a transformacdo em bactéria E. coli TOP10 ou DH5-a com os plasmideos
recombinantes. Os clones obtidos séo triados através de PCR de colbnia, para
posterior extracdo do DNA plasmidial dos clones tidos como positivos. Sendo também
realizado o sequenciamento de DNA para confirmacéo.

Com a obtencéo da Miniprep é feita a transformacéo em bactéria E. coli BL21
(DE3) com os plasmideos recombinantes pET-28a(+).

A inducdo da expressao da proteina é feita através de col6nias isoladas de E.
coli, cepa BL21 (DE3) contendo cada uma das construcfes. Estas coldnias foram
inoculadas, individualmente, em 5 mL de LB liquido contendo canamicina (30 pg/mL)
e crescidas por 12 horas sob a agitagao de 200 rpm.

As culturas sdo entdo diluidas 1:20 com LB liquido contendo canamicina e
crescidas, novamente, a 37 °C até alcancar a DO 600nm (densidade oOptica) entre 0,6
e 0,8 (Novagen, 2011). Nesse ponto € adicionado o indutor IPTG (Isopropil-B-D-
galactosideo) na concentracéo final de 1 mM e a cultura mantida foi incubada por mais
3h sob agitacdo (200 rpm). Além disso, foi separada uma aliquota para controle
negativo sem adi¢éo do indutor IPTG. ApGs a inducao, é feita a analise de expressao
da proteina recombinante através de gel de poliacrilamida em condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE).

Foram realizadas indugcdes em cultura bacteriana em pequena escala (< 50 mL)
para a obtencdo dos resultados iniciais da proteina expressa (PlatCruzi) e
posteriormente foram realizados ensaios para a obtencao proteica em escala de 50
mL e 200 mL de cultura. O extrato proteico adquirido em escala de até 50 mL de
cultura, a lise de célula bacteriana foi executada atraves de lise quimica com reagente
CelLytic B 10X (Merck, Alemanha).
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Resumidamente este processo de lise celular, consistiu:

1. O reagente foi diluido para 0,5x em tamp&o Tris 40 mM (pH8) com adicéo
de lisozima (0,2 mg/mL), para aumentar a eficiéncia da lise celular e
benzonase (50 U/mL), para diminuir a viscosidade da solugdo por DNA
liberada durante a lise.

2. O sedimento de bactérias obtido apods centrifugacdo da cultura foi
ressuspenso com esta solugcdo no mesmo volume da cultura bacteriana e
incubado sob agitacdo em temperatura ambiente em torno de 15 minutos
para a completa extracdo de proteinas sollveis. Posteriormente, o extrato
foi submetido a centrifugacédo de 16.000 x g por 10 minutos.

3. O sobrenadante contendo a fracdo soltvel foi retirado cuidadosamente e o
sedimento foi novamente ressuspenso com a solucéo de CelLytic B 0,5X
com a metade do volume inicial, repetindo os passos anteriores.

PlatCruzi foi expressa sob a forma de corpos de inclusdo, que foram
solubilizados em tampéo de ureia (100 mM NaH2POa, 10 mM Tris-base, 8 M ureia, pH
8,0) e mantidas sob agitacdo, a temperatura ambiente. O material soltvel foi
recuperado por centrifugacdo a 16000 g por 20 min e a proteina recombinante foi
purificada em coluna com poli-histidina usando Nickel - Affinity Gel® (Merck.,
Alemanha). A coluna foi previamente equilibrada com a solucéo tamp&o composta por
0,1 M de fosfato de sédio; 8 M de ureia; pH 8,0; 25 mM imidazol). Foram realizadas
cinco lavagens com o tampao composto por 0,1M de fosfato de sédio, ureia 8M, pH
6,3 e duas eluicbes com o tampéo 0,1 M de fosfato de sédio, 0,3 M de cloreto de sédio,
250 mM de imidazol, pH 6,3.

As proteinas recombinantes (PlatCruzi) obtidas a partir de 200 mL de cultura
foram purificadas por cromatografia de afinidade a niquel em coluna Hitrap HP 1mL
(GE Healthcare Life Sci, EUA), em cromatografo Aktapurifier 10 com duas
metodologias de purificacao.

A primeira metodologia procedeu-se de acordo com as seguintes etapas:

1. O extrato bacteriano obtido apos a expressédo em E. coli, foi lisado
diretamente com ureia 8 M, pH 8.0, como descrito anteriormente.

2. O sobrenadante obtido foi aplicado em uma coluna de afinidade a niquel
(HisTrap™, 1 mL, GE Healthcare Life Sciences) e foram usados como eluentes as
solugcdes tampao: (A) 20 mM de fosfato (NaH2PO4 ‘H20); 0,5 M de cloreto de sodio
(NacCl); 20 mM de imidazol; pH 7,4, e (B) tampé&o de eluicdo (20 mM de fosfato; 0,5 M
de NaCl; 0,5 M de imidazol; pH 7,4).
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3. A eluicdo do material adsorvido a matriz cromatogréfica foi realizada
atraves da substituicdo do eluente (A) pelo eluente (B). O fluxo de eluicdo empregado
foi de 1 mL/min e a deteccéo foi realizada pela leitura da absorvancia a 280 nm.

A segunda abordagem da purificacdo por cromatografia de afinidade foi
empregada para as proteinas quiméricas PlatCruzi e PlatCruzi A5, consistiu:

1. Ascélulasforam ressuspensas diretamente em tampao contendo ureia (100

mM NaH2POa4, 10 mM Tris-base, 8 M ureia, pH 8,0).

2. O sobrenadante foi aplicado em coluna de afinidade a niquel (HisTrap™, 1
mL, GE Healthcare Life Sciences) com o fluxo de 0,5 mL por minuto,
previamente equlibrado em tampao A (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM
NaCl e 5 mM imidazol).

3. Apos ligacdo, a resina foi lavada com 10 mL do tampao A. A proteina foi
eluida em gradiente de 100% do tampao B (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100
mM NaCl e 500 mM imidazol) com fluxo de 0,7 mL/min por 45 minutos.

Vale destacar que em ambas as purificacdes foram usados tampdes de elui¢do
sem ureia, onde o reenovelamento proteico foi feito diretamente na coluna.

A concentracdo proteica final foi estimada através dos métodos de Bradford,
com o uso da albumina de soro bovino como padrdo (Bradford, 1976), ou por
fluorimetria utilizando o equipamento Qubit 2.0 (Life Technologies/Thermo Fisher
Scientific Inc., EUA). Esta Ultima metodologia utiliza corante fluorescente que emite
sinais somente quando ligado as proteinas, ainda que na presenca de contaminantes
de outra natureza. As amostras de interesse foram misturadas a solucao fornecida
pelo fabricante, incubadas por 15 minutos e a fluorescéncia emitida determinada pelo
equipamento (Thermo Fisher Scientific, 2015).

Aliquotas das proteinas recombinantes (1 ug/poco) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE, Tabela 9),
(Laemmli, 1970). Os géis de concentragao (stacking gel) e de separacéo (running gel)
foram preparados a uma concentracdo de acrilamida de 4% e 11%, respectivamente
(Tabela 9). As amostras foram preparadas em condi¢des desnaturantes em tampao
62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 10% glicerol e fervidas a
95 °C durante 5 min (Hames, 1998). Apos a eletroforese, as proteinas foram avaliadas
submetendo o gel a coloracéo pelo Coomassie Blue R250 (Bio-Rad, EUA). Como
marcador de peso molecular foi utilizado o KaleidoscopeTM Prestained Standards
(Bio-Rad, EUA).
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Tabela 9 - Volume dos reagentes para preparo de gel de concentracao 4% e para o gel

de separaiéo 11%.

Reagentes —— Reagentes e
g (mL) g (mL)
H,0 1,63 H,0 1,44
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 0,833 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 1.4
30% Acrilamida/ 05 30% Acrilamida/ 5
0,8% Bisacrilamida ’ 0,8% Bisacrilamida
10% SDS (duodecil 10% SDS (duodecil
sulfato de sodio) less sulfato de sddio) Lt
0, 0,
10% Per§ul_fato de 0,013 10% Persﬁul_fato de 0,015
Amaonio Amonio
80% Glicerol 0,333 80% Gilicerol 0,55
TEMED 0,0067 TEMED 0,0075

3.3.3 Western blotting

Apos a expressao foram realizados os ensaios de western blotting (Towbin et
al., 1979; Sambrook & Russel, 2001; Kurien & Scofield, 2006) com as proteinas
guiméricas recombinantes contendo de 7 a 9 epitopos.

O primeiro, teve como objetivo avaliar a reatividade das proteinas perante os
soros chagasicos. Foram usados soros de pacientes com doenca de Chagas crénica,
em frente as fracdes sollveis e insolUveis de trés proteinas quiméricas (uma com oito
epitopos e duas com sete epitopos, com remocao na posicdo 2 ou na posicdo 3 da
guimera inicial). O segundo, visou analisar a reatividade de PlatCruzi A1A10 perante
0s soros de pacientes com doenca de Chagas cronica e de leishmaniose. Além disso,
também foi utilizada uma plataforma controle (sem insercé@o de epitopos).

As amostras sorolégicas utilizadas neste experimento foram obtidas pelo
Laboratério de Bioquimica de Proteinas e Peptideos/CDTS-FIOCRUZ.

Para a realizacdo de western blotting por peroxidase, foram realizados:

1. SDS-PAGE a 11%, conforme descrito na secéo 4.2.2 (Tabela 9).

2. Transferéncia para membrana de nitrocelulose: as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose através do Trans-Blot Cell
(Bio-Rad, EUA), com o tampéo de transferéncia (Tris base 25 mM, glicina
192 mM e metanol 20%) por uma hora a 100V. Em seguida, a membrana
foi corada com Ponceau S (Ponceau S 0,1%, acido acético 5%), para a

confirmacéo da presenca das proteinas recombinantes. As membranas
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foram descoradas em agua destilada e deixadas em TBS (0,1%) entre 12 a
18 horas (overnight).

3. Incubacéo com solucéo de bloqueio: no dia seguinte, as membranas foram
incubadas em solucéao de bloqueio: 25 mM Tris-HCI, 125 mM NaCl pH 7.4
(TBS) contendo 0,05% (v/v) de Tween 20 (TBS-T) e 5% (p/v) de leite
desnatado (Molico), por uma hora. Apos, foram feitas trés lavagens com
TBS-T por 5 minutos cada e mais trés lavagens de 5 minutos com TBS.

4. Incubacao com soro: as membranas foram depois incubadas por uma hora,
sob agitagdo, com soros humanos em solugdo de bloqueio. No primeiro
ensaio, foi preparado um pool de 4 soros chagasicos com cardiopatia grave,
na diluicdo 1:250. Ja no segundo experimento foi utilizado um pool dos
mesmos soros chagasicos e um pool de 3 soros de L. braziliensis em
diferentes diluigcbes (1:250, 1:500 e 1:1000). Em seguida, foram feitas
novamente trés lavagens de 5 minutos com TBS-T e trés lavagens de 5
minutos com TBS.

5. Incubacgédo do anticorpo secundario: posteriormente, as membranas foram
incubadas, por uma hora, com o0s anticorpos secundarios: anti-human
[Sigma (A8400) Anti-Human Polyvalent (IgG, IgA & IgM) Peroxidase],
1:10.000. Apés a incubacao com o anticorpo secundario, foram feitas trés
lavagens com TBS-T por 5 minutos e trés lavagens com TBS por 5 minutos.

6. Revelacao: as revelacoes foram feitas com SigmaFast™ DAB Peroxidase
Substrate Tablet.

Também foram realizados ensaios de western blotting por quimioluminescéncia
(Odyssey, LI-COR, EUA) para avaliar a contribuicdo de cada epitopo inserido na
plataforma, nas medidas de afinidade antigeno-anticorpo. Para esta analise foram
utilizadas a plataforma com dez epitopos e as dez proteinas variantes de PlatCruzi
obtidas através da remocéo de epitopos por digestdo com enzimas de restricdo. Como
anticorpo primario foi utilizado um pool de soros de pacientes com DChc, diluicdo
1:250, e anticorpo secundario IRDye® 800CW Goat anti-Human IgG (H + L), diluicao:
1:5.000.

3.3.4 Ensaio imuno-enziméatico indireto (ELISA indireto)

Para 0s ensaios imunoenzimaticos, foram empregadas microplacas de
poliestireno de 96 cavidades de fundo chato (Nunc MaxiSorp®, EUA). Cinquenta
microlitros da solu¢ao tampéao carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6) contendo 1ug a
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100 ng de antigenos recombinantes foram distribuidos e duas cavidades nao sofreram
a adicao das proteinas, sendo utilizadas como “branco”. Cada quimera foi utilizada
separadamente como antigeno de captura. Apés adicdo dos antigenos, a
sensibilizacdo ocorreu durante um periodo de incubacdo de overnight a 4°C, as
microplacas foram esvaziadas por inversao.

As amostras séricas de todos os individuos do estudo foram utilizadas em
duplicata, ja para os Padrdes Internacionais de Referéncias Bioldgicas da OMS foram
realizadas triplicatas conforme sugeridas (Otani et al., 2011). As diluices dos soros
variaram de 50, 100, 250, 500 e 1000 vezes, na fase de padronizacao, a diluicao
escolhida foi de 250 vezes, utilizando o tampédo PBS-T (fosfato de sédio 10 mM -
NasPOs, cloreto de sodio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,05%, pH 7,2) e 50 ul das
amostras séricas diluidas foram adicionadas a cada cavidade. As placas foram
seladas e incubadas em estufa a 37°C por 60 min. Ao final deste periodo as placas
foram lavadas trés vezes com tampao PBS-T para retirada do material ndo adsorvido.
Em seguida, foram adicionados 50 pl do anticorpo secundario conjugado a fosfatase
alcalina (Anti-Human 1gG, KPL) diluido em PBS-T (1:5000) em cada cavidade, as
microplacas foram seladas novamente e o periodo de incubacédo foi de 60 min em
estufa a 37°C. Foram realizadas as etapas de lavagem, apés o periodo de incubacao,
conforme descrito anteriormente. A cada cavidade foram adicionados 50 pl do
substrato (para-nitrophenylphosphate - PNPP, ThermoFischer SCIENTIFIC ou 1-
Step™ PNPP Substrate Solution -ThermoFisher SCIENTIFIC) e, apés 30 minutos e
sob abrigo da luz, as quais foram quantificadas em um leitor de placa de ELISA com
filtro de 405 nm. Para a interpretacédo dos dados, os valores de densidade 6ptica (DO)
obtidos das cavidades denominadas branco foram subtraidos das DO das amostras.
Em seguida as médias aritméticas dos valores das DO das amostras positivas e
negativas foram calculadas, bem como os seus respectivos desvios padrédo, curva
ROC, percentuais de sensibilidade e especificidade utilizando os programas Microsoft
Excel 2010 e GraphPad Prism v 7.0 (MacOX).

3.4 Obtencao das amostras sorolégicas

O Estudo contou com 96 soros de pacientes com doenca de Chagas (fase
cronica e aguda, Tabela 10), individuos com leishmaniose (76), dengue (20),
provenientes do Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN) dos Estados de Ceara

e Paraiba; da Fundacdo de Saude Parreiras Horta de Sergipe; Fundacdo Oswaldo
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Cruz do Maranhéo e do Estado do Amazonas do municipio de Barcelos (Figura 21,
Tabela 10). Os soros da regido amazonica, foram coletados pela Dra. Angela Cristina
Verissimo Junqueira e pelo mestrando Evandro da Rocha Dias, Laboratério de
Doencas Parasitarias (LDP - IOC/FIOCRUZ-RJ).

o __

£

Figura 21 - Mapas do Brasil destacando as regifes provenientes das amostras
sorolégicas. (A) Mapa do Brasil com destaque para os Estados: Amazonas; Ceara;
Maranhéo; Paraiba e Sergipe. (B) Destaque do municipio de Barcelos (AM). (C) Recorte do
mapa politico do Estado do Amazonas, mostrando os municipios de Santa Izabel do Rio Negro
(oeste) e Barcelos (sudeste), na beira do Rio Negro. Fonte: Modificado de IBGE, 2015.
<https://www.ibge.gov.br/geociencias-novoportal/cartas-e-mapas/mapas-estaduais/15978-
mapas-politicos-dos-estados.html?&t=downloads>.

Além disso, contou-se com 13 amostras de pacientes com cardiopatia
chagésica, oriundas de um de nossos colaboradores, Dr. Salvatore Giovanni De
Simone, Laboratério de Bioguimica de Proteinas e Peptideos (IOC/FIOCRUZ -RJ),
onde duas delas foram utilizadas como controles positivos para a infec¢ao cronica de
T. cruzi (cédigo das amostras: 9817 e 13228), e alguns soros de leishmaniose (10),
febre amarela (7) e dengue (9) utilizados em ensaios iniciais, antes da obtenc&o das
amostras sorolégicas dos LACENSs, Barcelos (AM) e dos Padrdes Internacionais de
Referéncias Bioldgicas da OMS.

Foram obtidos, também, dois pools de soros liofilizados derivados de areas
endémicas da América Latina da Organizacdo Mundial de Saude, denominados
Padrdes Internacionais de Referéncias Biologicas IS 09/188 (Tcl) e IS 09/186 (Tcll).
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O pool de amostras liofilizadas 1S 09/188 é proveniente do México, regido de
maior incidéncia da cepa Tcl, e 0 IS 09/186 séo de soros oriundos do Brasil e do Chile,
regides onde predominam a circulacdo da cepa Tcll. Nao foi viavel a identificacdo
precisa dos genotipos de T. cruzi presentes nas amostras dos Padrdes Internacionais
de Referéncias Bioldgicas, por conta da parasitemia baixa ou ausente de soros de
pacientes com Chagas cronicos, ndo sendo possivel o isolamento do parasito pelo
sangue (Otani et al., 2011). A maior prevaléncia (Tcl e Tcll) descrita € baseada na
classificacdo em dois genotipos: Tcl e Tcll, onde a Tcll é subdividida em: Tcll a-e
(Souto et al., 1996; Fernandes et a., 1998; Brisse et al., 2000b; Brisse et al., 2001).

E importante o uso dos Padrdes Internacionais de Referéncias Bioldgicas,
porque estes servem como modelos de referéncia global para o controle de qualidade
dos testes de diagnéstico da doenca de Chagas, sendo uma importante ferramenta
para comparacdo de resultados entre diferentes ensaios e para facilitar o
desenvolvimento de produtos diagndsticos. Os pools IS 09/188 e IS 09/186 foram
utilizados nos ensaios imunoenzimaticos desta investigacdo, através de diluices
seriadas, recomendadas pelo protocolo estabelecido pela Organizagcdo Mundial de
Saude: 2x, 4x, 8%, 16x, 32x e 64x (Otani et al., 2011; Anexo D).

Ademais, foram usados nos ensaios de ELISA, mais outros soros como
controles negativos, possivelmente sem presenca de qualquer infeccédo (24) e soros
com leishmaniose visceral ativa (14), respectivamente provenientes da UFRJ e do
Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas (LIPMED — IOC/FIOCRUZ — RJ).

Os LACENSs forneceram alguns dados dos pacientes crénicos contidos no
Sistema GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial) e pacientes agudos na ficha
SINAN, como a metodologia empregada nos testes soroldgicos, sexo, idade,
anamnese, diagnoéstico e tratamento, sendo preservada a identidade de cada
paciente.

A Tabela 10 contém as informac¢@es agrupadas dos pacientes com infeccéo por
T. cruzi, estado; municipio; faixa etaria; diagnostico utilizado; sexo, cujas amostras

sorologicas foram utilizadas no estudo.
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Tabela 10 - Informacdes dos pacientes com doenca de Chagas.

DOENCA DE CHAGAS

ESTADOS MUNICIPIOS NUMERO FAIXA SEXO DIAGNOSTICO
DE ETARIA
PACIENTES
Amazonas Barcelos 20 11a78 Feminino ELISA e IFI
anos (7)
Masculino
(13)
Ceara Solonopole, 20 22 a82 Feminino NI
Fortaleza, Russas, anos (10)
Taua, Quixeré, Crato, Masculino
Forquilha, Iguatu, Ico, (10)
Juazeiro do Norte,
Oros, Palhano
Maranhdo Santa Rita, Sao José 17 6a76 Feminino ELISA e IFI
de Ribamar, (5 DChc) anos (3)
Turilandia, Balsas, (12 DCha) Masculino
Sao Luis, Humberto (14)
de Campos
Paraiba Sao Bento, Catolé do 21 42 a 80 Feminino ELISA, IFI, HAI
Rocha, Coremas, anos (4)
Brejo dos Santos, Masculino
Santa Cruz, (17)
Patos, Camalau,
Prata, Ouro Velho,
Areia, Paulista, Jodo
Pessoa, Monteiro,
Jerico, Princesa
Isabel, Juru
Sergipe Aracaju, Cristinapdlis, 18 28 a 93 Feminino ELISAe IFI
Nossa Senhora do anos (10)
Socorro, Estancia, Masculino

Indiaroba, Umbauba,
Pedrinhas, Boquim

(8)

DChc: Doenga de Chagas crénica. DCha: Doencga de Chagas aguda. NI: Nao informado, sem
informacé&o.

A obtencao das amostras soroldgicas das regides norte e nordeste e o pool dos

Padrbes Internacionais de Referéncias Bioldgicas da OMS para o estudo, culmina

com as areas de endemicidade e emergentes do pais e da América Latina,

abrangendo uma maior variedade das cepas circulantes, tanto do ciclo doméstico,

guanto do ciclo silvestre (Otani et al., 2011; Zingales et al., 2012), (Figura 22).
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Figura 22 - DTUs circulantes nas areas endémicas dos ciclos doméstico e silvestre.
Fonte: modificada de Zingales et al., 2012.

3.5 Consideracdes éticas

Esta investigacao foi aprovada pelo Comité de Etica do Instituto Oswaldo Cruz,
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro - RJ (CAEE: 52892216.8.0000.5248), (Anexo
A).

Para preservar a identidade do paciente no estudo, todas as amostras
sorologicas obtidas foram apresentadas por cédigos. Foram utilizadas informacdes
sobre diagnosticos sorolégicos, sexo, idade, localizagcdo para questdes de
confirmac&o diagnostica e sobre doenca de Chagas endémica neste estudo. A medida
que as amostras sorolégicas do LACEN vieram como uma doac¢do, onde as
instituicdes participantes sdo colaboradoras do estudo, ndo havia necessidade do
termo de consentimento livre e esclarecido. Amostras soroldgicas obtidas de Barcelos
(AM) tiveram autorizacdo prévia para a participacdo no estudo por meio do
consentimento por escrito (Anexo B) e teve aprovagdo no Comité de Etica (CAAEE:
79922017.8.0000.5248; CEP/IOC - Parecer de Aprovagdo: 2.453.495). Os soros
provenientes do Laboratério de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (IOC/FIOCRUZ
-RJ), também supriu com todas as normas éticas e foi aprovado pelo parecer CONEP
235/2009 e CEP/IOC - CAAEE: 52892216.8.0000.5248.

Para a manipulagédo de organismos geneticamente modificados, a investigacao
contou com o Certificado de Qualidade em Biosseguranca para areas de nivel de
biosseguranca NB1, conforme pode ser visto no Anexo D. Os experimentos foram

realizados no LIPMED.
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4 RESULTADOS

4.1 Criacao da Plataforma Cruzi (PlatCruzi)

A proteina quimérica foi inicialmente sintetizada com 8 epitopos, com a
auséncia dos epitopos nas posicdes 1 (KMP11) e 10 (CRA — TcEp9) da plataforma (Al
A10), atraveés da sintese nucleotidica pela Life Technologies (Figura 18) e seguiu para
analises in situ e in silico. Posteriormente foram inseridos mais dois epitopos através
de pareamento de oligonucleotideos, passando a ser denominada de Plataforma Cruzi
(PlatCruzi).

Foram obtidas modelagens tridimensionais comparativas da proteina nucleo,
que foi designada de Rx-UBCP (Figura 23 A) e de PlatCruzi (Figura 23 B) através do
I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Yang et al., 2015).

Figura 23 - Modelagem computacional da estrutura da Plataforma Rx-UBCP (A) e da
proteina quimérica PlatCruzi (B). As cores destacam os 10 epitopos inseridos em PlatCruzi.
As sequéncias de aminoacidos de Rx-UBCP e PlatCruzi foram submetidas ao portal |-
TASSER para analise <http: //zhanglab.ccmb.med.umich. Edu / I-TASSER />.

Diversas ferramentas computacionais foram usadas para a predicdo de
caracteristicas bioguimicas e fisicas de PlatCruzi. O resultado obtido das analises da
possivel presenca de um peptideo sinal (programas SignalP) e a predigdo de ponto
isoelétrico e peso molecular (programas ProtParam) pode ser observado na Tabela
11.
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Tabela 11 Analises de peptideo sinal, ponto isoelétrico e peso molecular de PlatCruzi.

Peso Molecular Ponto Isoelétrico Peptideo Sinal
(ProtParam) (ProtParam) (SignalP)
PlatCruzi
42,4 kDa 6,77 Nao

4.2 Caracterizacdo das proteinas recombinantes

Com objetivo de conhecer de como funciona o arquétipo da plataforma in vitro,
foram realizados ensaios de clonagem, expressdo proteica, purificacdo e
imunoensaios, através das técnicas de Western blotting e ELISA.

Este subitem aborda os resultados obtidos da clonagem dos poliantigenos
recombinantes e das andlises de expressao proteica, purificacdo e desempenho de

cada proteina quimérica.

4.2.1 Clonagem, PCR de colbnia e sequenciamento

A Figura 24 esquematiza o gene de PlatCruzi com os 10 epitopos clonado no
vetor de expressdo pET-28a, mostrando as regibes dos epitopos inseridos na
Plataforma Rx-UBCP.
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Figura 24 - Esquema representativo de clonagem de PlatCruzi no vetor pET-28a(+).
Realizado pelo programa MacVector V16.0.03.

Como descrito em material e métodos, o gene sintético foi produzido através
do vetor de clonagem pMA-RQ pela Life Technologies, para a posterior clonagem no
vetor de expressao pET-28a.

A clonagem foi realizada em cepa comercial DH5-a ou em cepa TOP10, para
a obtencdo do DNA plasmidial. Apés, foram adicionados mais dois epitopos nas
regides C’ e N’ na sequéncia nucleotidica da plataforma inicial com 8 epitopos, através
da digestdo com endonucleases de restricdo (posicdo 1: Ndel e Nhel e posicéo 10:
ECoRI e Xhol) e posterior pareamento de oligonucleotideos (Tabela 8), gerando
PlatCruzi com os 10 epitopos previamente selecionados. A confirmacdo da obtencéo
do DNA plasmidial contendo a plataforma inicial, da insercdo dos dois epitopos
(KPM11 e CRA — TcEp9) e das proteinas variantes resultantes das dele¢des de cada
epitopo na plataforma, foi através da técnica de sequenciamento de DNA, pela
Plataforma Sequenciamento de DNA da FIOCRUZ (RPTO01-A). Além disso, foram
realizados PCR de colonia para checagem da correta insergcéo dos epitopos KPM11
e CRA — TcEp9.
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A Figura 25 mostra a imagem do gel de agarose 10% do resultado obtido do
PCR de colbnia, para a checagem da insercdo de KMP11, onde todos os clones

estavam com inserto, confirmado depois por sequenciamento de DNA.

Figura 25 - Gel de poliacrilamida 10% de PCR de col6nia. (1) amostra controle (miniprep
da proteina quimérica com 8 epitopos). (2-8) produto amplificado dos clones. (9) Marcador de
separacao de fragmentos: 100pb — DNA ladder Thermo Fisher Scientific. A voltagem aplicada
na separacao foi de 80 V por aproximadamente 30 minutos. Visualizagdo dos fragmentos dos
produtos de PCR em transiluminador UV 365 nm.

4.2.2 Avaliacdo daproteinaquiméricainicial (PlatCruzi A1 A10) e suas variantes

Para a padronizacdo da expressao proteica em E. coli BL21 (DE3), foram
realizadas indu¢cbes em diferentes concentracdes, variando também o tempo e
temperatura de cada indugao.

A Figura 26 mostra as imagens obtidas do SDS-PAGE (11%) das expressfes
proteicas das proteinas quiméricas com 8 epitopos: sem a inser¢cao dos epitopos nas
posi¢cdes 1 e 10 da plataforma; com 7 epitopos: sem os epitopos nas posicdes 1, 2 e
10 e sem os epitopos nas posicdes 1, 3 e 10. Mostrando que ndo houve diferenca
significativa entre as diferentes inducdes.

Os epitopos 2 e 3 foram retirados da proteina quimérica inicial (8 epitopos),

através de enzimas de restricdo respectivamente: Hindlll e Aatll.
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Figura 26 - Analise das diferentes condicbfes de expressdo das proteinas
recombinantes por SDS-PAGE 11%. (PM) Marcador de peso molecular Precision Plus
Protein Unstained Standard (Bio-Rad). (A1 A10) Proteina quimérica com 8 epitopos, sem 0s
epitopos das posicdes 1 (KMP11) e 10 (CRA-TcEp9). (A2) Proteina quimérica com 7 epitopos,
retirado da posicdo 2 (TcE — TcEp5) a partir da proteina com 8 epitopos. (A3) Proteina
guimérica com 7 epitopos, retirado da posi¢do 3 (TcE -TcEp4) a partir da proteina com 8
epitopos. (TO) Amostra ndo induzida. (*) Tamanho esperado de aproximadamente 40 kDa. A
voltagem aplicada na separacao foi de 150 v por aproximadamente 1 hora.

A Figura 27 mostra a analise de solubilidade proteica, neste caso,
exemplificado com proteina quimérica contendo 7 epitopos (PlatCruzi A1 A5 A10),
com a exclusdo do determinante antigénico da posi¢cédo 5 (CRA — TcEp8) de PlatCruzi
A1 A10. As indugbes foram realizadas com duas temperaturas: 37°C e 30°C e o tempo
variou de uma a quatro horas, mantendo a memsa concentragcdo de IPTG (1 mM).
Essas expressfes de proteinas recombinantes em células de E. coli, néo
apresentaram diferencas significativas entre as diferentes temperatudas e tempo de
inducao.

Para a obtencéo do fracionamento proteico, foi realizado a lise da membrana
bacteriana através de sonicac¢ao, pelo sonicador Branson Digital Sonifier. As amostras
foram ressuspensas com tampao de lise (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl e
0,1% triton X-100) e sonicadas com ciclo de 30 pulsos, on/off (1/3 segundos) no gelo
pulso, amplitude de 20%. Depois foram centrifugadas a 16000 g a 4°C por 10 minutos.
Em seguida, as fragbes soluveis e insoluveis das proteinas recombinantes, obtidas
por sonicacéao, foram avaliadas por SDS-PAGE 11% (Figura 27). Pode-se notar que a
proteina é expressa predominantemente na fracéo insoltvel, independente de tempo,

temperatura da indugéo e da concentracéo do indutor (Figura 27).
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Figura 27 - Anélise de solubilidade da proteina recombinante PlatCruzi A1 A5 A10 por
SDS-PAGE 11%. A1 A10 - proteina sem os epitopos nas posi¢gbes: 1 (KMP11), 5 (CRA —
TcEp8) e 10 (CRA — TcEp9). (PM) Marcadores de peso molecular Precision Plus Protein
Unstained Standard (Bio-Rad). (S) Fracao solavel. (1) Fracdo insoltvel. (*) Tamanho esperado
de aproximadamente 40 kDa. A voltagem aplicada na separagdo foi de 150 v por
aproximadamente 1 hora.
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Com a solubilizagcdo dos poliantigenos recombinantes em corpusculo de
inclusdo, PlatCruzi A1 A10 foi purificada em condigdes desnaturantes através da
coluna de afinidade com 250 mM de imidazol em seu tamp&o de eluigéo final e ureia
8 M (pH 6,3), (Figura 27). As fracdes obtidas da proteina inicial, apés a etapa de
purificacdo, foram quantificadas pelo método de Bradford (eluato 1: 435,9 ug/mL;
eluato 2: 74,2 ug/mL; eluato 3: 53,2 yg/mL) e submetidas a corrida eletroforética em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 11%, Figura 28). Em seguida, o eluato 1 obtido na
purificacdo foi utilizado no ensaio de western blotting e pdde-se avaliar o desempenho
inicial do polipeptideo do estudo perante os pools sorolégicos de pessoas com DChc

e leishmaniose (Figura 29).
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Figura 28 - Andlise da purificacdo da proteina de fusdo contendo poli-histidina
purificada por coluna de niquel por SDS-PAGE. Purificacéo realizada através de Nickel -
Affinity Gel (SIGMA-ALDRICH®). PlatCruzi A1 A10 - Proteina quimérica sem 0s epitopos nas
posi¢bes 1 (KMP11) e 10 (CRA — TcEp9). Polipeptideo com aproximadamente 40 kDa foi
adicionado no seu N-terminal 6 histidinas. Lisado total: lisado com tamp&o 100 mM NazHPOa,
10 mM Tris-base, 8 M ureia, pH 8,0. Etapa 1 e Etapa 5: etapas 1 e 5 de lavagem. Eluato 1:
435,9 yg/mL. Eluato 2: 74,2 ug/mL. Eluato 3: 53,2 yg/mL.

PlatCruzi A1A10 Plataforma Controle

Soros de DChc Soros de leishmaniose Soros DChc

1:250 1:500 1:1000 1:250 1:500 1:1000 1:250 1:500 1:1000

! ‘ .“‘
i
IS S

Figura 29 — Reatividade por western blotting das proteinas recombinantes com soros
de pacientes com DChc e com leishmaniose. DChc — doenca de Chagas crbnica. PlatCruzi
Al A10 — Proteina quimérica sem os epitopos nas posi¢des 1 (KMP11) e 10 (CRA — TcEp9).
Foi usado o eluato 1 da purificagdo por gel de afinidade a niquel (435,9 ug/mL). Foram
aplicados 2 pg por poco das proteinas recombinantes com 8 epitopos e sem adicdo de
epitopos. Tamanho esperado da Proteina inicial € de aproximadamente 40 kDa e da
Plataforma vazia cerca de 30 kDa. Amostras soroldgicas obtidas do Laboratério de Bioquimica
de Proteinas e Peptideos (CDTS — FIOCRUZ).

O ensaio de western blotting teve como enfoque averiguar a deteccdo das
proteinas recombinantes, plataforma inicial com 8 epitopos e plataforma vazia, diante

das diferentes concentra¢des (1:250, 1:500, 1:1000) dos pools de 4 soros de
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individuos com DChc com cardiopatia grave e com pool de 3 soros da infec¢do por
leishmaniose (L. braziliensis), provenientes do Laboratério de Bioquimica de Proteinas
e Peptideos (CDTS - FIOCRUZ).

Pdde-se observar, diferencas nas deteccbes de IgG anti-T. cruzi perante a
PlatCruzi A1 A10 e a Plataforma Controle (plataforma sem epitopos carreados). Na
presenca da proteina quimérica especifica para a infeccdo por T. cruzi, teve a
reatividade esperada; ja com relacéo a plataforma vazia, ndo apresentou reatividade
perante ao pool de soros de DChc, onde a banda reconhecida nesta fita sugeriu ser
referente a residuos de polipeptideos de E. coli. (Figura 29).

Notou-se uma baixa reatividade aos anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG
contra a proteina recombinante frente ao pool de soros de leishmaniose. Essa
reatividade poderia ser por PlatCruzi A1 A10 ou devido aos residuos de proteinas
recombinantes bacterianas ainda presentes apés a purificacao por gel de afinidade a
niquel, conforme ilustrado na Figura 28.

O préximo passo foi averiguar o desempenho da proteina recombinante inicial
em ensaio de ELISA perante aos soros de individuos com infeccdo por T. cruzi,
dengue, febre amarela, leishmaniose e individuos sem alguma infecgdo (Figura 30).
Os soros sdo provenientes do Laboratério de Bioguimica de Proteinas e Peptideos
(CDTS - FIOCRUZ) e foram usados apenas em ensaios iniciais até a obtencéo dos
soros dos Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENSs), Barcelos (AM) e dos
Padrdes Internacionais de Referéncias Bioldgicas da OMS. Os resultados apontaram
a deteccéo de IgG anti-T. cruzi contra PlatCruzi A1 A10 (Fiugra 30). A Gnica amostra
sorologica de dengue gque apresentou alto valor de DO, pode ser devida a reatividade
de IgG anti-humano contra os residuos de proteinas bacterianas ainda existentes

apos a etapa de purificacao.

78



2.0q - Chagas
|:, Sem infecgéo
- Leishmania
1.57 D Febre Amarela
|:| Dengue
O~ 3
E £ Cut-off. 0,2628
c
Sw 1.0
= O
o< v
_g I
<=
0.51
-~ % Ad -
0.0- . - : i

Figura 30 - Reconhecimento da proteina Al A10 frente a soros de individuos com
diferentes infecc¢@es. PlatCruzi A1 A10 — sem os epitopos nas posi¢des 1 (KMP11) e 10
(CRA — TcEp9). Foi aplicado 1ug da proteina por pogo. A diluicdo dos anticorpos primarios
foram de 1:250. Cutoff: 0,2628 (obtido pelo programa GraphPad Prism 5, versdo para Mac).
Anticorpo secundario: anti-human IgG conjugado a fosfatase alcalina. Soros: 13 de Dchc, 7
de individuos sem infeccdo, 9 de dengue, 7 de febre amarela, 10 de leishmaniose, oriundos
dos Laboratorio de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (CDTS — FIOCRUZ).

4.2.3 Anélise de PlatCruzi e suas variantes

Apbs a insercdo dos determinantes antigénicos KMP11 e CRA —TcEp9, foram
realizados novos ensaios para analisar o desempenho de PlatCruzi e a real
contribuicdo de cada epitopo dentro da plataforma. Para essas avaliacGes, foram
realizadas clonagem, expressdo proteica (Figura 31), fracionamento das proteinas
(Figura 32), western blotting por quimioluminescéncia através do Odyssey, Li-Cor
(Figura 33) e SPOT-Synthesis Epitope Analysis de PlatCruzi e das 11 proteinas

recombinantes variantes da plataforma completa.
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Figura 31 - SDS-PAGE 11% das expressfes das proteinas recombinantes. (PM)
Marcador de peso molecular Precision Plus Proteins™ Unstained Standards (Bio—Rad).
Tamanho esperado de PlatCruzi é de 42,4 kDa. PlatCruzi — Proteina quimérica carreando os
10 epitopos. (A1 A10) sem os epitopos na posicdo 1 (KMP11) e na posi¢do 10 (CRA — TcEp9)
em PlatCruzi. (A1) sem o epitopo na posi¢cédo 1 em PlatCruzi. (A10) sem o epiptopo na posi¢ao
10 em PlatCruzi. (A9 A1 A10) sem os epitopos nas posi¢des 1, 9 (B13), 10. (A1 A7 A10) sem
epitopos nas posicdes 1, 7 (TcD-1) e 10. (A1 A6 A10) sem epitopos nas posigdes 1, 6 (TcD-
2) e 10. (A1 A5 A10) sem epitopos nas posicdes 1, 5 (CRA — TcEp8) e 10. (A1 A3 A10) sem
epitopos nas posicdes 1, 3 (TCE — TcEp4) e 10. (A1 A2 A10) sem epitopos nas posic¢oes 1, 2
(TcE -TcEpb5) e 10.
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Figura 32 - Andlise de solubildade das proteinas recombinantes. (A) SDS-PAGE 11% da
fracdo insollvel das proteinas. As amostras aplicadas foram diluidas 100 x. (B) SDS-PAGE
da fragcdo soluvel das proteinas obtidas apds tratamento com CelLytic 0,5x. (PM) Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (Bio-Rad). Tamanho esperado
de PlatCruzi é de 42,4 kDa. (A1 A10) sem os epitopos na posi¢cao 1 (KMP11) e na posigéo 10
(CRA — TcEp9) em PlatCruzi. (A1 A2 A10) sem epitopos nas posicdes 1, 2 (TCE -TcEpb5) e
10. PlatCruzi — Proteina quimérica carreando os 10 epitopos. (A1) sem o epitopo na posi¢ao
1 em PlatCruzi. (A2) sem o epiptopo na posicao 2. (A3) sem epitopo nas posi¢oes 3 (TcE —
TcEp4). (A5) sem epitopos na posi¢ao 5 (CRA — TcEp8). (A7) sem epitopo na posigéo 7 (TcD-
1).
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As proteinas recombinantes foram extraidas através da lise quimica pelo
reagente CelLytic 0,5x, como descrito em material e métodos. A fracdo insoluvel foi
diluida e aplicada no gel de poliacrilamida para a corrida por eletroforese (Figura 32
A). O resultado obtido foi 0 mesmo observado com relagéo a proteina com 8 epitopos,
com mais de 80% das proteinas presentes em corpusculos de inclusdo. O passo
posterior foi solubilizar em tamp&o de ureia 8 M, pH 8,0 para depois ser realizado o

ensaio de western blotting de cada quimera (Figura 33).
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Figura 33 - Grafico gerado de normalizacao de sinal do western blotting. Western blotting
por quimioluminescéncia — Odyssey (Li-Cor), com a quantidade de proteina determinada a
partir da DO das bandas de proteinas obtidas pelo SDS-PAGE (11%). Proteinas lisadas com
tampé&o de ureia 8 M, pH 8,0. PlatCruzi — Proteina quimérica carreando os 10 epitopos. (Al
A10) sem os epitopos na posi¢ao 1 (KMP11) e na posi¢ao 10 (CRA — TcEp9) em PlatCruzi.
(A1) sem o epitopo na posigdo 1 em PlatCruzi. (A10) sem o epiptopo na posigdo 10 em
PlatCruzi. (A1 A9 A10) sem os epitopos nas posigdes 1, 9 (B13), 10. (A1 A8 A10) sem
epitopos nas posig¢des1, 8 (TcLo1.2) e 10. (A1 A7 A10) sem epitopos nas posicdes 1, 7 (TcD-
1) e 10. (A1 A6 A10) sem epitopos nas posi¢des 1, 6 (TcD-2) e 10. (A1 A5 A10) sem epitopos
nas posicdes 1, 5 (CRA — TcEp8) e 10. (A1 A3 A10) sem epitopos nas posigdes 1, 3 (TCE —
Ep4) e 10. (A1 A2 A10) sem epitopos nas posigdes 1, 2 (TcE -TcEp5) e 10.
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Durante a construcao de PlatCruzi, a proteina inicial ndo possuia 0s epitopos
KMP11 e CRA (TcEp9), posicbes 1 e 10 da plataforma, esta foi utilizada para gerar as
11 variacdes proteicas através de delecdes dos epitopos nas posicdes 2, 3,5 a 9. As
dele¢Bes individuais dos epitopos KMP11 e CRA (TcEp9), posicdes 1 e 10 da
plataforma, ocorreu durante a geragado da PlatCruzi completa (10 epitopos inseridos),
designadas respectivamente PlatCruzi A1, PlatCruzi A10. Cada epitopo deletado de
PlatCruzi foi simbolizado pela letra grega "A". Cada proteina com as delegdes foi
expressa em E. coli e foi obtido o extrato total para posterior anélise por SDS-PAGE
(Figura 32) e western blotting (Figura 33). Para a realizacdo da técnica de western
blotting, foi utilizado um pool de soros provenientes das amostras soroldgicas de
pacientes com DChc, que apresentaram titulacdo mais alta em ELISA prévio. O sinal
obtido por quimioluminescéncia foi normalizado para a carga do alvo através do
calculo da divisdo da medida da densidade 6ptica (DO) pela banda obtida por
coloracdo de coomasie do SDS-PAGE e plotada em forma de gréfico. As barras azuis
representam as medianas dos sinais revelados por e as barras vermelhas sédo a
intensidade total. Os resultados sugerem que a maior influéncia no desempenho foi
estrutural. A ocupacao simultdnea dos sitios 2, 3 e 5 afetou negativamente o
reconhecimento de PlatCruzi pelos anticorpos anti-T. cruzi em até cinco vezes (Figura
33). Além disso, o epitopo 1 parece ndo estar contribuindo significativamente para a
producéo de sinal. O préximo passo foi verificar o desempenho de cada epitopo dentro
da plataforma, através da geracdo de uma biblioteca de peptideos de PlatCruzi, para
averiguar a interacéo dos anticorpos perante a estrutura da proteina nucleo e de cada
epitopo nela inserido (Figura 34).

Importante enfatizar que as proteinas utilizadas nos ensaios de western blotting
nao haviam sido previamente purificadas antes da realizacdo do ensaio, podendo ter
interferéncias das proteinas bacterianas nas intensidades apresentadas com cada

poliantigeno recombinante.
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Figura 34 - Avaliacdo dos peptideos de PlatCruzi através do SPOT-Synthesis Epitope
Analysis. (A) Intensidade de sinal obtido do reconhecimento de cada peptideo pelo pool de
soros de pacientes com DChC, diluicdo — 1:250. A1 — C16: peptideos gerados de 14
amino&cidos, com sobreposicdo de 8 residuos. (B) Membrana celulésica mostrando os Spots
com peptideos reconhecidos pelos soros. (C) Localizagdo dos 10 epitpopos analisados. (*)
Epitopos inteiros ou em maior parte.

A analise de SPOT-Synthesis Epitope Analysis foi realizada com a formacéo
de biblioteca de peptideos de PlatCruzi, peptideos da proteina nucleo e de T. cruzi,
que foram inseridos em spots em uma membrana, contendo 14 peptideos com
sobreposicao de 8 residuos de aminoacidos por spot. Foram utilizados um pool de
soros de individuos com DChc e outro com leishmaniose (controle negativo) e
anticorpo secundario Phosphatase labeled Goat anti-human 1gG (H+L) — marca KPL.
O resultado obtido nesta analise mostrou que os epitopos 1, 2, 4, 5 e 7 apresentaram
menor intensidade de sinal com a ligacdo dos anticorpos.

Com os resultados obtidos nesta fase inicial, permitiu a identificacdo de
epitopos com pouca contribuicdo dentro dos ensaios imunoldgicos. O préximo passo
foi avaliar o desempenho de uma das variantes de PlatCruzi, PlatCruzi A5 (9

epitopos), em frente ao painel de soros obtidos neste estudo.

4.2.4 Desempenho das proteinas quiméricas: PlatCruzi e PlatCruzi A5

Para conhecer algumas informac¢des bioquimicas e fisicas: peso molecular,

ponto isoelétrico e peptideo sinal de PlatCruzi A5, (Tabela 12).
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Tabela 12 - Anélises de peptideo sinal, ponto isoelétrico e peso molecular de PlatCruzi
A5.

Peso Molecular Ponto Isoelétrico Peptideo Sinal
(ProtParam) (ProtParam) (SignalP)
PlatCruzi A5
41,5 kDa 6,47 Nao

Comparando as duas predicdes das estruturas secundarias das proteinas
quiméricas PlatCruzi e PlatCruzi A5 (quimera com remogéo do epitopo CRA - TcEp8)
€ possivel que a delecao do epitopo 5 acarrete em uma mudanca na conformacao da
estrutura proteica.

Com o intuito de averiguar a detec¢do das proteinas solubilizadas em tampéao
contendo ureia 8 M, pH 8,0: PlatCruzi, PlatCruzi A5, da plataforma vazia e de proteinas
bacterianas através do extrato bacteriano sem inducdo de IPTG, foram realizados
novos ensaios de western blotting em frente a um pool soros de pacientes com doenca

de Chagas cronica (Figura 35).

—>50 kDa
—> 37 kDa

—— 25 kDa

Figura 35 - Proteinas quiméricas detectadas pelo pool de soros de pacientes com
infeccdo crbnica por T. cruzi. (A) western blotting dos poliantigenos recombinantes. (B)
Membrana de nitrocelulose corada com Pounceau S. Proteinas quimeéricas: PlatCruzi A5 —
remocado do epitopo CRA (TcEp8), tamanho esperado de 41,5 kDa. PlatCruzi — com os 10
epitopos inseridos, tamanho esperado de 42,4 kDa. Plataforma (v) — Plataforma Rx-UCBP
sem insercdo de epitopos (vazia), tamanho esperado de 29,72 kDa. PM — Marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (Bio-Rad).
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O resultado na Figura 35 (A) mostra a detecgdo das proteinas recombinantes
PlatCruzi (10 epitopos) e PlatCruzi A5 (sem o epitopo CRA, TcEp8) perante os pools
de soros de pacientes com doenca de Chagas cronica, provenientes dos LACENSs e
nao apresentou reatividade perante a Plataforma vazia. A Figura 35 (B) mostra a
imagem da membrana de nitrocelulose apos transferéncia, corada com Pounceau S.,
onde pode-se notar as diferencas no peso molecular da Plataforma (v) e das duas
guimeras com os determinantes antigénicos especificos de T. cruzi inseridos.

Para a obtencdo dos resultados das trés quiméricas em frente ao painel de
amostras soroldgicas em ELISA, as proteinas foram previamente purificadas em
coluna de afinidade a niquel pelo sistema Aktapurifier. PlatCruzi foi purificada com
dois protocolos distintos tendo em vista a pureza proteica, conforme descrito em

material e métodos (subitem 3.2.2), observado na Figura 36 e posteriormente na

Figura 40.
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Figura 36 - Purificacdo de PlatCruzi por cromatografia de afinidade. (A) Grafico gerado
pelo Aktapurifier da purificagdo por coluna de afinidade. Os eluatos foram eluidos em tamp&o
com 500 mM de imidazol, sem presenca de ureia. (B) Gel SDS-PAGE 11% das etapas de
purificacdo. PM - Marcador de peso molecular Marcador de peso molecular Precision Plus
ProteinsTM Unstained Standards (Bio—Rad). Pellet e Sobrenadante pos centrifugacdo —
PlatCruzi solubilizada em ureia 8M, pH 8,0. As amostras aplicadas no gel foram diluidas da
seguinte forma: Pellet e sobrenadante — diluicdo de 50x; Tubos 10 e 11 — diluicdo de 5x, as
outras amostras ndo foram diluidas. Tamanho esperado de PlatCruzi: 42,4 kDa.

Apés a purificacdo, as fracdes da proteina 9, 10 e 11 foram quantificadas
(Tabela 13) pelo método de quantificacdo fluorimétrica através do Qubit (Thermo
Fischer Scientific). A partir desses resultados, a fracdo 11 foi escolhida para os

imunoensaios, por possuir menos residuos bacterianos que diminuem a possibilidade

de sua interferéncia nos testes.
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Tabela 13 - Dosagem de PlatCruzi apés purificacdo por coluna de afinidade.

Fracao 9 Fracao 10 Fracao 11

PlatCruzi
pg/mL 40,2 394 400

Os resultados obtidos frente aos dois pools de soros dos Padrdes
Internacionais de Referéncias Bioldgicas da OMS para DChc, apontaram um 6timo
desempenho de PlatCruzi em todas as concentracfes proteicas e nas diferentes
diluicbes dos soros liofilizados (Figura 37). Mostrando que essa proteina quimérica,
purificada por cromatografia de afinidade, através do primeiro protocolo estabelecido,

respondeu de forma eficaz nas regiées endémicas originarias desses pools.

PlatCruzi ELISA A PlatCruzi ELISA B
WHO Reference T. cruzi sera (TCI) WHO Reference T. cruzi sera (TCII)
2.01 2.01
- - 2
- -
. g B 8x
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Figura 37 - ELISA mostrando a deteccao de diferentes concentragfes da PlatCruzi pelos
Padrbes Internacionais das Referéncias Biol6égicas da OMS. (A) Pool de soros de
pacientes reconhecendo as cepas Tcl, denominado de IS 09/188. (B) Pool de soros de
pacientes reconhecendo as cepas Tcll, denominado de IS 09/186.

Foi realizado o ensaio de padronizacao da titulacdo dos soros de DChc para
serem usados em todos os imunoensaios (Figura 37). Baseado no resultado anterior,
foi fixado a quantidade proteica de 500 ng por pogo, para a sensibilizacdo em
microplacas de ELISA. Os soros utilizados foram provenientes dos LACENs do Cear4,
Paraiba e Sergipe, totalizando 8 soros, com baixas e altas reatividades apresentadas
em ensaios anteriores.

Os resultados mostraram um bom desempenho de PlatCruzi em frente as
diferentes diluicdes de soros das areas endémicas analisadas no estudo, em destaque
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para as titulagbes 1:50, 1:100 e 1:250 que apresentaram melhores intensidades de
DO, tanto nos soros de alta e baixas reatividade (Figura 38). Diante do resultado

exposto a titulagdo 1:250 passou a ser utilizada em todos os testes imunoenzimaticos.

PlatCruzi®® ELISA
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Figura 38 - Titulagcdo dos soros de pacientes com doenca de Chagas crdnica dos
LACENSs. A concentracao de PlatCruzi foi de 500 ng/poco e a diluigdo de soros 1:50 — 1:1000.

A técnica de ELISA foi empregada com amostras soroldgicas de DChc e
controles objetivando a detec¢do da proteina quimérica neste painel de soros de DChc
(Figura 39). Os soros descritos na Figura 39 como leishmaniose e malaria (“Leish &
Malaria”), malaria e multiplos sdo todos provenientes de Barcelos (AM). As pessoas
participantes do estudo relataram terem apresentado, no passado, uma ou mais
infeccdes como malaria, leishmaniose, dengue e tuberculose (infec¢des ndo ativas).
Foram denominados por multiplos os soros de pacientes que apresentaram mais de
uma infeccdo. Ja as 58 amostras de DChc, leishmaniose e dengue séo oriundos de
LACENSs (CE, SE, PB), também do municipio de Barcelos. Além disso, contou com as
amostras sorolégicas de pessoas sem alguma infeccdo, no momento da coleta do
sangue (normal), essas amostras sdo provenientes da UFRJ. As amostras soroldgicas
retestadas em laboratério que tiveram resultados inconclusivos (Tabela 15) ou duplo
negativos (IFl in-house e kit de ELISA), foram retirados das analises.

Esse ensaio resultou em uma sensibilidade baixa (81,36%) devido ao alto valor
obtido no cutoff (0,5138), gerando resultados falso-negativos. Contudo, essa proteina
guimérica resultou em uma alta especificidade (98,91%), mostrando ser especifica

para a infeccdo por T. cruzi.
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1.54

Absorbance

Figura 39 - Reatividade dos soros de AM (Barcelos), CE, MA, PB, SE contra PlatCruzi.
Grafico gerado pelo programa GraphPad Prism v. 7.0, para MacOX. Leish & Malaria — soros
de individuos que tiveram infecgdes por leishmaniose e malaria. Multiple — soros de individuos
que tiveram mais de uma infec¢do. Normal — amostras de individuos que ndo apresentavam
alguma infec¢do no momento da coleta do sangue, provenientes da UFRJ.

Apos obtidas as primeiras fracdes da purificacéo de PlatCruzi e do emprego de
ELISA com os eluatos resultantes, foram realizadas novas etapas de purificacdo por
coluna de afinidade visando a obtenc&o do melhor grau de pureza proteica e o melhor
renovelamento das proteinas apos lise com tampao de ureia. Neste processo foram
purificadas tanto PlatCruzi quanto PlatCruzi A5.

Como descrito no capitulo de material e métodos, cada sobrenadante proteico
foi aplicado em coluna de afinidade ao niquel (HisTrap™, 1 mL, GE Healthcare Life
Sciences) com o fluxo de 0,5 mL por minuto, previamente equlibrado em tampéo A
(50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NacCl, 5 mM imidazol). Apés ligacéo, a resina foi
lavada com 10 mL do tampado A. A proteina foi eluida em gradiente até 100% do
tampéao B (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM NacCl, 500 mM imidazol) com fluxo de 0,7
mL/min por 45 minutos. Os resultados obtidos desta metodologia de purificagéo

podem ser observados na Figura 40 e Figura 41.
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Figura 40- Purificacdo de PlatCruzi. (A) Perfil de eluicdo da proteina recombinante numa
coluna de niquel usando um sistema de cromatografia liquida Aktapurifier. (B) Andlise por
SDS-PAGE 11% das fragOes coletadas. PM — Marcador de peso molecular. Eluatos 13-26:
eluicbes com tampéo B em sistema gradiente em ordem crescente.
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Figura 41 — Purificacdo de PlatCruzi A5. (A) Perfil de eluicdo da proteina recombinante
numa coluna de niquel usando um sistema de cromatografia liquida Aktapurifier. (B) Anélise
por SDS-PAGE 11% das fragBes coletadas. PM — Marcador de peso molecular. Eluatos 12 —
22: eluigbes com tampéao B em sistema gradiente em ordem crescente.

Comparando os dois resultados obtidos das purificacdes de PlatCruzi (Figura
40 e Figura 41), nota-se que a segunda metodologia permitiu ter fracdes proteicas
com diferentes concentracdes do tampéo B, principalmente com relacdo ao imidazol
presente em cada eluato. A Figura 41 (A) pode-se observar que a concentracéo deste
solvente foi Unica em todas as fragcdes (500 mM), ja na Figura 40 (A) destaca-se por
terem fracbes com diferentes concentracbes de imidazol, o mesmo ocorre para a
PlatCruzi A5 (Figura 41 A).

Apés a purificacdo proteica as duas quimeras seguiram para imunoensaios
(ELISA) para avaliar as suas reatividades perante os soros provenientes de alguns
estados das regides norte e nordeste do Brasil (Figura 42 e Figura 43).

A Figura 42 ilustra que a nova purificacdo de PlatCruzi apresentou um

desempenho satisfatorio, sensibilidade e especificidade de 100%, perante as 65
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amostras sorolégicas de DChc e 141 amostras controles (outras infec¢cdes ou sem

alguma infeccéo).
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Figura 42 — Deteccédo de IgG anti-T. cruzi contra PlatCruzi. Fracdo 18: 330 pg/mL.
Microplacas sensibilizadas com 500 ng da proteina por pog¢o. Amostras soroldgicas: MA, CE,
SE, PB (LACENS) e do municipio de Barcelos (AM). Grafico gerado pelo GraphPad Prism v

7.0, para MacOx.

As mesmas amostras soroldgicas foram usadas nos ensaios com a variante
PlatCruzi A5 (Figura 43), que também apresentou uma especificidade de 100%, mas
diferente de PlatCruzi, a sensibilidade foi de 96,88, que pode ser devido a mudanca

na conformacdo da estrutura proteica apés a retirada desse epitopo.
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Figura 43 — Avaliacdo da reatividade dos soros dos LACENs e de Barcelos com a
PlatCruzi A5. A fracdo 16 (268 upg/mL) da proteina purificada foi utilizada no ELISA.
Microplacas sensibilizadas com 500 ng da proteina por po¢o. Amostras soroldgicas: MA, CE,
SE, PB (LACENSs) e do municipio de Barcelos (AM). Grafico gerado pelo GraphPad Prism v
7.0, para MacOx.
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4.3 Caracterizacdo das amostras sorolégicas

Como descrito em material e métodos, os soros obtidos dos LACENSs (CE, MA,
PB, SE) e de Barcelos (AM), foram previamente retestados e no caso de Barcelos
testados para infecc¢éo cronica por T. cruzi através das metodologias de IFI (In-house)
e ELISA (Chagatest ELISA recombinante v. 3.0, Wiener Lab., Argentina).

Foram obtidos alguns resultados discordantes entre os testes soroldgicos (IFI
e Kit comercial de ELISA) e os gerados por PlatCruzi, PlatCruzi A5, PlatCruzi V2
(Tabela 14).

Além disso, os ensaios soroldgicos apresentaram resultados inconclusivos, ou
seja, que nao tiveram concordancia entre os dois testes, que podem ser visualizados
na Tabela 15, a qual também apresenta os dados obtidos das trés quiméricas do
estudo perante aos mesmos soros. Alguns resultados de IFI foram denominados de
borderline, por estarem no ponto de corte (cutoff).

Cabe destacar que as amostras sorolégicas que tiveram resultados
inconclusivos ou tiveram dois resultados negativos nos testes confirmatorios (IFI e
ELISA) foram retirados das analises estatisticas e dos célculos de sensibilidade e

especificidade.

Tabela 14 - Resultados divergentes entre os testes sorolégicos e as proteinas
guiméricas.

SOROS IFI ELISA PLATCRUZI PLATCRUZI A5 PLATCRUZI V2
BAR 42 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO X
6L-MA POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO X
5C-PB NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO

BAR — Barcelos, L — Leishmaniose, C — Doenca de Chagas.

Nenhuma das amostras sorolégicas do estudo apresentaram coinfec¢des
ativas no momento da coleta, porém no caso dos soros de Barcelos, algumas pessoas
apresentaram outras infeccdes além de DChc, de acordo com os dados dos
formularios previamente preenchidos de cada participante. Resultando em amostras
sorolégicas com anticorpos 1gG para mais de uma infeccao.

A amostra soroldgica proveniente do LACEN do estado do Ceara, previamente

diagnosticado com leishmaniose visceral (1L-CE), teve resultado duplo positivo para
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doenca de Chagas nos testes soroldgicos, porém foi removido das andlises por ser
co-infectado com HIV. Ja duas amostras diagnosticadas com infeccao cronica para T.
cruzi também pelo LACEN do Ceara (1C-CE e 2C-CE), ndo tiveram seus resultados
confirmados pelas ambas técnicas de diagnéstico sorolégico empregadas (IFl e
ELISA), e foram retiradas das andlises.

Baseado nos resultados confirmatorios dos testes soroldgicos, as amostras
sorologicas utilizadas nos ensaios imunoenzimaticos no estudo foram no total de 76
de DChc e 140 como controles, incluindo amostras com outras infecgbes
(leishmaniose, dengue). Além disso, também foram utilizados como controles soros
de individuos sem presenca de infeccédo (24 amostras).

No total de 17 amostras soroldgicas da doenca de Chagas enviadas pelo
LACEN do Maranhéo, 12 foram de DCha e 5 de DChc. Foi empregado o método de
ELISA para a deteccéo de anticorpos anti- T. cruzi dos isotipos IgM e IgG contra as
proteinas quiméricas (PlatCruzi e PlatCruzi A5), porém nao tiveram o desempenho
esperado. Apresentou auséncia de deteccdo de IgM nos 12 soros e apenas 4
amostras foi possivel a deteccdo de anticorpo IgG especifico da infeccdo. Por essa
razdo os soros de DCha ndo constam nas andlises de ELISA desta investigacao,
indicando que essas proteinas quiméricas sdo especificas para o diagnéstico da

doenca de Chagas crénica.
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Tabela 15 - Resultados inconclusivos das amostras soroldgicas do estudo.

SOROS IFI ELISA PLATCRUZI PLATCRUZI A5 PLATCRUZI V2
BAR 62 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
BAR 72 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
BAR 261 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
BAR 273 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
BAR 274 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3L-PB POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
4L-PB POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
5L-PB POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
9L-PB POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
2L-SE BORDERLINE NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
7L-SE BORDERLINE NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
9L-SE POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
10L-SE POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
1L-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
3L-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
4L-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
5L-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
7L-MA BORDERLINE NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
8L-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
11L-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X
14L-MA NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO X
1D-CE BORDERLINE POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO X
4C-PB BORDERLINE POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
7C-PB BORDERLINE NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
5C-CE BORDERLINE POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
8C-CE BORDERLINE POSITIVO POSITIVO POSITIVO X
16C-CE BORDERLINE POSITIVO POSITIVO POSITIVO X
3C-MA BORDERLINE POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
4C-MA POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
6C-MA POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO X

Borderline — resultado na faixa do cutoff. (X) Andlise ndo realizada. Cutoff: IFI — 1:40; ELISA
(KIT comercial) — 0,342 (DO); ELISA (PlatCruzi) — 0,2635 (DO); ELISA (PlatCruzi A5) — 0,2915
(DO); ELISA (PlatCruzi V2) — 0,2598 (DO). BAR — Barcelos, L — leishmaniose, C — Chagas.
Amostras de casos suspeitos para DChc de Barcelos: BAR 72, 273 e 274. Amostras preditas
com outras infecgBes de Barcelos:BAR 62 e 261.

4.4 PlatCruzi V2

No intuito de obter melhores desempenhos em ensaios imunoldgicos, foi criada

a segunda versao da proteina quimérica, denominada de PlatCruzi V2, também

apresentando 10 epitopos especificos de T. cruzi, com modificacbes na parte

estrutural, com insercéo de linkers, substituicoes de 3 epitopos e redirecionamento do
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epitopo TcE — Ep4 para a parte final da proteina, conforme detalhado nas Figuras 49,
50 e 52. A sua sequéncia nucleotidica foi sintetizada utilizando o gBlocks Gene
Fragments (IDT, Integrated DNA Technologies, EUA).

A Tabela 16 descreve os 10 epitopos inseridos na segunda versdo da
plataforma, onde foram inseridos os epitopos dos antigenos TSSA (posicdo 7), SAPA
(posicao 2) e o peptideo 3973 presente na proteina TcCA-2 (posicao 5). O epitopo de
TcE (TcEp4) teve sua posicao alterada, foi removido da posicdo 3 e realocado na
posicdo 10 (10.1) da nova plataforma. O epitopo CRA foi mantido na posicao final da
PlatCruzi V2 (10.2). A explicacdo para essa alteragao se deve principalmente ao seu
posicionamento estar localizado no centro da estrutura de barril- de plataforma, o

gue poderia estar dificultando o seu reconhecimento pelos anticorpos.

Tabela 16 - Caracterizacdo e posicionamento dos epitopos de T. cruzi na PlatCruzi V2.
Posicoes Sequencias Antigenos

na dos (o]1] Caracteristicas
Plataforma Epitopoes Peptideos

Proteina associada ao

1 KFAELLEQQKNAQFPGK KMP11 .
citoesqueleto
2 DSSAHSTPSTPA SAPA Trans-sialidades
Peptideo sintético- sequéncia
corresponde a dominios
& CREESHICUAS LK Eal repetidosde antigenosde T.
cruzi
Proteina de superficie de
5 FGQAAAGDKPS 3973 (TcCA-2) OESEEE)
6 AEPKPAEPKS TcD -2 Proteina de tripomastigota
7 PPSGTENKPATGGSGTSWK TSSA Mucina de tripomastigota da
familia TS-simile
8 GTSEEGSRGGSSMPS Tclo 1.2 Multiepitopo
9 SPFGQAAAGDK B13 Protelqa de superflue de
tripomastigota
10.1 KAAIAPA TcE Proteina ribossomal
10.2 KQRAAEATK CRA Antigeno citoplasmatico

Como realizado em PlatCruzi, também foram realizadas modelagem
tridimensional Threading (Figura 44), peptideo sinal (Tabela 17), peso molecular

(Tabela 17) e ponto isoelétrico (Tabela 17).
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Tabela 17 - Analises de peptideo sinal, ponto isoelétrico e peso molecular de PlatCruzi
V2

Peso Molecular Ponto Isoelétrico Peptideo Sinal
(ProtParam) (ProtParam) (SignalP)
PlatCruzi V2
45,07 kDa 6,77 Nao

Observando as andlises de modelagem das estruturas terciarias de PlatCruzi
e PlatCruzi V2 (Figura 44 A e Figura 44 B) da proteina, torna-se nitida as possiveis
diferencas conformacionais entre as duas plataformas, onde a nova verséo, de acordo
com a modelagem, apresenta todos os epitopos na superficie da proteina nucleo,
além disso foram adicionados linkers que viabilizam o isolamento de cada
determinante antigénico inserido, facilitando a deteccéo pelos anticorpos. O que pode

acarretar no aumento da sensibilidade nos ensaios enzimaticos.

Figura 44 — Modelos das estruturas tridimensionais de PlatCruzi (A) e PlatCruzi V2 (B).
As cores em destaque representam os epitopos inseridos nas duas plataformas. Vermelho:
KMP11; azul escuro: TcE (posicdo 2); amarelo: TcE (posicdo 3 e posicdo 10.1); magenta:
PEP-2; azul claro: CRA (posi¢éo 5); laranja: TcD-2; lilas: TcD-1; verde: TcLol1.2; marrom: B13;
violeta: CRA (posicéo 10); verde ciano: TSSA; azul turquesa: SAPA; salmé&o: 3973 (TcCA-2).
Modelo gerado pelo algoritmo I-TASSER.

A nova quimera ap0s ter as suas sequéncias nucleotidicas sintetizadas pela
IDT, seguiu para a clonagem em E. coli (DH5-a) usando o vetor de expresséo pET-
28a, expressao proteica em 50 mL de cultura, lise celular através do reagente CellLytic
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B 0,5X (Figura 45 A) e purificagdo em coluna com poli-histidina, Nickel - Affinity Gel®
(SIGMA-ALDRICH), (Figura 45 B).

PTG - + +
PM S |

75 kDa «— w

50 kDa < - ¥ 75 kDa <—| w

e *
37 kDa«—| w 50 kDa <— ‘*

37 kDa¢— w

- ==

Figura 45 - Andlise por SDS-PAGE 11% das etapas de expressao e purificacdo de
PlatCruzi V2. (A) Imagem do gel de poliacrilamida da expressao proteica. PM - Marcador de
peso molecular Precision Plus Protein Unstained Standard (Bio-Rad). S - Fracéo soluvel. | —
Fracdo insolavel. (B) Imagem obtida da purificacdo por Nickel - Affinity Gel (SIGMA-
ALDRICH®). PM — Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Unstained Standard
(Bio-Rad). Lisado total - Antes de passar pela resina e solubilizado em tampao com ureia 8M,
pH 8,0. (*) Tamanho esperado de PlatCruzi V2 de 45,07 kDa. Etapas 1 e 5 — etapas de
lavagem. Eluato 1 — 302 pyg/mL. Eluato 2 — 298 ug/mL. Eluato 3 — 284 pg/mL.

Foram realizados ensaios iniciais da deteccao da segunda versao da proteina
quimérica (PlatCruzi V2) perante a alguns dos soros obtidos no estudo (Figura 46).
Os resultados indicaram que a segunda versao da plataforma é especifica para a
infeccdo por T. cruzi, porém nao teve alta reatividade em alguns soros analisados de
doenca de Chagas crénica. Como o numero soros analisados foi muito inferior aos
das outras quimeras, optou-se por nao realizar a analise de curva ROC e

consequentemente nao foram obtidos os valores de ponto de corte (cutoff).
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Figura 46 - Reatividade de soros de DChc frente a PlatCruzi V2. O eluato 1 (302 ug/mL)
da proteina purificada foi utilizada no ELISA. Amostras soroldgicas: MA (6), CE (4), PB (11) e
do municipio de Barcelos - AM (24). Gréfico gerado pelo GraphPad Prism v 7.0, para MacOXx.

4.5 Deteccao das proteinas quiméricas nas diferentes titulacfes dos soros

Foi realizado um segundo ensaio testando as diferentes titulagbes (1:20, 1:50 e
1:100) de algumas amostras soroldgicas, essas titulacdes sdo normalmente utilizadas
pelos testes sorolégicos de ELISA comercializados, para averiguar as possiveis
diferencas de reatividades nas diferentes concentracbes dos anticorpos primarios,
entre as infec¢des de T. cruzi e Leishmania spp. (leishmaniose visceral e cutanea). As
amostras de DChc usadas foram: 9817 (controle positivo utilizado em todos os
ensaios), 15C-PB, 3C-MA, 2C-SE, 12C-SE, 16C-SE, BAR 82, e os soros de
leishmaniose foram: BAR 207, 4L-MA, 9L-MA, 10L-SE, 5L-PB, 22LV, os pocos da
microplaca de ELISA foram sensibilizados em duplicada com proteinas quiméricas
(PlatCruzi, PlatCruzi A5 e PlatCruzi V2) e também simultaneamente com as duas
plataformas, PlatCruzi e PlatCruzi V2 (Figura 47).

Os resultados gerados mostram a reatividade esperada nas amostras
sorologicas de DChc e leishmaniose, com excecéo de 9L-MA quando avaliados com
PlatCruzi e PlatCruzi A5, onde a reatividade variou de acordo com as titulages, se
considerado o resultado da titulagdo 1:20, acarretaria em falso positivo. Tendo em
vista a diminuicdo de resultados falso-positivos e falso-egativos, a titulacdo 1:100

apresentou as melhores reatividades (Figura 47).
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Além disso, pode-se notar nos soros de DChc que apresentam baixa positividade
(PB, MA) uma variacdo na deteccdo de anticorpo IgG de acordo com as diferentes
titulacdes, padrédo encontrado tanto nas trés proteinas como em PlatCruzi & PlatCruzi
V2.
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Figura 47 - Detecgéo de anticorpos da classe lgG em diferentes titulagdes de soros de DChc e leishmaniose contra as proteinas quiméricas.
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4.6 Desempenho das proteinas quiméricas nas diferentes regides

Foi realizada uma comparacédo da reatividade dos soros de cada estado do
estudo frente a cada proteina quimérica para avaliar as diferencas de desempenho.
As amostras soroldgicas utilizadas foram as mesmas dos outros ensaios de ELISA.

No resultado global, observou-se a alta deteccdo de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi da classe 1gG contra PlatCruzi, em todas as regides das amostras
sorologicas da analise (Figura 48).

PlatCruzi A5 também apresentou boa deteccdo de anticorpos nas diferentes
regides. Em um olhar mais direcionado, nota-se que a reatividade de algumas
amostras soroldgicas foi maior com o emprego desta quimera variante de PlatCruzi
(Figura 48).

A segunda versao da Plataforma Cruzi foi avaliada diante poucas amostras
sorolégicas do estudo e até a finalizacdo dessa tese, ndo apresentou 0 mesmo
desempenho de PlatCruzi. Péde-se notar uma melhor performance desta quimera
para o municipio de Barcelos (AM), em relacdo aos resultados apresentados com as

outras duas proteinas, exceto para uma amostra sorolégica desta regido (Figura 48).
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Figura 48 - Desempenho de cada proteina quimérica frente ao painel de soros de
pacientes obtidos de diferentes Estados brasileiros. Quantitativo de amostras sorolégicas
analisadas: PlatCruzi e PlatCruzi A5 — PB: 17, CE:17; SE: 17, MA: 4, BAR: 8; PlatCruzi V2:
PB: 8, CE: 3, SE: 0, MA: 4, BAR: 7.
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4.7 Anélise estatistica

A partir dos resultados das leituras de ELISA determinados em densidade
optica (DO) foram realizadas as construcbes dos gréaficos, conforme descrito
anteriormente, subitem 3.2.4. A partir desses resultados, foram realizadas analises
estatisticas através do programa GraphPad Prism v.7.0, para MacOx (GraphPad
Software Inc., EUA).

Todos o0s experimentos com o emprego de ELISA tiveram as amostras
analisadas em duplicata e o ponto de corte (cutoff) foi determinado através da curva
ROC (Greiner et al., 2000), que avalia a acuracia do teste. Além de serem avaliados
os valores de sensibilidade, especificidade, area, erro padrao, intervalo de confianca
de 95% (IC 95%) e valor de p (Tabela 18). Para a realizacdo dos testes estatisticos
foram retiradas as amostras que apresentaram resultados do reteste inconclusivos ou

duplo negativos.

Tabela 18 - Andlises estatisticas realizadas pelo GraphPad Prism v. 7.0.
Com Exclusdes

PlatCruzi (A) PlatCruzi (B) PlatCruzi A5 (B)

Especificidade 98,91 100 100
Sensibilidade 81,36 100 96,88
Cutoff 0,5138 0,316 0,2995
Area 0,9857 1 0,9997
Erro Padréo 0,01251 0 0,0003975
IC 95% 0,9612 a 1,01 lal 0,9989a1
Valor de p <0.0001 <0.0001 <0.0001
DChc 58 64 64
Controles 90 140 140

(A) PlatCruzi purificada através do primeiro protocolo por cromatografia de afinidade. (B)
Emprego do segundo protocolo de purificacdo por coluna de afinidade. Com exclusdes:
exclusbes dos soros com resultados negativos ou indeterminados nos testes confirmatérios.

Uma analise com os controles, positivo para infec¢ao crénica por T. cruzi (9817
— soro de paciente com cardiopatia chagasica) e controle do anticorpo secundario
(Blank), usados em todas as reacOes de ELISA com as proteinas quimeéricas, foi
realizada e ilustrada na Figura 49. Os resultados dos valores dos desvios padrdes de
PlatCruzi (A): 9817 — 0,196 e Blank — 0,01351; PlatCruzi (B): 9817 — 0, 2525 e Blank
— 0, 008772; PlatCruzi A5 (Delta): 9817 — 0,2462 e Blank — 0, 04425, mostrando a
homogeneidade das amostras usadas como controles dos ensaios. A Figura 49

mostra uma sutil diferenca entre os controles, na detecgéo de IgG anti-T. cruzi, perante
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a PlatCruzi (A) e PlatCruzi (B) e PlatCruzi A5. Onde a diferenca entre (A) e (B) estaria

na forma de purificacéo realizada através do sistema Aktapurifier.
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Figura 49 - Deteccédo de IgG anti-T. cruzi nas amostras controles. (A) PlatCruzi purificada
através do primeiro protocolo por cromatografia de afinidade. (B) Emprego do segundo
protocolo de purificacdo por coluna de afinidade. Blank: Branco, controle de deteccdo do
anticorpo secundario. 9817 e Blank — desvios padrdes de todas as amostras de cada controle.

4.8 Padrdes Internacionais de Referéncias Biol6gicas da OMS

A analise dos pools de soros liofilizados provenientes da OMS, serve como uma
ferramenta de controle de qualidade dos ensaios, através da comparacdo de
resultados, além de ser possivel avaliar o desempenho das proteinas quiméricas
perante aos soros de diferentes regides endémicas, como descrito em material e
métodos, abrangendo uma maior diversidade das cepas de T. cruzi circulantes.

A Figura 50 mostra os valores obtidos das médias das densidades o6ticas (DO)
de cada pool, diante de duas diluicbes (32x e 64x) com as duas proteinas
recombinantes (PlatCruzi e PlatCruzi A5). As amostras foram aplicadas em triplicata
na microplaca de ELISA em triplicata e o grafico foi gerado pelo programa GraphPad
Prism v.7.0 (MacOX).
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Figura 50 - Reatividade perante os pools dos Padrfes Internacionais de Referéncias
Biolégicas da OMS. Tcl: IS 09/188. Tcll: 09/186. All: Todas as amostras positivas para
infeccdo por T. cruzi do estudo. Delta 5: PlatCruzi A5. PlatCruzi e PlatCruzi A5 foram
purificadas através da segunda metodologia descrita por coluna de afinidade, sistema
Aktapurifier.

Além disso, foi realizada a normalizacao dos dados através do célculo do indice
de reatividade (IR), (Goubau et al., 1997), com a finalidade de comparar e unificar os
resultados de alguns testes de diagndstico sorolégico comercializados, metodologia
de ELISA e CLIA, com as proteinas quiméricas do estudo, perante os Padrdes
Internacionais de Referéncias Biol6gicas da OMS (Otani et al., 2011), (Tabela 19).

O IR baseia-se no célculo: densidade Optica da amostra/Cutoff, onde séo
consideradas positivas amostras com valores superiores a um (Goubau et al., 1997).

Os resultados obtidos apontaram reatividade positiva (IR > 1) frente aos dois
pools de soros da OMS, nas diluicdes de 32x e 64x, com relagdo as proteinas
quiméricas: PlatCruzi (A), PlatCruzi (B) e PlatCruzi A5 (B), (Tabela 19). Em contraste,
os resultados dos kits analisados pelo grupo da OMS, apresentaram poucas

reatividades positivas, IR < 1, perante as mesmas diluicées (Tabela 19).
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Tabela 19 - Comportamento dos testes sorologicos (ELISA e CLIA) e das proteinas quiméricas frente aos Padrdes Internacionais de
Referéncias Biolégicas da OMS.

Amostras Diluicdes  Gold  Bioschile  Biokit  D-MED M;ii‘;'ux wif_ger ‘:‘gﬂ‘:\t’t P'a:g;"Zi P'a:g;“ﬂ P::;C(g‘)ﬂ
o 32x 164 10 0,2 10 0,2 0,9 2,1 17 3.8 3,2

S 00188 0.68 0.8 0.2 05 0.1 03 0,8 12 27 2,6
o 32x 05 0.4 0.2 0.4 0.1 07 11 15 2 26

S 00/186 o, 0.4 0.4 0,2 04 0 03 0,5 11 16 17

Valores na tabela do indice de reatividade (DO/CO). Positivos > 1,0. N&o reagentes < 1,0. Os IRs obtidos dos testes comercializados foram retirados
de Séez-Alquezar, 2015. Doenga de Chagas: diagndstico, epidemiologia e CQ. 42° Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas. Destaque em verde
para os valores positivos de IR.
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5 DISCUSSAO

As regides norte e nordeste do Brasil ttém apresentado maior numero de casos
confirmados de DCha do pais, respectivamente, 91,1% e 4,6%, sendo a transmissao,
oral foi a mais frequente, com percentual de 68,9% entre os anos de 2000 a 2013,
demonstrando que mesmo apos a interrupcdo da transmisséao vetorial intradomiciliar,
a doenca continua se difundindo pelo pais (Brasil, 2015c). Além disso, a infecgéo por
T. cruzi se expandiu devido as migragfes, das areas endémicas para ndo endémicas,
gue acarretam no aumento do numero de casos, principalmente através da
transmissdo por transfusdo de sangue e através da transmissdo sexual (Coura &
Vifias, 2010). Nesse cenario, € necessario o diagnostico precoce da doenca visando
o inicio do tratamento para a cura ou o melhor progndstico da pessoa afetada. Isso se
deve ao fato de que o tratamento da doenca na fase cronica ainda ndo é muito eficaz,
e a maior eficiéncia no tratamento estaria associada a fase inicial ou fase aguda da
doenca (Bern et al., 2007). E importante enfatizar que as pessoas que vivem em areas
endémicas sdo as mais afetadas pela doenca e sdo aquelas que estdo em condi¢bes

precarias de saude publica (Bergquist & Whittaker, 2012).

5.1 Amostras soroldgicas

Neste estudo foram avaliadas 64 amostras sorolégicas de DChc e 140
amostras controles. Para a realizacdo das analises da curva ROC, sensibilidade,
especificidade, IC 95%, area, erro padrdo e valor de p das proteinas quiméricas
(Figura 42, Figura 43, Figura 51, Tabela 17), esta investiga¢cdo usou como critério de
exclusao, todas as amostras soroldgicas (LACENs e Barcelos - AM) com auséncia de
anticorpos anti-T. cruzi ou aquelas que apresentaram resultados inconclusivos nos
testes sorologicos: 1. IFI in-house, com a utilizacdo da cepa Y e anticorpo 1gG
fabricado por Bio-Manguinhos e 2. EIE através do Chagatest ELISA recombinante v.
3.0 (Wiener Lab., Argentina). Cabe destacar que 0s soros provenientes do Laboratério
de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (CDTS/FIOCRUZ, 13 de DChc, 10 de
leishmaniose, 7 de febre amarela, 9 de dengue), amostras com infeccdo ativa de
leishmaniose visceral oriundas do LIPMED (14) e as amostras de pessoas sem

infeccdo da UFRJ (24), ndo foram retestadas pelos dois métodos sorolégicos.

105



Nos soros provenientes do municipio de Barcelos, 20 amostras eram de
pessoas com suspeita de DChc, baseado em relatos e sintomas clinicos, e 46 pessoas
relataram ter desenvolvido outras infeccfes ao longo da vida, como leishmaniose,
maléria, dengue, tuberculose ou até mesmo mais de uma destas infec¢des. Os dados
de sintomas e de outras possiveis infec¢cdes desenvolvidas, foram obtidos através de
uma ficha previamente preenchida por cada participante. Como n&do havia sido
realizado um diagndstico sorologico prévio para a doenca de Chagas nesse grupo do
estudo, que sao trabalhadores rurais de extrativismo da piacaba e seus familiares,
todas as amostras foram avaliadas, através dos dois métodos de diagndstico
sorologicos empregados, IFI in-house e Chagatest ELISA Rec. v. 3.0 (Laboratorio
Wiener, Argentina), para posterior utilizacao nas analises deste estudo.

No total de 85 amostras reavaliadas dos LACENS e casos suspeitos (Barcelos
-AM) de infeccdo por T. cruzi, 12 (14,1%) apresentaram resultados inconclusivos
(Tabela 15) e 6 (7,1%) foram negativos nos dois ensaios. Destas seis amostras que
resultaram em duplo negativo nos testes soroldgicos, duas apresentaram resultados
divergentes aos obtidos com as proteinas quiméricas (Tabela 14). Ja das 99 amostras
sorologicas de outras infecgdes (LACENSs e Barcelos - AM), 14 (14,1%) foram positivas
para pelo menos um dos ensaios e 3 (3,03%) tiveram positividade para DChc em

ambos os testes (Tabela 20).

Tabela 20 Presenca de IgG anti-T. cruzi nas amostras com outras infecgdes em pelo
menos um dos testes soroldgicos.

AMOSTRAS SOROLOGICAS COM OUTRAS INFECGOES
Chagatest ELISA

CODIGOS IFl - in-house Recombinante v.3.0
1L-PB REAGENTE POSITIVO
3L-PB REAGENTE NEGATIVO
41 -PB REAGENTE NEGATIVO
5L-PB REAGENTE NEGATIVO
9L-PB REAGENTE NEGATIVO
4L-SE REAGENTE POSITIVO
9L-SE REAGENTE NEGATIVO
10L-SE REAGENTE NEGATIVO
1L-MA REAGENTE NEGATIVO
3L-MA REAGENTE NEGATIVO
41 -MA REAGENTE NEGATIVO
5L-MA REAGENTE NEGATIVO
6L-MA REAGENTE POSITIVO
8L-MA REAGENTE NEGATIVO
11L-MA REAGENTE NEGATIVO
14L-MA NAO REAGENTE POSITIVO
BAR 62 REAGENTE NEGATIVO

(L) soros de pacientes diagnosticados pelos LACENs com infeccdo por leishmaniose.
Destaque em vermelho: positividade para infeccdo por T. cruzi encontrados em um dos
ensaios ou ambos. BAR 62: considerado como inconclusivo.

106



Com relagdo aos resultados sorolégicos obtidos para a infecgdo por T. cruzi,
pode-se observar que o individuo referente a amostra BAR 62, preconizada como
controle negativo (outras infec¢des), apresentou reatividade para o anticorpo da
classe 1gG anti- T. cruzi no ensaio de IFI in-house, gerando resultado conflitante ou
inconclusivo (Tabela 15). Sabe-se que esta pessoa além de ter apresentado
positividade para DChc em um dos testes, também ja teve malaria e dengue
(infeccbes nao ativas), baseadas nas informagbes do formulario previamente
preenchido.

Sabe-se que as DTUs circulantes da regido amazonica brasileira sao a Tcl, Tcll
e Tclll (Marcili et al., 2009b; Zingales et al., 2012; Monteiro et al., 2010; Monteiro et
al., 2012, Monteiro et al., 2013; Breniére et al., 2016). J& no nordeste do pais séo
encontradas as DTUs Tcl, Tcll, Tclll ou TclV em Triatoma brasiliensis (Breniere et al.,
2016) e o Estado de Sergipe foi descrito com a predominancia de Tcll em humanos
(Carranza et al., 2009; Zingales et al., 1998). Nos demais Estados brasileiros
predominam a circulacdo das cepas da DTU Tcll (Zingales et al., 2012; Messenger et
al., 2015; Breniére et al., 2016).

Com relacdo as provaveis cepas encontradas nas regides provenientes dos
Padrdes Internacionais de Referéncias Biologicas (IS 09/188 e IS 09/186), foi relatada
maior incidéncia DTU Tcl no México e no Chile, foram detectadas cepas das DTUs
Tcl, Tcll, Tclll, TcV e TcVI (Figura 51), (Zingales et al., 2012; Messenger et al., 2015;
Breniére et al., 2016). Além disso, a circulacdo da recente DTU descrita, Tcbat, que
foi subestimada devido a proximidade genética com Tcl, foi observada em 12
diferentes espécies de morcegos no Brasil e em uma espécie de triatomineo (Triatoma
sordida) no Mato Grosso do Sul (Cavazzana et al., 2010; Cominetti et al., 2014,
Ramirez et al., 2014; Lima et al., 2015; Pinto et al., 2015; Breniére et al., 2016). Como
nao foi possivel a identificacdo das linhagens de T. cruzi nos pools sorolégicos dos
Padrées Internacionais de Referéncias Bioldgicas da OMS, sabendo que sé&o
abrangentes as regides do México (IS 09/188), Brasil (IS 09/186) e Chile (1S 09/186),
as DTUs circulantes descritas na literatura para essas regides, também podem estar

relacionadas a essas amostras.
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Figura 51 Distribuicdo das DTUs circulantes de T. cruzi na América do Sul. Fonte:
Breniére et al., 2016.

Com relacdo a resposta imunoldgica, as cepas da DTU Tcl pertencentes ao
ciclo silvestre de T. cruzi sdo descritas com baixo poder imunoldgico e
consequentemente apresentam baixa viruléncia e patogenicidade em humanos,
podendo acarretar em complicacdes cardiacas, além de maior mortalidade na fase
cronica (Vifas et al., 2003; Araujo et al., 2010; Zingales et al., 2012; Monteiro et al.,
2013; Santana et al., 2014; Messenger et al., 2015) e as linhagens pertencentes a
DTU TclV foram relatadas apresentando maior viruléncia comparadas as da DTU Tcl,
com alto valor de parasitemia, com grande incidéncia de mortalidade na fase aguda
da doenca (Monteiro et al., 2013). Além disso, verificou-se que a infeccdo causada
pelas cepas agrupadas na DTU Tcl induz a uma alta ativagdo de mondcitos e
producao de IL-10, em contrapartida, as da DTU Tcll produzem uma menor ativacao
de mondécitos, porém com um maior perfil inflamatério. Esses dados destacam a
importancia das linhagens de T. cruzi no desenvolvimento da resposta imunoldgica
inicial do hospedeiro a infec¢do, podendo influenciar na progresséo clinica da DCh
(Magalhaes et al., 2015).

A diversidade de parasitos circulantes na bacia amazonica brasileira, esta
relacionada a presenca de muitas doencas endémicas, onde as mais proeminentes
sdo malaria, leishmaniose tegumentar americana, algumas arboviroses, tuberculose,
hanseniase, diarreia infecciosa, parasitoses intestinais e outras doencas sé&o
encontradas com frequéncia em outras regides brasileiras (Coura & Junqueira, 2012).

A variabilidade de infec¢Oes presentes na regiao norte e também no nordeste
do pais, com picos de endemicidades, pode dificultar a obtencé&o de um diagndstico

preciso para a doenca de Chagas. Com relagéo as amostras soroldgicas provenientes
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da localidade de Barcelos (AM), muitas pessoas relataram terem desenvolvido pelo
menos uma das doencas endémicas da regido, onde na Tabela 21, constata-se que
a populacdo do estudo desenvolveu uma ou mais infec¢cdes, o que pode gerar
resultados falso-positivos e indeterminados em testes de diagndstico soroldgicos para
infecgao por T. cruzi.

Tabela 21 - Pessoas gue relataram terem desenvolvido mais de uma doenca tropical.
SOROS LEISHMANIONSE MALARIA DENGUE TUBERCULOSE

BAR 21

X X

BAR 28

BAR 87

BAR 100

X | X | x| X | X

BAR 149

BAR 174

X | X | X | X | x| X

BAR 180 X

BAR 228

XX | X | X | X[ X|X]|X

BAR 230

BAR 235 X X X

BAR — cbdigo para as amostras provenientes de Barcelos.

Em 2017 foram 193.590 casos notificados de maléaria no Estado do Amazonas
(Brasil, 2017). Além disso, em relagdo as arboviroses, foram relatadas 556
notificagdes de chikungunya, 692 de zika e 8.190 de dengue. Dados recentes do
sistema DATASUS, no mesmo Estado, mostraram que no primeiro més do ano de
2018, foram relatados 3875 casos de malaria causados pelo Plasmodium vivax e 417
por P. falciparum, onde no municipio de Manaus foram 838 casos de P. vivax e 220
por P. falciparum; em Barcelos, 54 por P. falciparum e 166 por P. vivax; € no municipio
de Santa Isabel do Rio Negro foram 19 casos por P. falciparum, 120 por P. vivax e 3
casos de infeccdo com ambos os parasitos (Brasil, 2018); em 2017 foram 193.590
casos notificados de malaria (Brasil, 2017). Com relagdo as arboviroses, em 2017
foram relatadas 556 notificacbes de chikungunya, 692 de zika e 8.190 de dengue no
Estado do Amazonas (Brasil, 2017). Ja com relacdo a leishmaniose tegumentar
americana, até inicio de margo de 2018, foram notificados 1049 casos nesse Estado
(Brasil, 2018).

Considerando as amostras dos LACENSs, foram processados 10 soros por

infecc@o por leishmaniose visceral do estado de Ceara, 10 de Sergipe, 9 da Paraiba
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e 14 do Maranhéo, dos quais 16 (37,2%) foram reagentes para T. cruzi IgG. Das 16
amostras postitivas 5 sdo da Paraiba, 3 de Sergipe, 8 do Maranhdo. Uma das
possiveis razdes para as positividades apresentadas nos ensaios de IFl in-house e
Chagatest ELISA Rec. v. 3.0, pode ser a circulagdo de outras doencas parasitarias
endémicas em cada estado, resultando em falso-postivos. Foi relatada a prevaléncia
de casos confirmados de leishmaniose visceral em 2015 nos Estados do Ceara (531),
Maranhéao (571), Paraiba (40) e Sergipe (51), (SINAN, 2015).

Cabe ressaltar que as amostras de leishmaniose visceral, oriundos dos
LACENSs, que foram reagentes, em pelo menos um dos testes de diagndstico, para a
DChc (IFI e ELISA, Tabela 20) foram mantidas como controles negativos nos ensaios
de ELISA com as proteinas quiméricas, levando em consideracdo os resultados
realizados pelos institutos de cada Estado, as quais tiveram o diagnostico de
leishmaniose visceral. Além disso, essas amostras quando analisadas contra as
proteinas quiméricas ndo apresentaram reatividade aos anticorpos anti-T. cruzi
(Figura 42, Figura 43 e Figura 46).

No ano de 2014, foram notificados 5 casos de DCha no Estado do Amazonas
(SINAN, 2014). J& entre o periodo de 2017 a janeiro de 2018, dados preliminares da
Secretaria de Vigilancia apontaram 14 notificacdes de DCha no Estado do Amazonas,
onde 3 foram na cidade de Manaus; 7 do municipio de Labrea, e total de 4 casos
compreendendo os municipios de Atalaia do Norte, Atuazes, Coari e Maraa (Brasil,
2018). Em dezembro de 2017 foi relatado um surto de doenca de Chagas, por provavel
transmissdo oral em Manaus e Labrea. Possiveis casos de transmissao vetorial foram
descritos em Atalaia do Norte, Atuazes, Coari e Maraa (Brasil, 2018).

Com relacao aos ultimos dados de notificacdo na regido nordeste, em 2014
houve apenas um caso notificado e confirmado de DCha; um caso em Sergipe e 6
casos na Paraiba (SINAN, 2014). Em 2015, o Estado da Paraiba apresentou 40 casos
notificados de DCha em 2015 (SINAN, 2015). Nao h& informacdes disponiveis de
registros de casos de DCha pelo SINAN, no Estado do Ceara.

As amostras soroldgicas desta investigacao oriundas do Estado do Maranhéo
sdo de casos de doenca de Chagas aguda e crbnica dos municipios de Balsas,
Humberto de Campos, Santa Rita, S&o José de Ribamar, Sdo Luis e Turilandia
(Tabela 8), sendo esses municipios pertencentes a regido da Amazoénia Legal do pais
(IBGE, 2014). Ainda na Tabela 8, pode-se notar que a faixa etaria dos participantes
do estudo variou entre 6 a 93 anos, sendo os casos de DCh na infancia encontrados

nos Estados de Amazonas e Maranhdo, por possivel transmissdo vetorial. As
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amostras soroldgicas de Barcelos (AM) foram obtidas no ano de 2016, e os anos dos
primeiros sintomas obtidos pelos dos LACENs de cada Estado, através da ficha
SINAN ou do Sistema GAL, foram: 2012, 2015 e 2017 (Maranhao) e 2015, 2016
(Paraiba e Sergipe). Nao h& informacdes do Estado do Ceara.

Os resultados conflitantes obtidos nos ensaios sorologicos também foram
relatados em varios testes sorologicos comercializados para DChc, através de alguns

estudos multicéntricos, como sera descrito no subitem a segquir.

5.2 Diagnéstico sorolégico

Com a falta de um teste soroldgico padrédo-ouro a ser utilizado em todas as
areas endémicas, com 100% de sensibilidade e especifidade, torna-se necessarios
estudos que avaliem quanto a eficacia dos testes sorolégicos comercializados da
doenca de Chagas, averiguando também quanto a abrangéncia geografica.

Como apresentado na introdugéo, subitem 1.10, com avaliacdo de alguns
testes soroldgicos comercializados, onde os resultados de sensibilidade e
especificidade apresentados foram inferiores aos preditos pelos fabricantes dos kits
de diagnéstico para DChc. Este fato também pode ser notado nos resultados
sorolégicos obtidos nesta investigacdo com o Chagatest ELISA Rec. v. 3.0 e IFl in-
house, que utilizou o conjugado IgG humano de Bio-Manguinhos, onde alguns
apresentaram divergéncias com os resultados previamente obtidos pelos LACENSs.

Com relagédo aos soros referentes aos LACENS, todos foram previamente
diagnosticados para doenca de Chagas, leishmaniose e dengue. Apesar de nao ter
sido possivel obter dados dos resultados sorolégicos e nem informacdes sobre os kits
de diagndstico utilizados dessas instituicbes. Sabe-se que todos esses soros foram
reagentes para o0s anticorpos especificos de cada infec¢cdo avaliada. A Unica
informacdo sobre os testes de diagndstico realizados foi enviada pelo LACEN do
Estado da Paraiba, para a doenca de Chagas foram utilizados os testes de IFI de Bio-
Manguinhos e kit de ELISA da BIOSChile (Test ELISA Chagas Ill), que utiliza
antigenos de epimastigota das cepas Mn e Tulahuen. Os testes de IFI foram descritos
por apresentarem variacdes quanto a especificidade, podendo gerar reatividade
cruzada com outros patdégenos, principalmente com Leishmania spp. e T. rangeli. Por
esta razdo ndo sao ecomendados para a triagem soroldgica nos bancos de sangue
(Otani et al, 2009). O Test ELISA Chagas lll foi descrito por Caballero e colaboradores

(2007), com alta sensibilidade e especificidade diante do painel sorologico analisado.
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Porém, devido a variabilidade génica encontrada nas diferentes linhagens de T. cruzi,
0 uso de antigenos de extrato do parasito pode acarretar em reatividade cruzada
(Umezawa et al., 1996a; Leilby et al., 2000; Umezawa et al., 2003; Kirchhoff et al.
2006; Zarate-Blades et al., 2007; Caballero et al., 2007).

Comparando com os resultados obtidos pelos ensaios confirmatorios
realizados com as amostras sorologicas dos LACENSs e do municipio de Barcelos, IFI-
in house (cepa Y e conjugado IgG de Bio-Manguinhos) e o Chagatest ELISA
Recombinante v. 3.0 (Wiener, Argentina), foram encontradas diferencas de
reatividades com relacdo aos dois métodos utilizados (IFI e ELISA), como também
entre cada regido analisada. Corroborando com outros estudos, foram demonstrados
gue os testes comercializados nem sempre sao capazes de detectar a infeccdo em
individuos com baixos niveis de imunoglobulinas (Caballero et al., 2007; Furucho et
al., 2008; Otani et al., 2009; Santos et al., 2012), onde as falhas apresentadas podem
ser aperfeicoadas com a utilizacdo de antigenos especificos identificados e
purificados através de técnicas de biotecnologia.

Com relacdo aos dados sorolégicos dos Laboratérios Centrais de Saude
Publica (LACENS), nao foi possivel a obtencéo de informacgdes sobre os kits utilizados
no diagnodstico pela maioria desses institutos. Sabe-se que no Estado da Paraiba
foram utilizados os testes de IFI CHAGAS (Bio-Manguinhos) e o Test ELISA Chagas
Il (Grupo Bios, Chile), que utiliza antigenos de epimastigota, nos quais podem
acarretar em reatividade cruzada com outros parasitos, como relatada pelos estudos
de Caballero e colaboradores em 2007 e pelo grupo de Otani em 2009.

Além disso, as diferencas de reatividade encontradas nos kits de ELISA
comercializados podem ser em virtude das distintas composicoes e misturas
antigénicas de T. cruzi. Para confirmar esta hipétese, seriam necessarias informacdes
precisas de cada proteina recombinante e determinante antigénico empregados em
cada kit, mas estas ndo se encontram presentes nas bulas fornecidas pelos
fabricantes, dificultando este tipo de avaliagdo. Contudo, sabe-se que 0s antigenos
presentes no Chagatest ELISA Rec. v. 3.0 séo: agl, ag2, agl3, ag30, ag36 e SAPA.
O Agl teria 97% de similaridade com o antigeno FRA (Camussone et al., 2009).
Comparando com os resultados obtidos da analise com o emprego da metodologia de
SPOT-Synthesis Epitope Analysis, foi possivel averiguar que uma das possiveis
razbes para a reatividade cruzada, encontrada neste teste, seria por conta deste

antigeno ndo conter nenhum determinante antigénico especifico para a infeccao por
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T. cruzi (Bottino et al., 2013), apresentando, dessa forma, alta similaridade com o
género Leishmania.

Como o Chagatest ELISA Rec. v. 3.0 foi utilizado como teste confirmatorio para
as amostras deste estudo, essa pode ser uma das explicagdes para a ocorréncia das
positividades encontradas em alguns soros preliminarmente diagnosticados pelos
LACENs como leishmaniose visceral e para algumas amostras de Barcelos (AM) com
infeccbes ndo ativas para outras patologias (Tabela 20), acarretando em reatividade
cruzada.

Os resultados dos testes soroldgicos apontaram que das 20 amostras de casos
suspeitos para infeccdo pelo parasito de Barcelos (AM), 8 (40%) foram
comprovadamente positivos nos dois ensaios, 4 (20%) apresentaram resultados
inconclusivos (Tabela 16). Com relagcdo as amostras que eram apenas controles
negativos, com presenca de outras infeccdes, 3 (6,5%) apresentaram reatividade ao
IgG anti-T. cruzi nos dois ensaios e 17 (37%) apenas em um deles, gerando
inconclusividade nos resultados (Tabela 20). As amostras que foram identificadas
como positivas pelo Chagatest ELISA Rec. v. 3.0, apresentaram valores de DO entre
0,87 a 2,52 e valores de ponto de corte (Cutoff) de 0,342 e 0,353.

O estudo publicado por Coura e colaboradores revelou através de questionario
aplicado a 482 piacabeiros e suas familias entre 2015 e 2016, que 100% dos
trabalhadores rurais do municipio de Barcelos (AM) identificaram o triatomineo
Rhodnius brethesi nas fibras de piacava, 81% dos picabeiros reconheceram esta
espécie em seus domicilios e 79% teriam sido picados pelo vetor até 10 vezes (Coura
et al., 2018). Quando analisados os soros dos piacabeiros pelos ensaios sorolégicos
IFI in-house e Chagatest ELISA Rec. v. 3.0, 0s mesmos testes usados nas amostras
sorolégicas da nossa investigacdo, foram detectados apenas 25 (5,2%) de pessoas
com anticorpos IgG anti-T. cruzi. Além disso, 273 pessoas foram submetidas ao
exame de eletrocardiograma, das quais 22% apresentaram complicacdes
cardiovasculares que poderiam ser atribuidas tanto a doenca de Chagas quanto a
outras doencas cardiovasculares (Coura et al., 2018).

A baixa deteccao de IgG anti- T. cruzi nas amostras de Barcelos (AM) pelos
dois métodos de diagndstico soroldgicos, encontrados nesta investigacao e por Coura
e colaboradores (2018), pode gerar questionamentos quanto aos resultados positivos
da infeccdo pelo parasito obtidos por esses testes (IFl in-house e kit de ELISA),
principalmente no que tange aos possiveis falso-negativos e aos resultados

inconclusivos. Dessa forma, o numero de casos positivos pode estar sendo
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subestimado, mostrando a fragilidade de se obter um diagnéstico correto e
reprodutivel, sem um teste padrdo-ouro para a DChc. O caso descrito pelo grupo do
Coura é um exemplo em gue a cardiopatia encontrada em alguns piacabeiros nédo era
especifica para a infecgdo por T. cruzi, 0 que nao coopera para a obtencao de um
diagnéstico conclusivo.

Além disso, o emprego de IFI in-house também detectou IgG anti-T. cruzi, em
algumas amostras controles (Tabela 20), como também apresentou resultados
indeterminados, cujos valores de DO encontram-se na zona cinza ou borderline
(Tabela 12), onde nédo se pode ter certeza do resultado. Essas variacdes podem ser
explicadas, em parte, pelo alto grau de polimorfismo intraespecifico exibido pelo
parasito. O que conduz para uma limitacdo diagndstica quanto a confiabilidade dos
resultados obtidos pelos testes sorolégicos atuais devido a auséncia de um padrao-
ouro para DCh (Furucho et al., 2008).

Cabe ressaltar que as amostras sorolégicas que apresentaram baixa detecc¢ao
de anticorpos da classe IgG e geraram resultados inconclusivos pelos varios métodos
de confirmacédo ndo sdo, em geral, incluidos nos painéis analisados nos ensaios
devido ao seu estado final duvidoso. Entretanto, estas amostras soroldgicas
desafiadoras sao cruciais na avaliacdo das sensibilidades (Otani et al., 2009).

De fato, como pbéde ser constatado, o diagnostico da fase crénica da doenca
de Chagas nédo é facilmente alcancado, uma vez que muitas variaveis dificultam a
precisdo, da real identificacdo de pessoas infectadas pelo parasito. Nesta fase, a
maioria das pessoas infectadas apresentam como caracteristica o fato de serem
assintoméaticas ao longo da vida e, portanto, ocasionando mais um fator restritivo ao
diagndstico, onde a informacao clinica ndo convém como carater informativo para a

identificagdo de individuos infectados.

5.3 Proteinas quiméricas

Diante a todo panorama do diagnostico de DChc, torna-se indispensavel o
investimento e pesquisas de novos alvos, além de novas formas e de metodologias
mais rapidas e eficazes, com a fabricacdo de um teste sorologico que abranja as
diversidades genbémicas e imunoldgicas encontradas nas areas de circulacdo do
parasito, com baixo custo, acessibilidade a qualquer localidade e especificos para a

infec¢éo de T. cruzi.

114



Neste ambito, o atual estudo foi elaborado com o principal objetivo de criar um
alvo (immunomimic) capaz de ser detectado unicamente pelos anticorpos anti-T. cruzi,
gerando a Plataforma Cruzi (PlatCruzi). Esta Plataforma é de facil manuseio e
padronizacdo; possui uma proteina nucleo receptora de determinantes antigénicos
exogenos e é conhecida pela sua estabilidade proteica. Vislumbra-se o0 seu emprego
tanto em kits de diagnéstico de ELISA, quanto em TDRs, com baixos custos
produtivos. Dessa forma, o desempenho das proteinas quiméricas foi avaliado frente
a um painel sorolégico que compreendeu as possiveis DTUs circulantes de algumas
areas endémicas e emergentes do Brasil (Figura 51).

A primeira proteina quimeérica, PlatCruzi, foi produzida sinteticamente (Figura
18), com algumas modificacdes na estrutura da proteina nucleo, com a adicdo da
cauda de poli-histidina na regido C’- terminal e de alguns sitios de restricdo para a
adicdo dos epitopos de T. cruzi (Figura 18 e Figura 24). Os determinantes antigénicos
foram obtidos através de antigenos descritos na literatura e triados pelas metodologias
de SPOT-Synthesis Epitope Analysis (Figura 34), western blotting (Figura 33) e
andlises de bioinformatica. Foram detectadas menores intensidades de sinais com
ligacdo dos anticorpos da classe IgG em cinco epitopos (TcE - TcEp5, PEP-2, CRA —
TcEp8, TcD-1 e B 13), através do SPOT-Synthesis Epitope Analysis (Figura 34).
Apesar disso, PlatCruzi apresentou 100% de sensibilidade e especificidade nos testes
de ELISA com os de soros obtidos de alguns Estados das regides norte e nordeste do
Brasil.

Para a realizacdo do ensaio de western blotting, a proteina com 8 epitopos
(PlatCruzi A1 A10) foi previamente expressa em células de E. coli (Figura 29), seguida
de lise da membrana bacteriana por sonicacéo, solubilizacdo proteica em corpusculo
de inclusdo através de tampao contendo ureia 8M, pH 8,0 e purificada em coluna de
afinidade a niquel, ainda apresentando residuos de proteinas bacterianas nos eluatos
resultantes (Figura 28). Em seguida esse poliantigeno recombinante foi avaliado
frente ao pool de soros de pacientes com cardiopatia chagasica e leishmaniose. Além
disso foi usada a proteina nucleo (sem adicao dos epitopos) frente ao mesmo pool de
soros de DChc (Figura 29). Os resultados apontaram uma baixa reatividade para a
proteina recombinante frente ao pool de soros de leishmaniose. Essa reatividade
poderia ser por PlatCruzi A1A10 ou devido aos residuos de proteinas recombinantes
bacterianas ainda presentes apos a purificacéo por gel de afinidade a niquel, conforme
ilustrado na Figura 28. Posteriormente, foi demonstrado em outra analise de western

blotting com extrato proteico (Figura 35), a intensidade do sinal foi gerada pela
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detecc¢do de anticorpos humanos da classe 1gG contra os residuos de proteina de E.
coli.

Ja o resultado imunoenzimatico da proteina com 8 epitopos (PlatCruzi A1 A10)
frente aos soros de pacientes com cardiopatia chagasica, leishmaniose visceral,
dengue, febre amarela e amostras sem presenca de infec¢céo, provenientes do painel
sorologico do Laboratorio de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (CDTS/FIOCRUZ),
(Figura 30), apontaram reatividade ao IgG anti-T. cruzi em uma amostra soroldgica de
dengue que pode ter sido por conta da presenca de residuos da proteina bacteriana
na fracdo da proteina recombinante utilizada, ou o individuo dessa amostra pode
também estar com a infeccéo pelo Trypanosoma cruzi.

A proxima etapa foi aperfeicoar a estrutura de Rx-UCBP e foram realizadas
substituicbes de trés determinantes antigénicos, que tiveram baixa ou nenhuma
deteccao de IgG anti- T. cruzi: TcE (inserido na posi¢éo 2 de PlatCruzi); CRA (inserido
na posicao 5 de PlatCruzi) e TcD-1 (inserido na posicdo 7de PlatCruzi). Além disso,
foi feita alteracdo de posicionamento do epitopo TcE na plataforma, retirado da
posicéo 3 e incorporado na posicédo 10. Por conta da localizagéo referente a posicao
3 ser na parte interna da estrutura Barril-B, disposta em a-hélice (Figura 23, Figura
44), o que poderia estar dificultando a identificacdo deste epitopo pelos anticorpos do
isotipo IgG anti- T. cruzi. Essas alteracbes resultaram na criacdo de um novo
immunomimic identificado como PlatCruzi V2, que também contou com a adicéo de
linkers e mudanca da cauda de poli-histidina da regido C’ terminal para a N’ terminal
da proteina (Tabela 17 e Figura 44). Os novos epitopos adicionados a plataforma
foram o TSSA (Trypomastigote Small Surface Antigen), que € um epitopo comum as
DTUs Tcll, TcV e TcVI, e é reconhecido por soros de pacientes crénicos do Brasil,
Bolivia e Argentina (Di Noia et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2010; Bhattacharyya et
al., 2014; Cimino et al., 2011; De Marchi et al., 2011; Risso et al., 2011); o SAPA (Shed
Acute Phase Antigen) que é descrito como um antigeno de fase aguda (Affranchino
et al., 1989), e que foi relatado com alta eficiéncia de deteccao da infeccao por T. cruzi
em recem-nascidos (Volta et al., 2015), e em infec¢des cronicas (Vega et al., 2013); e
o peptideo 3973 da proteina TcCA-2, que é uma proteina de membrana do parasito,
reconhecido com alta sensibilidade (> 90%) e especificidade de 98% pelos soros de
DChc (Fernandez-Villegas et al., 2016).

O ensaio inicial de PlatCruzi V2 indicia seu melhor desempenho atraves da
deteccéo dos anticorpos IgG anti-T. cruzi humano frente aos soros de Barcelos (100%

das amostras analisadas). Nos estados de Maranhdo e Paraiba uma amostra nao
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apresentou positividade com relacdo aos valores de cutoff estabelecidos para as
outras duas quimeéricas (Figura 48). Pela baixa representatividade das amostras
sorologicas utilizadas na analise, ndo foram determinados os valores estatisticos da
curva ROC, cutoff, sensibilidade, especificidade desta proteina, sendo prematuro
qualquer conclusdo em relacédo a seu desempenho em frente ao painel de soros do
estudo, como também com relacdo a primeira verséo da proteina quimeérica.

Com relacdo as etapas de purificacdo de PlatCruzi por cromatografia de
afinidade, foram empregadas duas metodologias visando a obtencdo de fragbes
proteicas com melhor grau de pureza. No primeiro método, as frages proteicas foram
obtidas através da eluicdo do tampao B sem presenca de ureia e com 500 mM de
imidazol, para o seu completo desligamento da coluna. As fracbes 9, 10 e 11
apresentaram o tamanho de fragmento correspondente a PlatCruzi, mas ainda
contendo poucos residuos de proteinas de E. coli. Destaca-se a fracdo 11 com a
melhor pureza obtida entre os trés eluatos (Figura 36 A e B). JA na segunda
metodologia, a etapa de eluicdo consistiu em gradiente de concentracdo do tampéao B
(com 500 mM de imidazol e sem ureia) e os eluatos correspondentes as quimeras
tiveram concentracdes distintas de imidazol, variando de 250 até a 500 mM (50% a
100% de tampéo B). As fracBes adquiridas por este método de eluicdo por gradiente
tiveram melhor grau de pureza (Figura 40 A e B), quando comparados as obtidas pela
primeira forma de purificagdo. A fragdo escolhida para a utlizagdo nos ensaios
imunoenzimaticos (tubo 18) possuia a concentracdo de 350 mM de imidazol. PlatCruzi
A5 também foi purificada através deste segundo método de eluicdo, com o0 emprego
da fracdo proteica, em ELISA, com a mesma concentracdo de imidazol (350 mM) do
que o eluato de PlatCruzi e com alto grau de pureza (Figura 41 A e B).

Nos experimentos realizados de ELISA, com as duas fragbes de PlatCruzi
obtidas apés a purificacéo pelos dois métodos, nota-se um ligeiro aumento nos valores
de DO e de cutoff obtidos com o emprego da proteina purificada pela primeira
metodologia, que pode ser pertinente a reatividade apresentada contra proteinas
bacterianas ainda presentes na fracdo eluida e a alta de concentracéo de imidazol
(500 mM). Ja quando analisados o controle positivo (9817) e negativo (branco),
através do gréfico gerado pelo GraphPad Prism, nota-se uma diferenca entre os
valores de DO obtidos entre os “brancos” das reacdes, quando utilizadas as proteinas
quiméricas com o emprego de metodologias diferentes de purificagédo. PlatCruzi (A)
apresentou um valor de DO mais elevado do que as outras duas proteinas, sendo

possivel que algum tipo de contaminacdo no tampao de lavagem PBS-T, o uso de
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diferentes solugBes reveladoras de fosfatase alcalina, como também a alta
concentracdo de imidazol possam ter contribuido para esse resultado.

Foram realizadas duas avaliacbes de padronizacdo da titulacdo das amostras
sorologicas. A primeira analise foi realizada com algumas amostras sorolégicas de
DChc obtidas pelos LACENs (CE, PB, SE) contra a PlatCruzi (Figura 38). Ja a
segunda analise, contou com alguns soros de DChc dos LACENSs (CE, MA, PB, SE)
e de Barcelos, como também de Leishmania spp. (leishmaniose visceral - LACENSs e
leishmaniose tegumentar americana - Barcelos) contra as quimeras PlatCruzi (Figura
47 A), PlatCruzi A5 (Figura 47 B), PlatCruzi V2 (Figura 47 C) e a combinac¢éo dos dois
poliantigenos recombinantes PlatCruzi & PlatCruzi V2 (Figura 47 D). As titulacbes
avaliadas no segundo experimento (Figura 47) foram baseadas nas diluicdes
normalmente usadas em kits de diagnéstico de ELISA.

No que se refere a padronizagédo da titulacdo a ser empregada nos ensaios
imunoenziméaticos, o primeiro ensaio demonstrou que com o0s soros utilizados, as
melhores titulaces para a deteccdo de IgG anti- T. cruzi foram : 1:50, 1:100 e 1:250,
como entre as titutagbes 1:100 e 1:250 ndo houve diferengas significativas, foi
escolhida a titulacdo 1:250 para a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos desta
investigacao (Figura 38). Contudo, comparando com o segundo experimento observa-
se que as melhores titulacdes foram 1:50 e 1:100, principalmente nos soros que
apresentaram menor reatividade (Figura 47).

Na Figura 47 também pbdde-se notar que uma amostra sorologica de
leishmaniose visceral do Maranhao, foi reativa para IgG anti-T. cruzi, nas titulacbes
1:20 e 1:50, perante as proteinas quiméricas. Este fato corrobora com a positividade
também encontrada nos dois ensaios confirmatorios (IFI e ELISA), onde a titulacdo
preconizada pelo kit de ELISA (Chagatest ELISA Rec. v. 3.0) foi de 1:50.

Em contrapartida, quando analisados os soros de leishmaniose nas diferentes
titulacdes, destaca-se a reatividade apresentada para IgG anti- T. cruzi em um soro
do Maranhé&o (9L-MA) contra todas as proteinas quiméricas, nas titulagdes 1:20 e 1:50
(Figura 47 A-D). Foram encontradas positividades em alguns soros controles (4 de
leishmaniose e 1 de dengue) quando retestados com o Chagatest ELISA Rec. v. 3.0
(Tabela 16 e Tabela 20), que pode indicar uma provavel reatividade cruzada
apresentada quando usadas essas duas titula¢des (1:20 e 1:50).

Ainda quando observado o resultado de reatividade encontrada no soro 9L-MA
para os anticorpos de T. cruzi, percebe-se que perante a PlatCruzi V2 (Figura47 C) e

a combinacgéo PlatCruzi & PlatCruzi V2 (Figura 47 D) uma dimininuicdo nos valores
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de DO nas duas titulagdes em questdo (1:20 e 1:50). O que indica como promissora
a combinacdo das duas plataformas (PlatCruzi & PlatCruzi V2) para a reducdo de
resultados falso-positivos (Figura 47D).

O desempenho de PlatCruzi (eluatos das duas purificagdes por cromatografia
de afinidade) e de PlatCruzi A5 perante aos dois pools de soros liofilizados da OMS
foram satisfatérios em todas as diluicdes, apresentando reatividade para IgG anti-T.
cruzi contra os poliantigenos recombinantes (Figura 50). Comparando os indices de
reatividade (IR) entre as proteinas quiméricas e alguns kits de diagndéstico
comercializados, também utilizando os Padrbes Internacionais de Referéncias
Biologicas, pode-se notar que nas diluicdes de 32x e 64x, a reatividade apresentada
nestes testes foi majoritariamente negativa. Ja contra as duas proteinas quiméricas
do estudo, foram detectadas IgG anti-T. cruzi nas duas diluicdes (Tabela 19).
Apontando os dois poliantigenos recombinantes como potenciais alvos para 0s
ensaios sorolégicos nas areas endémicas oriundas dos dois pools, IS 09/188
(México), IS 09/186 (Chile e Brasil).

Existem outros estudos em andamento com o objetivo de obter ponteciais alvos
proteicos e criar testes de diagndstico sorolégicos para DChc com 100% de
sensibilidade e especificidade. Uma pesquisa com quatro novas proteinas quiméricas,
também baseados em epitopos de antigenos de T. cruzi, j& descritos na literatura,
teve um bom desempenho em ensaios de ELISA. Esse grupo notou que duas
proteinas se destacaram com relacdo ao desempenho nos testes soroldgicos de
Chagas, com sensibilidade de 99,3% e 97,9%, e especificidade de 100% e 99,9%. As
4 proteinas quiméricas foram analisadas frente a um painel de soros de DChc de
alguns Estados brasileiros: Bahia, Minas Gerais, Goias, Pernambuco e Parand, além
de amostras de outros paises: EUA, México, Nicaragua, Guatemala, Honduras,
Argentina (Santos et al.,, 2016; Santos et al., 2017). Os resultados obtidos se
mostraram promissores para essa populacédo do estudo, porém torna-se necessario
avaliar essas proteinas frente as amostras soroldgicas de areas que apresentam baixa
deteccao de IgG anti-T. cruzi e de amostras com padréo internacional de controle de
qualidade, como os Padrdes Internacionais de Referéncias Bioldgicas da OMS.

Um outro estudo usou outro tipo de biomarcador em ensaios imunoenzimaticos,
combinacdo de multiepitopos, com 7 peptideos altamente conservados entre as
diferentes cepas de T. cruzi. A selecdo dos peptideos, foi através da técnica de
microarranjos de peptideos (Carmona et al., 2015), onde foram obtidos 30 peptideos,

que passaram por validagédo soroldgica, e resultou em 7 peptideos utilizados para a
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formacao do biomarcador. Foi testado em um painel de soros de pacientes com DChc,
pessoas saudaveis e poucos soros de pacientes com leishmaniose tegumentar
americana. A sensibilidade obtida foi de 96,34% e a especificidade foi de 99,15%
(Mucci et al., 2017). Os 7 peptideos foram: (1) proteina de superficie de tripomastigota
(B13, Ag2, CA-2, PEP2); (2) familia das trans-sialidades (TcD/Agl13); (3) proteina
hipotética (proteina antigénica n 96); (4) proteina hipotética (conservada); (5) familia
da mucina; (6) familia das trans-sialidades; (7) Ribo 19 (Mucci et al., 2017). Vale
ressaltar, que trés desses peptideos também foram utilizados em parte nas duas
plataformas (PlatCruzi e PlatCruzi V2), o que corrobora com o alto desempenho obtido
na analise individual desses epitopos no SPOT-Synthesis Epitope Analysis (Figura
34) e nos ensaios de ELISA, inseridos nas duas plataformas (Figura 48).

Dentre as proteinas quiméricas analisadas nesta investigagdo (Figura 42,
Figura 43, Figura 46, Figura 47 e Tabela 18), PlatCruzi se mostrou a mais promissora
com 100% de especificidade e sensibilidade (Figura 42, Tabela 18), diante a uma
populacdo sorologica das regides norte e nordeste do pais, abrangendo uma
diversidade sorolégica, com altas e baixas reatividades para 1gG anti-T. cruzi, com
distintas DTUs circulantes.

Esta investigacdo proporcionou uma inovacao tecnoldgica, através da criacao
de uma plataforma multiepitopos (Figura 17, Figura 18), usando a proteina ntcleo com
pequenas adaptacOes para as inser¢cdes dos determinantes antigénicos de T. cruzi
(Figura 18, Figura 21), que ocasionou em duas versdes da plataforma (PlatCruzi e
PlatCruzi V2), cada uma com suas particularidades quanto ao seus cernes estruturais
e aos epitopos presentes (Tabela 7, Figura 22, Figura 23, Tabela 16, Figura 44).
Apesar dos ensaios de western blotting (Figura 33) e SPOT-Synthesis Epitope
Analysis (Figura 34) indicarem baixo reconhecimento pelos anticorpos IgG anti-T.
cruzi de trés epitopos lineares inseridos em PlatCruzi, essa proteina quimérica
apresentou alta performance nos ensaios imunoenzimaticos perante ao painel
sorologico do estudo (100% de sensibilidade e especificidade). Com o grande
diferencial, com relacdo aos outros testes de diagndstico sorélogicos comercializados,
0 alto desempenho alcangado com o emprego de uma Unica proteina multiepitopo, o
que a torna uma ferramenta promissora para os testes sorologicos da doencga de
Chagas cronica.

Os principais resultados obtidos foram:

1. Criacdo de uma plataforma multiepitopos.

2. Obtencédo de epitopos lineares especificos de T. cruzi.
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3. Trés potenciais alvos de diagnéstico: PlatCruzi, PlatCruzi A5 e PlatCruzi V2.
4. Possibilidade de combinar as duas versoes de PlatCruzi.

5. PlatCruzi com 100% de sensibilidade e especificidade.

Os principais desdobramentos da tese séo:

1. Obtencédo do numero do registro de patente.

2. Avaliar PlatCruzi V2 perante todo painel soroldgico.

3. Padronizacao da purificacdo proteica.

4. Novas andlises bioquimicas das proteinas, com intuito de obter mais

resultados de caracterizagao.

o

Avaliar os custos de producéo.

6. Prototipo de teste rapido.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesse estudo apontam para:

1.

PlatCruzi e PlatCruzi A5 apresentaram alta reatividade nas diferentes
titulacdes dos dois pools sorolégicos, 1S 09/188 e IS 09/186, dos Padrdes
Internacionais de Referéncias Bioldgicas (OMS).

Os indices de reatividade frente as diluicdes de 32x e 64x dos Padrbes de
Referéncias Biologicas, destacaram PlatCruzi e PlatCruzi A5 com melhor
desempenho do que os testes soroldgicos avaliados pela OMS.

Um excelente desempenho de PlatCruzi em teste de ELISA, em frente aos
diferentes soros dos estados do Amazonas (Barcelos), Ceara, Sergipe,
Maranhdo, Paraiba, abrangendo alguns dos estados das regifes norte e
nordeste, que sao de maiores endemicidades do pais.

A proteina nucleo (Rx — UBCP) € uma plataforma receptora de epitopos
eficiente para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi no diagnéstico de
DChc.

Este estudo gerou uma proteina quimérica, PlatCruzi, que tem potencial
para ser produzido em um teste soroldgico para a fase crénica da doenca
de Chagas no Brasil, com alta sensibilidade e especifidade e com alta

eficacia na deteccdo da infeccdo por T. cruzi.
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7/ PERSPECTIVAS

1. Analisar o desempenho de PlatCruzi V2 e a combinagdo das duas
plataformas (PlatCruzi & PlatCruzi V2) frente a todos o0s soros do estudo em
ELISA.

2. Obtencdo de proteinas recombinantes solUveis visando a producao
industrial.

3. Aperfeigoar o protocolo de purificag&o proteica.

4. Avaliar as estruturas proteicas ap0s o renovelamento, quanto ao nimero de
cadeias, ligacdes (monoméricas, diméricas ou oligoméricas).

5. Avaliar a estabilidade das proteinas quiméricas.

6. Ampliar a diversidade e a quantidade de amostras sorolégicas para as
demais regides brasileiras com promissoras parcerias com o INI e bancos
de sangue do Rio de Janeiro e Sao Paulo.

7. Estudo multicéntrico avaliando o desempenho das proteinas perante aos
soros de varios institutos internacionais.

8. Criacdo de protétipos de testes imunocromatograficos a serem avaliados
nos municipios em torno do Rio Negro do estado do Amazonas.

9. Testar PlatCruzi e PlatCruzi V2 como ferramentas de diagnéstico em
sistema de biossensores.

10.Elaboracédo da Plataforma Cruzi para a fase aguda da doenca de Chagas.

11.Continuar as avaliacfes da estrutura de Rx-UCBP, no intuito de aperfeicoar
a plataforma e analisar a estabilidade das proteinas quiméricas.

12.Avaliar as proteinas quiméricas: PlatCruzi, PlatCruzi A5, PlatCruzi V2 e a
combinagao de PlatCruzi e PlatCruzi V2, como potenciais immunomimics a
serem utilizadas em testes sorolégicos convencionais e em testes rapidos
de diagndstico para DChc.

13.Avaliar quanto ao potencial uso de PlatCruzi para triagem sorologica,
através de amostras provenientes de bancos de sangue, bolsas de sangue

gue foram descartadas por serem casos suspeitos da infec¢éo por T. cruzi.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - - ¢~ plataforma
FIOCRUZ/IOC ‘~:29rorl |

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 777

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de um novo biomarcador multivalente de T. cruzi para utilizag4o em
testes répidos serol6gicos

Pesquisador: David William Provance Jr,

Area Temética:

Versédo: 3

CAAE: 52892216.8.0000.5248

Instituicdo Proponente: Fundagdo Oswaldo Cruz

Patrocinador Principal: Instituto Oswaldo Cruz-RJ
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.896.362

Apresentacéo do Projeto:

O projeto visa o desenvolvimento de um teste répido para detecgdo do parasito Trypanosoma cruzi
causador da Doenga de Chagas (DCh) que esta entre as doengas, transmissiveis tropicais, mais
predominantes na América Latina, a ser utilizado em campo, de alta sensibilidade/ especificidade e facil
execugéo, que possibilite a cobertura de diagnéstico a uma maior parcela da populagdo exposta ao risco de
contrair a infecgdo que apresenta uma patogenia bastante complexa, sendo caracterizada por duas fases: a
fase aguda e a fase crénica. Assim este projeto foi concebido no intuito de reduzir a sequéncia de
codificagdo dos antigenos recombinantes, pararegides que serdo apenas reconhecidas pelos anticorpos dos
pacientes portadores da enfermidade de Chagas, permitindo que mais epitopos possam ser representados
em uma proteina recombinante. Com isto, se espera que o desenvolvimento do teste permita maior
visibilidade do agravo, com o demonstrativo dos casos positivos, que fortalecera a necessidade de um
programa eficiente no controle da doenga nas

diferentes regides e, consequentemente, diminuigdo do impacto social da doenga de Chagas.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Principal:
Demonstrar a capacidade de PlatCruzi, que é uma proteina quimérica multi-valente que mimetiza

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expans&o) ‘

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO Ly
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mall: _cepfiocruz@iocfiocruz.br e
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9.2 ANEXO B - MODELO DE TCLE (BARCELOS - AM)

Iy
TU 1! Ministéria da Saide
E | Fundagio Oswalda Cruz
{ ! Institute Dswalda Cruz —
Laboratario de Doengas Parasitarias
Tel. [021) 25621278, Telefax: [021]2280-3740

TERMO DE OONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD [TCLE]
GEMETICA D& MALARIA, DOENCA DE CHAGAS E LEISHMAMNIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA NO MEDIO RIO NEGRO

Estamos convidando-o a participar de um estudo sobre a genetica da malaria, doenca
de Chagas e leishmanicse tegumentar americana no medio ric Megro. & Fundagao Oswaldo
Cruz (Fiooruz) esta realizando uma pesquisa em Barcelos para avaliar 52 ha pessoas
resistentes a ou QuE 530 Mais susceptiveis 3 estas doengzs & como isso pode impactar no
controle das mesmas nesse municipio. O estudo & coordenado pelo Professor Jose Rodrigues
Coura do Instituvbe Oswzldo Cruz/Ficouz, no Rio de laneiro. Esperamos poder inclwir
aproximadamente Z00 pesspas neste estudo.

A sua partidpagap nests pesguisa & voluntaria. S5e woce aceitar participar ou permitir
gue seq fitho (menor de 18 anos) facs parte desta pesquisa, vamos The fazer algumas
perguntas, um exame clinico & depois vamos coletsr uma pequens amostra de sangue para
estudar 05 organismos gue causam & malara, doenga de Chagas e leishmaniose tegumentar
americana. Yoce ou seu filhe podem decidir participar ou nao do estudo e podem sair dele
em quzlquer momento sern que haja nenhum problema para voce ou seu filho em relagao
aos servigos medicos prestados pelo sistema de saude de Barcelos. 5 tiver uma das doengas
& nao quiser partidpar do estudo, de qualquer forma sera medicdo s2guindo o tratamento
oficial do Ministerio da Saidde. Yoce nao recebera nenhum pagamento por partidpar desta
pesguisa = tambem os procedimentos resfizados nao terap nenhum custo pars voce.
Barcelos & uma cidade muito pequena & nao ha meios de transporte massivo. Por esse
motive nas ha necessidade de nenhum tipo de ressardmento sconomico pars que os
partidpantes de pesquisa se desloquem até o hospitsl De outro lsdo, = maior parte de
pesguisa sera baseada na busca stiva nos proprios domicilios dos participantes.

Yocoe ou seu filho podem sentir uma pequena dor no momento de coletar o exame
ce sangue = 35 wezes pode ficar um powoo rouo no bocal da coletz. Os pesquisadores
cuidardao para que nao existam problemas maiores nestes coos. Se for encontrada alguma
doenga durante a entresista, os pesquisadores o encminharss ste o hospital onde sera
feito o diagnastico = dados os medicamentos especificos. As vezes o medicamentos
especificos podem causar alguns problemas como mal-estar no estdmago, vomito, disrreia,
coceira ou manchas na pele; esses problemas, guando scontecem, sao geralmente leves &
PaESSEM SeM precisar tomar mais medicamentos. 52 o problema continuar ou piorar e
precisoc que retorme imediatamente 30 posto de saude ou hospital onde sers examinado &

o 0 - L) . -
recebera as orisntagoes necessmrizs. Esperamos que voce ow sed fitho nao tenham nenhom
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tipo de mal-estar como consaguencia da sua participacdo no estudo; se tiver alguma
consequeEnda negstiva, sers dads toda 2 assisténciz necessaria no servigo de saude ste gue
figue bemn. N3o esta previsto nenhum tipo de indenizacdo por participar da pesquisa.

Oz benefidos que vooe ou seu filho podem ter dests pesguiss termn a ver com receber
tratamento sob supervisao de um pesguissdor & s vors ou sed filho continuarem doentes
com malaria, doenca de Chagas, leishmaniose tegumentar americana ou se outra doenga
aparecer, saberemos rapidamente & isto podera ser importante para a sua saude. Tambem
vamas saber s= 3 populagao de Barcelos tem alguma susceptibilidade sumentsds pars ter ou
pars resistir @ uma dessas dosnicas.

Qualquer informagan sohre voce ou seu filho sera mantida em segredo shsoluto por
parte dos pesquisafores; nem seu nome ou o oe seu filho serip wssdos em relatorios
publimdos; #m wez disso serio wssdos codizos para ninguem conhecer s pessoas que
fzeram parte da pesguisa. Todes os seus dados ou os dados do seuw filho & tambem o
material coletado serao utilizados pars esta pesquisa & uma parte do material sera
armazenzdo, para se far necest=rio, utilizsrmos &sm =studos futuros.

Este termo de consentimento esta redigido em duas viss de igual teor; uma delas
ficars com voc2 ou seu representante lezzl & 5 outra s2ra guardada pelos pesguissdores. Sa
gecidir participar do estudo, voce ou seu representante lezal & o pesquisador deverao dar
wm visto em todas as paginas deste documento & sssinarem = oltima pagina.

Cualquer divida gue voce tenha em qualquer etapa do estude pode lizar a cobrar 2
entrar em contzto com o Dra. Martha Cecilia Suarez-Mutis - tel (21) 2562-1278/(21)95652-
5370, 3 Dra. Simone d= Siva Santos- tel [21) 2562-1396, 3 Drz. ngela Jungueira —Tel (21]
25621497 ou o professor Jose Rodrigues Coura Tel [21) 25621229,

Qualquer informacio que voce ou seu filho deseje saber, pode ser perguntada sos
pesguisadores do estudo, tanto durante 3 pesguiss quanto em momentos futuros. Se voce
tiver tambem slzuma considers¢ao ou divida sobre a &tica da pesquisa, entre em contato
com o Comite de Etica em Pesquisa com seres humanos [CEP) da Fundacio Oswaldo
CruzfInstituto Oswaldo Cruz, Avenida Brasil 4.036 sala 705 (Expansao) Manguinhas, Rio de
Jan=iro-Rl - CEP: 21.040-360Tel: (21) 3882-9011 de segunda a sexta-feira, das B as 15
horas, e-mail: cepfiooruzi@ioc fiooruz.br.

Cons=ntimento

Acredito ter sido bem informado sobre o estudo acima citado gue li ou que foram lidos para
mim. Eu dizouti com os pesquissdores sobre & minha decisSo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais s3o os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos & riscos, as  gerantizs de  confidendalidade = de
esclarecimentos parmanentes. Ficou claro tambem gue minha participagae nao vai me gerar
despesas & que tenho garsntia de acesso a tratamento hospitslar guando necessario.
Concorda wolurtzriamente &m  participar deste e=studo = poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem gualquer prejuzo & sem a3 perda de atendimento

resta Instituigso ou de gualguer benefido que =u possa ter sdquirido. Alem disso, estou
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Ciente de gue eu ou meu representante legsl & o5 pesquisadores responsaveis por esta
pesguisa deveremos dar um visto em todas as folhas desse Termo de Consentimento Livre =
Esclarecido — TCLE.

Comop esta previsto que parte do material biologico sera armazenado pars s= for
necessario ser utilizado em estudos futuros, eu manifeso expressamente que:

1. ) M50 concordo emgue parte do material biologico coletado s=jz armazenado
par= ser utilizado em estudos futuros;

2. [ ) Concordo plenaments em que parte do materizl biclogico coletsdo seja
armazen=zdo para ser utilizado em estudos futuros.

Messe caso, manifesto que:

2.1.| |4 cads nowva pesquisa ha necessidade de solicitsr um nowve consentimento
de minha parte pars utilizar este material biologico;

2.2| ) Dispenso @ necessidade de solidtar nowo consentimento em caso de uso

geste materiz] biolosico para outrs pesquisa.

Kome Assinatura
Mome testemunha {digital ou menor idade] fisginatura
Mome do pesquisador fiscinatura
Crata:
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9.3 ANEXO C - PROTOCOLO DOS PADROES INTERNACIONAIS DE
REFERENCIAS BIOLOGICAS DA OMS

WHO/BS1011.2151

Page =2

MATERIALS:
Contents:
- sample pack 1: cootaiming B coded samples (AL B, C, 0, E, F, G*, H).
- sapple pack 2 cootaiming B coded samples (AL B, C, 00, E, F, G*, H).
*= Sampls (7 Is oot present i new packs assemblad for the 2°° shipment
The preparations for this stody are coded as A-H and represent sero-positive and sero-
nezatve samples. All samples bhave tested oegative for aoobodies to HIWV1, HIV2 apd
Hepatids C and do mot cootain Hepatits B soface anfgen. The Instrocdons for Tse (IELT),
which accompany the samples, confain a risk assessment and an instruction for opening the
vial Mots that each participant will receive at least 2 vials of each preparation

Each sample should be tested indepepdsptly in differemt days. The fesze-dried (FIV)
preparation will appear as an of-white cake, which affer reconsdnrion with distlled water
may appear as a yellowish fluid Vials A, C and E contain 0.5 ml of FD serum and vials B,
I, F, &G and H comtain 1.0 m! of FD senmm. PLEASE D NOT test cample G - this sample
was exhamsted and i= mot incloded in sample packs that are sent ont a5 a pant of the
spcond roond im Febrmary 2010, Hence thi= sample will notf e inclnded i the data
analvss of the stmdy.

TESTS AND METHODOLOGY

The ELAs will be the primary tests for the calibration of the candidate standard:. In addition,
it will be asaful to gather data from ather assavs, in particalar THA and IFA. The Inmnohlot
and TESA assayv:s will provide ao in-dspth characterization of the samples. All ETAs, TFAs
and THAs should b= Ecensed for use and preferably commercially available.

RECONSTITUTION AND TESTING OF SAMPLES

The samples shald be reconstinated efther in 0.5 ml ec in 1.0 ml sterdle dizstillad water as
stated in the msmactons for wse (IFU) for each sample. Fecopstrared samples should be
stored at 2-3 °C uofil further nse. Please note that once a sample is reconsttbated, all tests on
that sample should be cammed out within 7 days. An approprate buffer should be osed to
prepare dilofons of all materials to give test selutions of the comect anthody concentration
rangze for the assay analytical semsitivify. For all sapaples, we request that testine is carrisd
out in the following way according tothe genstal principls of the test used:

1 The ETA:: will produce a oumerical walue such as an absarbance (OD) and cot-off aor a
fluorescence value (5/C0). Tha dose-response curve should range fom the high OD (in
caze of positive sampla:c) to the background'megative 0D in the most diloted zample.
The neat {reconstinmed sample) and at least sbs saquential dibtions Ik, 2% Bx 16w 32
and ¢4z should b= tested oo af least I different days. Two fresh sets of diluifens fTom the
same sampla {2.g. A) should be made en each of the two days so that four data points
should be generated for each sample and respective sequential difutions (four points for
each sampls from each pack thonld be abfaimed).
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Example: EIAs Aszay

a) Peconstiots the ampoals with 0.5 ar 1.0 ml of sterile distilled water as stazd in the
instractions for use.

by Add 50 plef azsay sample diloent mto each dilodon nibe.

£} Add 50l of sapple to the first nibe, mix, then transfar 50 pl Tom the first abe ta
the second tob=, mix and repeat the same procedurs with the six tubes. The Szure
below shows an exampls for develppment of dilutions.

S0ul sidul 50 ¥ 3Gl 30
B = = L =
x x x x x x
12 14 15 I'lE 1132 154

et {005 or 100 mi resesdilelel] rolenal, non diulad)

d) COmre sample dilutions are prepared, assay each one as if it were 3 patient of donar
speciman. Marmifaohorer™s procedures should be followed to perform the assay.

g} All doplicates of the sample dilutions (Tom Neat to 10647 should be oo the ame
platz. This will avedd plate to plate varaton. An exampls of the locadon of the
duplicates is given m appendix la'lb. Tests shonld be performed followine the
msual procedores i their laboratories. Informatdon on the disimbabion of samples
in the plates should be provided with the resalts.

2. Timaton Methods (THA and [FA): mamifacharer’s procedores should be followed to
perform the assay. Each sample should be tzsted four times on at least two separate days
(2 assayvs in day 1 and two assays oo day 2), with a total of four points for each sample
from each pack. Please report all 4 endpoint titres for each sample i the fables provided
il annew

A Immpapoblot of TESA: pleazs submit data as posifive ar negative and if possible give
fumther jostfcation of the resalt by interpretation of essemtial criteria (ie. idenfified
aofizens, strengih of the reaction etc.)

RESULTS

Each pardcipamt 85 asked w0 submit all results to Sjoerd  Rijpkenaa
(Sjcerd Ripkemamibsc hpaorz okl on data cheets by e-mail as atachment Addidocal
copies of data shests (s== below) sbould be made as reguired. Any additfooal rmw data
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Page =4

should alse be submiteed and given on separate pages, raw ELA data should contain a plate
Iyyout and a printeat of ODs. In additen a complete description of the test and test
procedures should be s=nt afier completion of tests. Thiz enables all data to b= analysed m a
consistent and uniform mannar

The aszay descoprion should mclude relsvant parameters such as; test format, antizen
tuffers, positive aod pegative congels, plate lyyout, detaills of dilwions, composition of
sample dihient, incuhadon teraperatares, and B applicabls marmfactrer’s code of the fest.

The completed form and the additienal information should be e-mailed as attachmaent
{preferred eption) or faxed once testing is completed or witimarsly befors April 237 2010 to
Dr 5 Fijpkema

Pleaze submit ryw EIA data Transformed dama (eg OD/CO mfio) may be submitted in
addirion to the raw dara.

EEPORT

A prelimipary report will be circulated among the participants for commenis. If is understoed
that all data of the collabomtive shady will remain coofidential and that these capmot be
disseminated. circulated or published in any form withoof the prior agreement of the co-
authors apd WIBSC. The final report will be submined to the WHO Expernt Committes o0
Biological Standardization for #s evaloadon and adoption of the candidate materials as
WHO Infemational Standards, if sp approved.

COORDINATING GROTF
Dt Ara Padills Professor Alejandro Logquett
Eleod Products and melated Biologicals Chiuf, Laboratery for Ressarch on Chagas
Croaliny and Eafuty of Medicinas Ddseaua
Wirld heatth Crzamizaticn Hospital dax Clinicas,
Tal: +41 22 791 3802 Unfversidada Fedaral de Grodas, Godands
E-mmadl: padillaajmhw he.int Brasil
Dr Marcia Oam
Jafa Dupte. Cootrol de Calidad - Dt &josrd Rijpikema
Egmologia Principal Scientbist
Fundacdo Pro-5angoe Division of Bacterialogy
Hemooantro de 53o Panlo Mationz] InsHtute for Biological Etendands
530 Pazlo, Bril and Contrel (RIBSC)
Blanche Lane, Soxth Mirms
Potters Bar ENG IQG
Dir baria da] Carmsn (erman United Kinpdeny
Fefa dal Dwepartarwnio de Pamasitologia Tal +442 1707 641 430
Institehe 3 Dizgnostico ¥ Refaruncia E-pail Sjoard Rifpkema@mibichoa ors.uk
Epidemiolégicos, Secretaria da Salud
Mexico D.F., México
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9.4 ANEXO D - PARECER TECNICO DE OGM

MIDNISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA, INOVACOES E COMUNICACOES
PARECER TECNICO N* 553472017

Processo n® 01200 708041201620

Reguerente: Insdmin Oswaldo Cmz.

CQEBE: 105/99

Endereco: Instimto Oswalde Cmz. Av. Brasil, 4365 — Pav. Gomes de Fanas — 5ala 114, Mangninhos. Bio
de Jameira, BT — CEP 21045000, Tel. 21-2588-4440 — Fax: 21-2560-TE64.

Assunto: Solicitacio de parecer para extensdo de CQB para dreas com nivel de biossepuranca NE1 para
exerncdo de advidades de pesquiza com crganizmo geneticamente modificade da classe de nsco 1.
Extrato Prévio: 5411/2016, publicado no DOU em 17 de marco de 2017.

Reunido: 204* Rewnido Ordinaria da CTNEio, realizada em 03 de agosto de 2017.

Deerizao: DEFERTING

A CTNEio, apos apreciacio do pedido de parecer para extensio de CQE para areas com nivel de
bicezegnranga MB1 para exeracio de advidades de pesquisa com orzanizmo penedcaments modificado da
classe de rizco 1, concluin pelo deferimento, nos termos deste Parecer Tecnico. Mo uso das atribuizdes
conferidas pelo art. 12 da Portaria MOT n° 1460 2006 & tendo em vista o5 ardeos 38 e 41 desta mesma
portaria e a Wota Tecndca 7772016, foi concedida a confidencialidade solicitada para o projeto de pesquisa
dao processo SEI n® 01200 708021/2016-20.

Mo ambito das competéncias dispostas na Lei 11.105/035 e sen decreto 539 1/05, a Comissio concluin que
0 presente pedido atends a5 normas da CTNEID e 3 legislacio pertingnte que visam garandr a
biossepuranca do meio ambiente, apriculmra, sande umana e animal

PARECER TECNICO

Resumn: O prezidente da Comiss3o Intemna de Biossepmwranga do Insdmto Oswaldo Coaz, D, Ricardo
Cumha Machado, solicita 3 CTWEio parecer técnico para extensio de Certificado de Qualidade em
Bicssezuranca para areas com ravel de biosseguranca NE1 para execucio de projeto de pesquisa em
regime de contencdo com OIEamismo penetcamente modificado da classe de rsco 1. A area a ser
credenciada & denominada sala 10 A do Laboracorio Interdisciplinar de Pesquisas Medicas - LIPMED,
localizado no Pavilhao Cardoss Fontes do Institnte Oswalde Cnor (Fioeme-ET). O projete a se1 executado
denomina-se: “5istema para expressan oiimirada de biomarcaderes® . s organizmos a serem mandpnlados
sao linhagens de Eschenichia coll comtendo genes de Typanozoma ol da classe de risco 1.0
responsavel pela unidade operativa seta o Dr. David William Provance e este declara que as condictes
descritas no processo 530 apropriadas 3 realizacio dos projetos propostos.

Fundamentacio tecnica: A presende solicitacio de mudanca de local de extens3o do Certificado de
qualidade em Biossezuranca (CQB) para a sala 10 A do Laboratario Interdisciplinar de Pesquisa Meédicas
(LIPMED) para execucds do projeio "Sisiema para eXpressao obmizada de biomarcadores™, sob a
reponsabilidade do Dr. David William Provance. O referido projeto sera desenvolvido nas salas 10 Ae 10
B do LIPMED, entretanto es5a solicitacio & para o credenciamento da sala 10 A soments, pais a sala 10 B
ja foi credenciada pela CTNEio com nivel de biossepuranga NB2, atraves dos pareceres 4265/2014
4334/2014. A sala 10 A é desiznada como Sala de Cultivos de Eactéias e esta localizada no Pavilhdo
Cardoso Fontes, medindo aproximadamente 3 X6 m- .
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Drescricao do OGM:

Serao utilizadas cepas comerciais da bacteria E. coli (Classe de Risco 1), coms organismo receptor, & 7.
crzi (Classe de Fizoo X} como orpanizmo dozdor, entendemos que o mesmo s classifica como de Classe
de Risco 1 devido as pequenas —sequencias (origmadas sntedeamenta) expressas (codificandn epitopos)
desfe parasita nao apresentarem toxicidade ou patozenicidade

Equipamentos protecio coletiva (EPC) existentes no laboratorio: Cabine de sepuranca bicldzica e
lava-olhos, (denmo); chirveiro de emerzéncia no comedor (10m da sala).

Equipamentos de protecio individual (EPT) existentes no laboratorio: Jalecos (descartavel), luvas,
£OITO, MASCATAS.

Procedimento de impeza, desinfeccdo, descontaminacio e descarte dos materiaisiresiducs gerados
oo laboratorio:

-Descarte de perfurocortante @ feito em recipients proprio de paredss ripidas, que serd antoclavado no
laboratorio e recolhidos pela Coleta de Limo Especial {confratada pela Fiocruz).

- Todos os marteriais contaminados 30 antoclavados (120°C/30minutos) no Laboratorio e recolhidos pela
Coleta de Lizo Especial {conratada pela Fincmaz).

Equipe de pesquisa:

Pesqmisador principal: Dr. David William Provance J1. Possol dootorado em MNearosciencs -
UNIVERSITY OF TEXAS SOUTHWESTERN MEDICAL CENTER. (1998). Tem experiencia na area de
Morfologia, com enfase em biclogia celular, atuando principalments no segninte tema- newrologia
minlerular & 3050 de motores maleculares.

Pesguisadora: Andressa da Matta Durans. Douteranda da Pos-eraduacio de Medicing Tropical pelo I0C
(2014} & Mestre em Biociencias pela UERT (2013). Pessnl Aperfeiccamento em Tremamento em Pesquisa
pelo Instituto Nariomal de Cancer I:.'-.‘I:I-IIIT,I e Graduacio em Ciencizs Biologicas pela Undversidade Santa
Ursala (2005). Tem experiencia na area de Genstica, com enfase em Genetica molecular, amando
prncipalmente nos sepmntes emas: HBY, hepatocarcingma, filozenia, flopeoerafia, Tripanosoma orud,
diaznostico da doenca de Chazas, andeenos recombinantas.

Pesgmizadora: Dira. Flavia Coelho Garela dos Feis. Possul praduscao Farmacia pela Faculdads de
Farmacia da UFRJ (1995), mestrado em Ciencizs Bioloeicas (Bicfizica) pelo Instituto de Biofizica Carlos
Chagas Filho com parte da tese desenvolvida na Universits Frangeis Fabelais {Tours, Franca) (1999). Sen
Dontorado em Ciencias Biologicas (Biofisica) foi desenvolvido no Instimto de Biofzica Carlos Chazas
Filho, na Univerzidade Federal do Rio de Janeito, com conclhizao 2005, Fol pesquisadora associada da
Universidads Federal do Fio de Janeire, contratada pelo cenmo Wellcome Trust de apolo a pesquiza e
atnalments & pos-doutoranda do programa PNPD. Tem experigncia nas areas de Biofizica, Bioquimica,
Enmimplozia e Biclozia Molecular de parasitas.

Pela analize dos cumiculos dos envolvidos no projeto de pesquisa, concluimos que esta equips & capaz de
£ETIT com sepuranca as atvidades propostas no projeto de pesgquisa. Essa Proposta atende ans requisitos
lezais preconizades pelas Resolucbes Nomoanvas da CTNEio.

Arendidas as recomendacdes e as medidas de bicsseguranca contidas no processo, essa advidade nao e
potencialmente cansadora de siznificativa dezradacdo do meio ambiente ou prejudicial a saude humana.

DE. EDTVATLDD DOMINGUES VELDSI
Prezsidente da CTNEio
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