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INSTITUICAO: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

O diagnostico da doenca de Chagas crénica (DCC) baseia-se em metodologias que usam em sua fase solida
antigenos brutos, semipurificados ou recombinantes, podendo resultar em baixa sensibilidade ou reacédo
cruzada. Uma forma para resolver este problema é o uso de quimeras formadas por epitopos conservados e
repetitivos de diferentes estruturas parasitarias em uma Unica molécula. O nosso objetivo foi caracterizar e
avaliar o uso de quimeras em imunoensaios para o diagnostico da DCC. As quimeras, IBMP-1, IBMP-2, IBMP-
3 e IBMP-4 foram clonadas em vetores pET28a, expressos em E. coli, purificados por meio de cromatografia,
sendo a pureza avaliada por SDS-PAGE. Ensaios de dicroismo circular (DC) e espalhamento dindmico da luz
(DLS) foram usados para avaliacdo do raio hidrodindmico das quimeras, avaliacdo de sua estabilidade e escolha
do sistema tampdo que oferecesse 0 menor estado de agregacdo molecular. Ensaios sorolégicos para detec¢do
de anticorpos anti-T. cruzi através de ELISA foram realizados utilizando um painel de 862 amostras positivas
para a DCC e 687 negativas. Para avaliagcdo de reagdo cruzada foram usadas 948 amostras de diversas doencas
endémicas no pais. A purificacdo foi eficiente uma vez que a SDS-PAGE indicou auséncia de contaminacgéo
por proteinas de E. coli e estabilidade as proteases bacterianas. As analises de DC e DLS mostraram que as
quatro quimeras apresentaram menor estado de agregacdo em tampao carbonato pH 9,6, sendo, assim, este o
sistema para a sensibilizacdo das placas. Os ensaios sorologicos revelaram valores elevados de sensibilidade (S)
e especificidade (E) para a molécula IBMP-4 (S-99,3%; E-100%). O desempenho para as demais moléculas foi
satisfatorio, ficando os valores de S e E acima de 93%. A molécula IBMP-1 apresentou 1,2% de reacdo
cruzada, a IBMP-2 2,2% e as demais moléculas 0,6%. Os resultados apontam que as quimeras atingiram 0s
critérios de proficiéncia da ANVISA podendo, dessa forma, ser utilizados em ensaios diagndsticos a DCC.
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