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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium sp. (1) Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito
Anopheles infectada com o parasito inocula esporozoitos no hospedeiro humano. Os esporozoitos
infectam as células do figado (2) e amadurecem em esquizontes (3), que rompem e liberam
merozoitos (4). Apos essa replicacao inicial no figado (esquizogonia exo-eritrocitica), os parasitos
sofrem multiplicagdo assexuada nos eritrocitos (esquizogonia eritrocitica). Merozoitos infectam
globulos vermelhos (5). Os trofozoitos em estdgio de anel amadurecem em esquizontes, que se
rompem liberando merozoitos (6). Alguns parasitos se diferenciam em estdgios eritrocitarios
sexuais (gametocitos) (7). Os gametocitos, masculino (microgametocitos) e feminino
(macrogametocitos), sdo ingeridos por um mosquito Anopheles durante uma refeicao de sangue (8).
Enquanto estdo no estdmago do inseto vetor, os microgametas penetram nos macrogametas gerando
zigotos (9). Os zigotos, por sua vez, tornam-se moveis e alongados (oocinetos) (10) que invadem a
parede intestinal do mosquito, onde se desenvolvem em oocistos (11). Os oocistos crescem,
rompem e liberam esporozoitos, que chegam as glandulas salivares do mosquito (12). A inoculagdo
de esporozoitos em um novo hospedeiro humano perpetua o ciclo de vida da maléria. Adaptado de

Centers for Disease Control and Prevention (CDC)..........cocuevvieiieeiiieniieieeeieeieesee e 35

Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Os hospedeiros definitivos (felideos) eliminam
oocistos ndo esporulados em suas fezes. Oocistos se tornam infecciosos no ambiente apos uma fase
de esporulagio de 1 a 5 dias. Quando infectados, hospedeiros intermedidrios (animais
homeotérmicos) podem abrigar cistos em seus tecidos. Os felideos se infectam geralmente pela
ingestao de cistos presentes nos tecidos de suas presas, mas pode ocorrer também pela ingestao de
oocistos maduros do ambiente. Hospedeiros intermediarios geralmente sdo infectados através da
ingestdo de 4agua ou de vegetais contaminados com oocistos, mas também pode ocorrer pela
ingestao de cistos se forem carnivoros. Os seres humanos podem ser infectados pela ingestdao de
cistos em carne ou oocistos em agua ou vegetais, por via transplacentaria da mae para o feto, e por

transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos. Adaptado de Dard et al., 2016..........cccoveeenneene. 38

Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (1) O inseto vetor ingere formas tripomastigotas
sanguineas quando se alimenta de um individuo infectado. (2) As formas tripomastigotas se
transformam em epimastigotas que (3) se multiplicam por divisdo bindria no intestino médio do
inseto. (4) No intestino posterior, as formas epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicas (5), que sdo liberadas nas fezes durante o repasto sanguineo do barbeiro e penetram no
hospedeiro mamifero através de aberturas na pele ou na mucosa, podendo invadir uma variedade

de células. Em seguida, as formas tripomastigotas metaciclicas se transformam em amastigotas (6),
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que multiplicam (7), diferenciam em formas tripomastigotas sanguineas e rompem a célula,

podendo desta forma, invadir novos tecidos (8, 9). Adaptado de Stuart et al., 2008..................... 41

Figura 4. Estrutura conservada da ancora GPI de eucariotos. Apresentando um nticleo glicano

(GIeN) conservado ligado ao fosfatidilinositol (PI). Adaptado de Previato et al. (1995)................. 52

Figura 5. Esquema representativo de um bacteriofago filamentoso, o qual infecta uma variedade
de bactérias Gram-negativas, frequentemente Escherichia coli do género masculino, utilizando o
pilus sexual do receptor. Esse virus apresenta DNA de fita simples envolto por uma capa proteica

constituida por cinco proteinas (pIll, pVL, pVII, pVIII e pIX). Garg, 2019.......cccocvvecvvevreeriennnnne. 54

Figura 6. Esquema representativo do processo de Biopanning para selecdo de peptideos (A) e
anticorpo (B). Em A, a biblioteca de fagos (1) ¢ adicionada ao alvo imobilizado (2). Os fagos que
ndo se ligarem serdo retirados por lavagens sucessivas (3), assim os fagos de interesse (que se
ligaram ao alvo) sdo eluidos (4), titulados (5) e amplificados em E. coli ER2738 (6), os quais serdo
utilizados para um novo ciclo (7). Apos trés ciclos de selecdo, o DNA dos fagos sdo extraidos e
sequenciados (8). Em B, o processo se distingui quando os fagos eluidos sao amplificados em E.
coli XL-1blue (6) e, apds o ultimo ciclo de selecdo, as bactérias E. coli XL1-Blue infectadas sao
utilizadas para extracdo do DNA plasmidial (8) e posterior transformacdo em bactérias E. coli
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Figura 7. Expressao e reatividade a GPI de P. falciparum do sobrenadante de cultura dos clones
purificados induzidos por IPTG, apoés transformacao em E. coli TOP 10. Oito clones (G1, G2, G3,
G4, G5, G6, G7 e G8) foram expressos e reativos a GPI de P. falciparum. Observa-se maior
reatividade do clone G7 & GPI do Parasito..........ccceeuerieriiiiinienieieeeeeee et 78

Figura 8. Purificag¢do do clone G7 em HPLC, utilizando coluna His-Trap (A). Ensaio dot blot do
scFv purificado (B). SDS-PAGE evidenciando a fracdo de scFv com peso molecular de
aproximadamente 30 Kda (C) e genes de scFv extraido e visualizado em gel de agarose 0,8%, com

banda de aproximadamente 3500PD (D).....cccuviieiiiiiiiiieiieeeeee e e 79

Figura 9. Predicao da estrutura tridimensional do clone G7. Em (A) o modelo ¢ apresentado
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Resumo



Glicosilfosfatidilinositol (GPI) é um complexo glicolipidico que ancora diversas proteinas e
glicoproteinas @ membrana celular, considerada essencial para a interagdo de diversos
protozoarios com seus hospedeiros. Atribui-se a resisténcia a parasitos aos individuos com altos
titulos de anticorpos anti-GPI. Assim, os objetivos deste estudo foram desenvolver anticorpos
de fragmento variavel de cadeia unica (scFv) selecionados por Phage Display contra GPI de
Plasmodium falciparum e avaliar a capacidade em diminuir a mortalidade de camundongos com
malédria cerebral, bem como neutralizar a invasdao celular de parasitos protozoarios
intracelulares. O sucesso do objetivo primario também levou ao desenvolvimento de peptideos
ligantes ao scFv com maior afinidade ao GPI. A selecdo de scFv ligante a GP1 de P. falciparum
foi realizada a partir de uma biblioteca de Phage Display contendo uma diversidade aproximada
de 2x10° sequéncias combinatorias de scFv. A expressdo e especificidade dos clones foram
analisadas por ELISA. O DNA extraido do clone com maior reatividade foi submetido ao
sequenciamento e posterior andlise de bioinformatica, com modelagem molecular para predizer
a estrutura tridimensional, bem como as regides determinantes de complementariedade (CDRs)
e frameworks (FWRs). Camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei- cepa ANKA foram
tratados com o clone de scFv e analises de parasitemia e curva de mortalidade dos animais foram
realizadas. Avaliou-se ainda a reatividade do scFv com extratos de P. falciparum, Toxoplasma
gondii e Trypanosoma cruzi, bem como sua capacidade de impedir a invasao celular. Por fim,
foi realizado um novo processo de biopanning por Phage Display para selecionar peptideos
miméticos a molécula GPI de P. falciparum. A reatividade dos clones de peptideos fusionados
aos fagos com o scFv selecionado foi avaliada por Phage-ELISA, e os clones mais reativos
foram validados na presenga de soro de camundongos com maléria cerebral. Dentre os clones
de scFv selecionados, oito (G1-G8) apresentaram sequéncia distintas, e expressaram scFv (G7)
que se ligou com maior afinidade a GPI de P. falciparum. O clone G7 diminuiu a parasitemia
dos animais e foi capaz de protegé-los dos sintomas de maldria cerebral, impactando
significativamente na sobrevivéncia. O clone G7 também apresenta alta afinidade por 7. cruzi e
T. gondii, além de ndo ser toxico para a cé¢lula nem para o parasito. Apos o tratamento in vitro
houve menos internalizacao de parasitos quando comparado ao grupo controle. Quanto a selegao
de peptideos miméticos a GPI, 11 clones (F1, E1, F2, D2, C4, E4, D5, HS5, A6, H6 e F7)
apresentaram sequéncias distintas, sendo que quatro (F1, E1, F2 e A6) foram mais reativos ao
G7, dos quais dois (E1 e F1) distinguem soro de camundongos com malaria dos saudaveis. Em
resumo, o scFv-G7 ligante de GPI de amplo espectro foi selecionado apresenta grande potencial
como um promissor imunobiologico aplicado ao tratamento de doencgas parasitarias, como
maldria, toxoplasmose e doenca de Chagas. Adicionalmente, seus peptideos ligantes, miméticos
a GPI, também apresentam potencial teranostico, podendo atuar no futuro préoximo tanto no
diagndstico quanto como antigenos vacinais.

Palavras-chave: Glicosilfosfatidilinositol, scFv, peptideos miméticos, Plasmodium falciparum,

Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi.
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Glycosylphosphatidylinositol (GPI) is a glycolipid complex that anchors several proteins and
glycoproteins to the cell membrane, considered an essential molecule for the interaction of
several protozoa with their hosts. Parasite resistance is attributed to individuals with high anti-
GPI antibody titers. Thus, the objectives of this study were to develop antibodies of single-chain
variable fragments (scFv) selected by Phage Display against GPI of Plasmodium falciparum
and to evaluate their ability to decrease the mortality of mice with cerebral malaria, as well as
to neutralize parasitic cell invasion of broad intracellular protozoa. The success of the primary
goal also led us to the development of scFv-binding peptides with greater affinity for GPI. The
selection of P. falciparum GPI-binding scFv was performed from a Phage Display library
containing an approximate diversity of 2x10° scFv combinatorial sequences. The expression and
specificity of clones were analyzed by ELISA. The DNA extracted from the highest reactivity
clone was subjected to sequencing and subsequent analysis of bioinformatics, with molecular
modeling to predict the three-dimensional structure, as well as the complementarity determining
regions (CDRs) and frameworks (FWRs). C57BL / 6 mice infected with P. berghei-ANKA were
treated with the scFv clone and analyzes of parasitemia and mortality curve of the animals were
performed. The reactivity of scFv with extracts of P. falciparum, Toxoplasma gondii and
Trypanosoma cruzi was also evaluated, as well as its ability to prevent cell invasion. Finally, a
new biopanning process was performed by Phage Display to select mimetic peptides to the GPI
molecule of P. falciparum. The reactivity of phage-fused peptide clones with the selected scFv
was evaluated by Phage-Elisa, and the most reactive clones were validated in the presence of
serum from mice with cerebral malaria. Among selected scFv clones, eight (G1-G8) presented
different sequences, and the expressed scFv G7 had the highest affinity to the P. falciparum
GPIL. G7 decreased the parasitemia of the animals and was able to protect animals from
symptoms of cerebral malaria, significantly impacting survival. The G7 clone also presented
high affinity for 7. cruzi and 7. gondii extracts, besides not being toxic to cells or to the parasites.
After in vitro treatment, we have observed a reduction of parasites internalization when
compared to the control group. Regarding the selection of mimetic peptides to GPI, 11 clones
(F1, El1, F2, D2, C4, E4, D5, HS5, A6, H6 and F7) presented different sequences, four of which
(F1, E1, F2 and A6) were more reactive to G7, of which two (E1 and F1) distinguished serum
from mice with malaria from the healthy ones. In summary, the broad spectrum GPI scFv G7
antibody presents great potential as a promising immunobiological drug that may be applied to
the treatment of parasitic diseases, such as malaria, toxoplasmosis and Chagas disease. In
addition, its binding peptides, mimetic to GPI, may also have theranostic potential, by acting in
the near future both in diagnosis and as vaccine antigens.

Keywords: Glycosylphosphatidylinositol, scFv, mimetic peptides, Plasmodium falciparum,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi.
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1.1. Protozoarios intracelulares de importancia na saide publica

Protozoarios sao microrganismos eucariotos unicelulares pertencentes ao reino Protozoa. O
grupo ¢ distribuido em sete filos, dos quais quatro sdo de interesse na satde publica: Apicomplexa,
Sarcomastigophora, Ciliophora e Microspora, sendo que nos dois primeiros estdo inseridos os
principais géneros causadores de parasitoses humanas responsaveis por milhares de infecgdes e
mortes em todo o mundo (Plasmodium, Toxoplasma e Trypanossoma,).

Parasitos do filo Apicomplexa (incluindo Plasmodium spp e Toxopalsma gondii) possuem
organelas unicas (roptrias e micronema) na extremidade apical, as quais sdo fundamentais no
processo de invasao celular (KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018). Além disto, formam um vacuolo
parasitéforo como ambiente replicativo exclusivo do grupo (CLOUGH; FRICKEL, 2017). J4 o filo
Sarcomastigophora inclui protozoarios flagelados do género Trypanosoma, os quais parasitam

sangue e tecidos de animais vertebrados (SERVICE, 1996).

1.1.1. Plasmodium falciparum e Malaria

O género Plasmodium, pertencente ao filo Apicomplexa, envolve seis espécies de parasitos
intracelulares que infectam o homem causando a malaria (P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri, P.
malariae, P. knowlesi, P. falciparum e P. vivax) (PLEWES et al., 2019). Destas, P. falciparum e P.
vivax sdo as responsaveis pela maioria dos casos da doenga no mundo, sendo P. falciparum a
espécie mais mortal, pois pode causar anemia, insuficiéncia renal, maldria cerebral e faléncia
multipla de 6rgdos (CHURCH et al.,, 1997). Recentemente, estudos utilizando diagndstico
molecular identificaram humanos infectados com espécies zoondticas (P. simium e P. cynomolgi),
entretanto ainda nao esté claro a prevaléncia e o impacto clinico dessas espécies (TA et al., 2014;
BRASIL et al., 2017).

Para completar seu ciclo de vida (Figura 1), o parasito necessita de dois hospedeiros: um
hospedeiro definitivo (fémea do mosquito Anopheles) e um intermediario (vertebrado, incluindo o
ser humano) (BANNISTER; MITCHELL, 2003). Nesses hospedeiros, o parasito circula em quatro
nichos diferentes: intestino médio e glandula salivar do mosquito; células hepaticas e globulos
vermelhos em humanos (JOSLING; LLINAS, 2015). Durante o repasto sanguineo, o mosquito
inocula esporozoitos do parasito, através da saliva, em um individuo. Estas formas evolutivas
entram nos hepatodcitos, onde se diferenciam em trofozoitos e, apOs vdarias divisdes por

esquizogonia, se transformam em esquizontes, os quais se dividem por reproducdo assexuada
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gerando milhares de merozoitos, os quais rompem as células do figado e invadem eritrocitos. Nas
células sanguineas, os merozoitos se diferenciam nos estdgios assexuados (trofozoitos e
esquizontes). Estes ultimos sofrem multiplicacdo do DNA, formando novos merozoitos, os quais
causam a lise celular, caem na circulagao e invadem novos eritrocitos (KUHN; McCARTHY, 2006;
ENOMOTO et al., 2012). Uma caracteristica fundamental do ciclo de vida assexuado nos globulos
vermelhos ¢ a capacidade de rapido crescimento populacional (de 16 a 32 merozoitos por
esquizonte) (SIMPSON et al., 2002; DEANS et al., 2006; PAYNE et al., 2016; BERI; BALAN;
TATU, 2018). Esta etapa marca a fase sintomatica da infecgao, caracterizada pelos episodios febris
recorrentes (JOSLING; LLINAS; 2015; COWMA; HEALER; MARAPANA et al., 2016).

Outra fracdo dos merozoitos entra no ciclo sexual e formam os gametocitos feminino
(macrogametocito) e masculino (microgametdcito), os quais sdo aspirados pela fémea do mosquito
Anopheles durante o repasto sanguineo. Desta forma, os gametocitos (estdgio sexual do parasito)
sao responsaveis pela transmissao do hospedeiro humano para o mosquito. No intestino médio do
mosquito, condi¢des ideais de temperatura, pH e metabolitos induzem a maturagdo de gametdcitos
em gametas (BILLKER et al., 1998; ARAI et al.,, 2001; BERI; BALAN; TATU, 2018). No
estomago do inseto, os gametas se fundem formando o zigoto, que se desenvolve em oocineto. Esta
¢ uma forma moével do parasito, a qual atravessa a parede do estbmago e migra para as células
epiteliais do intestino médio, onde se desenvolvem em oocistos, 0s quais produzem esporozoitos.
Estes rompem os oocistos € migram para a glandula salivar do mosquito que, em seu proximo
repasto sanguineo, inocula esporozoitos em um novo hospedeiro intermediario (KUHN et al., 2006;
DELVES et al., 2012; BERI; BALAN; TATU, 2018).

Em éreas endémicas, populagdes assintomaticas frequentemente apresentam gametocitemia
alta, tornando-se potencial reservatorio do parasito (GOUAGNA et al., 2004; OKELL et al., 2012;
SUMARI etal., 2017). A transmissdo continua de maléria tem sido relatada em 91 paises da Africa,
representando 90% do total de casos mundiais e 92% das mortes por malaria (WHO, 2015a). Em
varios paises endémicos das Américas, embora tenham tido avangos significativos para a
eliminacdo da malaria, a doenca ainda ¢ uma grande preocupagao de saude publica, principalmente
na regido Amazonica, onde ocorre a maioria dos casos de maldria da América do Sul (RECHT et
al.,2017). Sendo que, em 2015, o Brasil era responsavel por 24% dos casos de malaria nas Américas
(WHO, 2016a). No pais, a regido Amazonica apresenta quase 99% dos casos nacionais, com

aumento de casos no estado do Amapa, Mato Grosso ¢ Rondonia no ano de 2019. Nesse mesmo
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ano, os estados que reportaram o maior nimero de casos autoctones foram Amazonas (45% dos

casos), Pard (22%) e Roraima (13%) (WHO, 2019a).
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium sp. (1) Durante o repasto sanguineo, a f€mea do mosquito Anopheles infectada
com o parasito inocula esporozoitos no hospedeiro humano. Os esporozoitos infectam as células do figado (2) e
amadurecem em esquizontes (3), que rompem e liberam merozoitos (4). Apds essa replicagdo inicial no figado
(esquizogonia exo-eritrocitica), os parasitos sofrem multiplicagdo assexuada nos eritrocitos (esquizogonia eritrocitica).
Merozoitos infectam glébulos vermelhos (5). Os trofozoitos em estagio de anel amadurecem em esquizontes, que se
rompem liberando merozoitos (6). Alguns parasitos se diferenciam em estagios eritrocitarios sexuais (gametocitos) (7).
Os gametocitos, masculino (microgametdcitos) e feminino (macrogametdcitos), sdo ingeridos por um mosquito
Anopheles durante uma refeicdo de sangue (8). Enquanto estdao no estomago do inseto vetor, os microgametas penetram
nos macrogametas gerando zigotos (9). Os zigotos, por sua vez, tornam-se méveis e alongados (oocinetos) (10) que
invadem a parede intestinal do mosquito, onde se desenvolvem em oocistos (11). Os oocistos crescem, rompem e
liberam esporozoitos, que chegam as glandulas salivares do mosquito (12). A inoculagio de esporozoitos em um novo
hospedeiro humano perpetua o ciclo de vida da malaria. Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention
(CDC).

A forma mais grave da doenga ¢ a malaria cerebral, a qual ¢ mais prevalente em criangas
menores de cinco anos que vivem em ambientes endémicos, apresentando mortalidade de 10% a
20%. As manifestacdes clinicas podem comegar com uma apresentagao tipica da malaria e levar a
convulsoes generalizadas, as quais sdo observadas em 80% das criangas e 15% dos adultos, podendo
progredir para estagios epiléticos e degenerar para um estado de coma (DONDORP et al., 2005;
DONDORP et al., 2010; SEYDEL et al. 2015). Além de haver possiveis complicagdes como

insuficiéncia respiratoria, renal e hepatica agudas (HORA et al., 2016).
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Neste contexto, a Organizagdo Pan-Americana de Satude e a Organizacao Mundial de Satde
recomendam que, em areas endémicas os servigos de satde intensifiquem a vigilancia, melhorando
a cobertura do diagndstico de casos e fornecendo tratamento completo com antimalaricos com

inicio imediato (WHO, 2019a).

1.1.2. Toxoplasma gondii e Toxoplasmose

Ainda no filo Apicomplexa, Toxoplasma gondii, descrito em 1909 por Nicolle e Manceaux,
¢ parasito intracelular obrigatério que infecta a maioria das células nucleadas de animais
endotérmicos, com alguns relatos de evidéncia sorologica em animais de sangue frio (CLOUGH;
FRICKEL, 2017, FEITOSA et al., 2017, FERREIRA et al., 2020). Tal parasito causa a
toxoplasmose e possui distribuicdo mundial, permanecendo cronicamente em 30-50% dos seres
humanos (TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013).

T. gondii apresenta ciclo de vida heteréxeno, tendo hospedeiros definitivos (felinos) e
intermediarios (aves, roedores e outros mamiferos — incluindo o homem), com presenga de trés
formas evolutivas infectantes (taquizoitos, bradizoitos e oocistos) (Figura 2). Taquizoito ¢ a forma
moével, de replicagdo rapida, encontrada na fase aguda da infec¢do, apresentando formato
semelhante a banana ou meia-lua, com uma das extremidades mais arredondada e a outra mais
afilada (KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018). Bradizoitos sdo encontrados dentro de vactolos
parasitoforos em células de varios tecidos, geralmente na fase cronica da doenga. Oocisto € a forma
parasitaria resistente as condi¢des do meio ambiente, ja que sdo eliminados imaturos nas fezes dos
felideos.

A reproducdo sexuada ocorre apenas no epitélio intestinal de gatos e outros felideos. Apos
ingestao de cistos, oocistos ou taquizoitos, os parasitos penetram nas célula do epitélio intestinal
deste hospedeiro, onde se multiplicam, dando origem a varios merozoitos, os quais se diferenciam
em gametdcitos masculino e feminino. Apds a fecundagdo e formagdo de oocistos (contendo
esporozoitos resistentes em seu interior), os mesmos sao eliminados nas fezes destes animais. O
hospedeiro intermediario ¢ infectado ao ingerir oocistos maduros contendo esporozoitos junto com
alimentos e/ou agua contaminada; ou cistos contendo bradizoitos em carnes; ou mais raramente
taquizoitos eliminados no leite; além da transmissdo congénita (da mae para o feto); ou através de
transplantes de 6rgdos contendo o parasito (CLOUGH; FRICKEL, 2017; KOCHANOWSKY;
KOSHY, 2018). Tais formas evolutivas passam por intensa multiplicagdo intracelular formando

novos taquizoitos, os quais disseminam livremente pela linfa ou sangue, podendo ser eliminados
37



pelo sistema imune do hospedeiro ou atingir os tecidos. Taquizoitos nos tecidos, se diferenciam em
bradizoitos e formam cistos (formas resistentes que isolam os bradizoitos da acdo dos mecanismos
imunologicos do hospedeiro), podendo persistir de forma latente por toda a vida do ser humano no
sistema nervoso central (SNC) (cérebro ¢ o principal 6rgao de encistamento), musculos cardiaco e
esquelético (KIM; BOOTHROYD, 2005; HARKER; UENO; LODOEN, 2015; MENDEZ;
KOSHY, 2017; KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018).

Apesar de a maioria das infecgdes por este parasito serem assintomaticas, em individuos
imunocomprometidos pode desencadear quadros graves de encefalite, miocardite, coriorretinite,
entre outros, podendo levar a morte (STAJNER et al., 2013). Em fetos, a partir da transmissio
congénita, pode ocorrer sequelas oculares, desordens neurolégicas ou psicomotoras, além de morte
fetal e abortamento (ANDRADE et al., 2010).

A soroprevaléncia de toxoplasmose em humanos varia de acordo com as caracteristicas
ambientais e socioecondmicas da regido, sendo que em regides tropicais como o Brasil a severidade
da doenca tende a ser mais evidente (DUBEY et al., 2012; FLEGR et al., 2014). E a soroprevaléncia
varia de acordo com a regido, apresentando 53.2% de testes sorologicos positivos para 7. gondii em
populagio rural no sul do Rio Grande do Sul (ARAUJO et al., 2018), 62.3% em Ribeirdo Preto-SP,
(PASSOS et al., 2018), 66.2% no interior Rio Grande do Norte (ALOISE et al., 2017), chegando a
mais de 80% em um municipio rural do estado do Para (CARMO et al., 2016).

Observa-se que adolescentes apresentam altos indices de soroprevaléncia para a
toxoplasmose, justificando a alta propor¢do de mulheres jovens em idade fértil com anticorpos
especificos contra 7. gondii. Esta incidéncia pode ser esclarecida devido a condig¢des precarias de
saneamento, exposicdo ambiental e hdbitos inadequados de higiene. O que evidencia que os
métodos de prevencgdo contra a doenga, bem como de outras com transmissao fecal-oral, precisam

ser implementados desde os anos iniciais do Ensino Fundamental (MACRE et al., 2019).

38



Vi
<.n4|r~|£

cistos

. L.M taquizoitos
7 N\ K

J J ! \ H
Oocistos [ f =\ .
esporulados { ) cistos

: 8 :

)
7

~k Y e
e = M) N7
O I .' { L)
N/ /__j 7) . ,--___z'-_,//

N IR

) \ ) T ) \
| Oocistos N
Lo bl .:"_ \il esporulados 1!'_.',, Y | \\. >
- )

\

o'§cistos f\' g /

ndo esporulados .
cistos

Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Os hospedeiros definitivos (felideos) eliminam oocistos ndo esporulados
em suas fezes. Oocistos se tornam infecciosos no ambiente ap6és uma fase de esporulagdo de 1 a 5 dias. Quando
infectados, hospedeiros intermediarios (animais homeotérmicos) podem abrigar cistos em seus tecidos. Os felideos se
infectam geralmente pela ingestdo de cistos presentes nos tecidos de suas presas, mas pode ocorrer também pela
ingestdo de oocistos maduros do ambiente. Hospedeiros intermediarios geralmente sdo infectados através da ingestao
de agua ou de vegetais contaminados com oocistos, mas também pode ocorrer pela ingestdo de cistos se forem
carnivoros. Os seres humanos podem ser infectados pela ingestdo de cistos em carne ou oocistos em agua ou vegetais,
por via transplacentaria da mae para o feto, e por transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos. Adaptado de Dard et
al., 2016.

1.1.3. Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

Trypanosoma cruzi € um protozodrio flagelado parasito intracelular obrigatdrio, pertencente
ao filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae. E caracterizado
pela existéncia de um flagelo Unico e do cinetoplasto, uma organela que contém DNA, relacionada
ao fornecimento de energia para movimentagdo do flagelo (BRENE, 1973; PEREZ MOLINA;
MOLINA, 2018).

O ciclo de vida do parasito (Figura 3) ¢ heteroxénico, alternando entre o inseto vetor
(triatomineo hematdfago) e os hospedeiros reservatdrios (incluindo humanos) (GROOM et al.,
2017). T. cruzi apresenta trés formas evolutivas distintas: tripomastigota, amastigota e epimastigota.
A forma tripomastigota nao possui capacidade replicativa, e corresponde as formas infectantes
extracelulares, localizadas em ambos os hospedeiros (vertebrado e invertebrado).

Morfologicamente os tripomastigotas apresentam forma alongada, com cinetoplasto posterior ao
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nucleo e o flagelo forma uma extensa membrana ondulante. Os amastigotas correspondem a forma
infectante intracelular, assim sdo encontradas apenas nos hospedeiros vertebrados. Essas formas se
caracterizam por apresentar morfologia arredondada ou oval, com a presenca de um flagelo curto
que nao se exterioriza. J4 a forma epimastigota ¢ encontrada no trato digestorio de triatomineos. A
morfologia dos epimastigotas ¢ alongada, com cinetoplasto justa nuclear e anterior ao ntcleo, com
flagelo e membrana ondulante disposta lateralmente. O desenvolvimento entre os estagios ¢ um
processo complexo, com modificagdes antigénicas e fisioldgicas dependentes da interagdo com os
hospedeiros (BRENE, 1973; DE SOUZA, 1984; NOGUEIRA et al., 2007).

No inseto vetor, as formas epimastigotas (replicativas e ndo infectivas) se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas (ndo replicativas e infectivas), que sdo transmitidas ao hospedeiro
mamifero, apds o repasto sanguineo. Neste hospedeiro, as formas metaciclicas podem invadir
diversos tipos de células nucleadas, transformando-se em amastigotas que sofrem varios ciclos de
divisdo binaria no citoplasma celular. Apds 3-5 dias, as formas amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas, que sdo liberadas no sangue ou nos tecidos adjacentes ¢ podem iniciar um novo
ciclo de infec¢do das células hospedeiras (BRENE, 1973; BARRETT et al., 2003). Além da
transmissao mediada por diferentes espécies de insetos triatomineos popularmente conhecidos
como “barbeiros”, a infeccdo por 7. cruzi também pode ocorrer por meio de transfusdo sanguinea
(YOUNG et al., 2007), transplante de orgdos, transmissdo vertical (GURTLER; SEGURA;
COHEN, 2003) e por ingestdo de comida ou bebida contaminadas com o inseto ou as fezes do
mesmo, infectados (BENCHIMOL BARBOSA, 2006).

T. cruzi € o agente etiologico da Doenga de Chagas (Tripanossomiase Americana). Estima-
se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas com 7. cruzi em todo o mundo, principalmente na
América Latina onde a doencga ¢ endémica, causando incapacidade em individuos infectados e mais
de 10.000 mortes por ano (WHO, 2019b). No mundo, cerca de 40 milhdes de pessoas vivem sob
risco de infecgdo, constituindo assim grande problema de saude publica (SCHOFIELD; JANNIN;
SALVATELLA, 2006; WHO, 2019b).

No Brasil, varios surtos da infec¢ao por 7. cruzi tem ocorrido nas ultimas décadas,
principalmente, na regido Norte do pais. Em 2016 a Divisdo de Vigilancia em Satde da Secretaria
de Estado de Satide do Acre (Sesacre) divulgou dados, os quais mostram que, em apenas 7 meses,
o numero de casos comprovados de Doenca de Chagas no Acre aumentou mais de 200% em relagao

ao registrado durante todo o ano de 2015 (INST.BIO.FIOCRUZ, 2016).
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A infec¢do por T. cruzi possui manifestagao clinica variavel. O inicio da infec¢do, chamada
de fase aguda, ¢ caracterizada por grande niimero de parasitos circulantes no sangue que pode
perdurar por cerca de 6 a 8 semanas. Nesta fase, os sintomas podem ser moderados ou atipicos
como dores no corpo, febre, poliadenia, ¢ mais raramente hepatomegalia, esplenomegalia e
insuficiéncia cardiaca, podendo assim, serem confundidos com diversas outras infecgdes
(SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012; ANDRADE et al., 2011). Por essa razdo a Doen¢a
de Chagas nao ¢ frequentemente diagnosticada neste estagio (WHO, 2019b). Apds a fase aguda, os
sobreviventes entram na fase cronica da doenca, podendo o individuo permanecer na chamada
“forma indeterminada” por varios anos ou persistir indefinidamente (PEREIRA NUNES, et al.,
2013). A manifestagdo da forma indeterminada € caracterizada pela positividade de exames
sorologicos ou parasitologicos, auséncia de sintomas clinicos relevantes, baixa ou nenhuma
parasitemia (parasitos ficam ocultos, principalmente no coracao, e tubo digestorio) (ANDRADE et
al.,, 2011; PEREIRA NUNES, et al., 2013). Dessa forma, pessoas infectadas vivendo em areas
endémicas constituem importantes reservatorios do parasito, podendo transmitir as formas
infectantes para insetos vetores e assim disseminar a doenga (CUCUNUBA et al., 2016).

Até 20 anos apos a infeccdo, aproximadamente 35% dos pacientes apresentam sinais
clinicos caracteristicos da fase cronica da doenga de Chagas, como cardiomiopatia ou
cardiomegalia, danos no sistema nervoso periférico ou disfuncdo no trato digestorio podendo levar

ao desenvolvimento de megacdlon e/ou megaesofago (WHO, 2019b).
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Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (1) O inseto vetor ingere formas tripomastigotas sanguineas quando se
alimenta de um individuo infectado. (2) As formas tripomastigotas se transformam em epimastigotas que (3) se
multiplicam por divisdo binaria no intestino médio do inseto. (4) No intestino posterior, as formas epimastigotas se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas (5), que sdo liberadas nas fezes durante o repasto sanguineo do barbeiro e
penetram no hospedeiro mamifero através de aberturas na pele ou na mucosa, podendo invadir uma variedade de
células. Em seguida, as formas tripomastigotas metaciclicas se transformam em amastigotas (6), que multiplicam (7),
diferenciam em formas tripomastigotas sanguineas e rompem a célula, podendo desta forma, invadir novos tecidos (8,
9). Adaptado de Stuart et al., 2008.

1.2. Resposta imune e Interacio parasito-hospedeiro
1.2.1. Plasmodium falciparum

Em todo individuo infectado por Plasmodium spp., apresentando sintomas ou nao, o parasito
passa por todas as interacdes parasito-hospedeiro e todas as mudancas morfologicas do ciclo de
vida. As manifestacdes clinicas e a evolucao do parasito vao depender tanto da viruléncia da espécie

de Plasmodium quanto da imunidade inata e adquirida do hospedeiro. A doencga ¢ entdo resultado
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da exacerbagdo dessa interagdo, o que ndo ¢ benéfico nem para o hospedeiro nem para o parasito
(GARRIDO-CARDENAS et al., 2019; MILNER JR, 2018)

Ao infectar o hospedeiro, o parasito modifica a superficie dos eritrocitos, criando um
fendtipo cito-aderente que faz com que estas células se liguem ao endotélio, plaquetas ou globulos
vermelhos ndo infectados, removendo grande quantidade do parasito da circulagdo (FAIRHURST;
WELLEMS 2006; KRAEMER; SMITH 2006; GRAU; CRAIG 2012).

Poucos estudos tem elucidado os fatores imunoldgicos da infec¢do por Plasmodium em
criangas, as quais sdo mais susceptiveis a doencga. O que se sabe ¢ que em criancas assintomaticas
infectadas com P. falciparum os niveis de células T e Tregs sdo comparaveis aos individuos nao
infectados, mas o nivel ¢ muito menor quando comparado as criancas infectadas sintomaticas
(FRIMPONG et al., 2018). Em adultos, a resposta celular do tipo Thl parece ser crucial para
resolver a infec¢do. Este mecanismo mediado por células inclui a ativagdo de células TCD8" para
inibir o desenvolvimento do parasito no figado e de macrofagos para aumentar a fagocitose de
células vermelhas infectadas (PIERROT et al., 2011).

Individuos infectados apresentam células T que proliferam e regulam positivamente a
producdo de interferon gama (IFN-y), que parece estar associado a baixos niveis de parasitos no
sangue. Enquanto que altos niveis de TNF-a, com baixos niveis de IL-10, foram associados a
anemia grave. Em alguns estudos, fo1 possivel observar aumento na produgdo de citocinas como
IFN-a e IFN-y, correlacionado com a diminuicao da parasitemia e a incapacidade de gametocitos
infectarem o mosquito vetor (NAOTUNNE et al.,1991; KARUNAWEERA et al., 1992; OTHORO
et al., 1999).

A imunidade adquirida se desenvolve apos exposicoes repetidas ao parasito, desta forma, a
aquisicdo € mais rapida em areas com maior taxa de transmissdao (MARSH e KINYANIJUI, 2006;
MUELLER et al. 2013). Anticorpos do tipo IgG parecem estar associados ao aumento da resisténcia
ainfec¢do e do desenvolvimento dos sinais clinicos (STANISIC et al., 2009). Tais anticorpos agem
predominantemente contra os estagios assexuais do parasito, incluindo merozoitos que invadem os
eritrocitos bem como antigenos expressos na superficie das células infectadas (MUELLER et al.
2013; CHAN; FOWKES; BEESON, 2014).

Os anticorpos contra os estagios sanguineos do parasito podem agir tanto bloqueando
diretamente a invasao e consequente multiplicacdo do parasito, quanto atuando em conjunto com o
sistema complemento para inibir a invasao e a lise celular (DUTTA et al. 2009; DUNCAN; HILL;
ELLIS, 2012; BOYLE et al. 2015). Além de auxiliar na eliminacdo de merozoitos através de
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mecanismos celulares dependentes de anticorpos e na fagocitose opsonica, reduzindo assim a
densidade parasitaria e os sinais clinicos (HILL et al. 2013; CHAN; FOWKES; BEESON, 2014;
OSIER et al. 2014; FOWKES; BOEUF; BEESON, 2016).

Outros alvos contra Plasmodium spp. incluem anticorpos contra esporozoitos pré-
eritrociticos e gametocitos. Porém, evidéncias sugerem que a aquisicdo da imunidade contra esta
primeira forma evolutiva pode ser limitada (MICHON et al. 2007; TRAN et al. 2013). Ja os
anticorpos contra gametocitos poderiam prevenir a propagacao da infec¢do entre humanos e o
mosquito vetor (BOUSEMA et al. 2006, 2010a,b).

O potencial infeccioso dos gametocitos de P. falciparum ¢é influenciado por sua prevaléncia
e densidade, grau de maturidade e resposta imune tanto do mosquito vetor quanto do hospedeiro
humano (TARGETT et al., 2001; BOUSEMA et al., 2006, 2010a,b; SCHNEIDER et al., 2007).
Além disso, a eficiéncia da transmissdo também depende do nivel de infectividade e dose de
esporozoitos transmitida (STONE et al., 2016). Quando os gametdcitos morrem eles liberam
proteinas intracelulares na circulagdo do hospedeiro (ALANO, 1991; SINDEN, 2010). Tais
proteinas funcionam como antigenos, os quais sdo processados e apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs), podendo promover resposta imune humoral, que podem
bloquear o desenvolvimento do parasito no mosquito (MENDIS et al., 1987; MENDIS; DAVID;
CARTER, 1990).

1.2.2. Toxoplasma gondii

Estima-se que 95% da populagdo mundial esteja infectada com 7. gondii sem desenvolver
nenhum sintoma, pois o sistema imunologico do hospedeiro impede que o parasito cause a doenga.
No entanto, o parasito permanece em um estado inativo, podendo ser reativado em casos de
imunossupressao (WHO, 2015b).

As diferentes formas evolutivas de 7. gondii causam efeitos distintos nos diferentes
hospedeiros, pois diferem bioquimica e celularmente (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998;
JEROME et al., 1998; FRITZ et al., 2012). Os mecanismos de invasdo transcelular ou penetragao
ativa sdo bem descritos para 7. gondii, principalmente para os bradizoitos e esporozoitos, a partir
do uso de técnicas de biologia celular e molecular (MORISAKI; HEUSER; SIBLEY, 1995). Sabe-
se que os esporozoitos estdo presentes em eritrocitos 30 minutos apos a infeccao, com aumento das

vilosidades a nivel ultraestrutural (DUBEY et al., 1997; SPEER; DUBEY, 1998; COOMBES et al.,
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2013; GREGG et al., 2013). Ja a infec¢do por oocistos, parecem aumentar as cé¢lulas intestinais
produtoras de muco (TREVIZAN et al., 2016).

Foram propostas duas vias de como 7. gondii migra para o tecido epitelial intestinal. A
primeira indica uma transmigragdo paracelular, na qual os parasitos se movem, sem alterar a
integridade da barreira, através das jungdes intercelulares (BETANCOURT et al., 2019). Outra via
descrita ¢ pela penetracdio da membrana celular apical para alcangar a lamina propria
(BARRAGAN; BROSSIER; SIBLEY, 2005; LAMBERT; BARRAGAN, 2010). Para tanto,
taquizoitos promovem a perda da polaridade do epitélio intestinal, além de causar alteracdes no
citoesqueleto de actina, ou seja promovem a perde da unido das proteinas que compdem a jungao
de oclusdo, garantindo a invasdo (BRICENO et al., 2016).

Apos a infecgao das células epiteliais intestinais, os neutrofilos sdo rapidamente recrutados
e infectados pelo parasito, facilitando a dissemina¢cdo do mesmo para outros tecidos (COOMBES
etal., 2013).

A infeccdo por 7. gondii ativa a resposta imune humoral e celular do hospedeiro. A resposta
imune mediada por células estd associada ao desenvolvimento de linfocitos T CD4 e CD8, que
produzem principalmente IFN-y, capaz de solucionar a infeccdo aguda (pois controla o rapido
crescimento do parasito) e controlar a infec¢ao cronica (SUZUKI et al., 1988, 1989). Além disso
foi observada expressdo de interleucinas (IL-1pB, IL-2 e IL-12) e fator de necrose tumoral (TNF-a)
no cérebro e bago de camundongos infectados (HUNTER, et al., 1992; ARSENIJEVIC, et al., 1997,
TOSH et al., 2016). E visto ainda que IFN-y aumenta a degradagdo de triptofano nos fibroblastos,
inibindo a replicacdo do parasito (PFEFFERKORN, 1984). Outro mecanismo de defesa dependente
de IFN-y envolve proteinas de ligagcdo ao guanilato, as quais sdo direcionadas para a membrana do
vactolo parasitoéforo, eliminando o parasito a partir da ruptura da membrana vacuolar ou mesmo
sem causar danos a mesma (YAMAMOTO et al., 2012; DEGRANDI et al., 2013; SELLECK et al.,
2013; JOHNSTON et al., 2016; LIMA; LODOEN, 2019). Além disso, a ubiquitinacdo do vacuolo
também surgiu como um mecanismo chave para o controle do parasito, ja que leva a autofagia do
mesmo, desordem na multiplicagdo e sua remogao de células endoteliais (SELLECK et al., 2015;
CLOUGH et al., 2016).

A resposta humoral induzida pela infeccdo resulta em niveis aumentados de anticorpos
especificos circulantes. Sendo que IgM e IgA aparecem durante a primeira fase da infe¢do e
diminuem para niveis indetectdveis apos algumas semanas, quando a IgG aparece pela primeira

vez. Apos 2-3 meses essa imunoglobulina diminui constantemente para um nivel residual ao longo
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da vida. Trés meses apos a infeccdo, os niveis de IgE atingem o pico e diminuem rapidamente
(MURAT et al. 2015; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Embora o hospedeiro humano desenvolva mecanismos de defesa contra o parasito, 7. gondii
também desenvolveu estratégias para driblar esse sistema imunoldgico, a fim de manter a
produtividade da infec¢@o e conservar um ambiente ideal de replicagdo. Para tanto, o parasito libera
proteinas efetoras que manipulam as vias de sinaliza¢ao responsaveis pela indugdo da producdo de
citocinas (LIMA; LODOEN, 2019). T. gondii age na célula hospedeira ativando o transdutor de
sinal e ativador da transcri¢do 3 e 6 (STAT3 e STAT6), a fim de diminuir a produgdo de IL-12
(SAELD et al., 2007). Além de inibir a atividade transcricional do STATI, dificultando sua
reciclagem e outros ciclos de transcri¢gdo mediada por STATI. Isto ocorre devido a capacidade do
parasito de inibir a expressdo de genes responsivos a IFN-y, bloqueando a dissociacdo de STAT1
do DNA (ROSOWSKI et al., 2011; ROSOWSKI e SAEIJ, 2012; ROSOWSKI et al., 2014).

Recentemente foi descoberto um fator conservado em 7. gondii: uma proteina granular
densa que se liga a STATI1 ativado no nucleo da célula e também ao complexo Mi2/NuRD
(modificador de cromatina), originando em bloqueio da transcricdo dependente de IFN-y e uma
cromatina alterada, respectivamente (GAY et al., 2016; OLIAS et al., 2016).

Outro mecanismo desenvolvido pelo parasito para evadir do sistema imune do hospedeiro é
a desregulagdo da via NF-kB (responsavel pela produgdo de citocinas pro-inflamatorias). 7. gondii
limita a ativacao de NF-kB, por exemplo através da inibicao da producao de IL-1p em neutréfilos
(SHAPIRA, et al., 2005; LIMA; LODOEN, 2019). Além disso, o parasito também inibe a clivagem
e a ativagdo da caspase-1 em neutréfilos infectados (LIMA; GOV; LODOEN, 2018), porém este
mecanismo nao € realizado em mondcitos (GOV et al., 2013, 2017).

E visto que, mesmo que a infec¢do induza resposta imune no hospedeiro, o parasito
desenvolveu estratégias para preservar o ambiente intracelular, a replicacdo e evitar a eliminagdo

pela resposta humoral (LIMA; LODOEN, 2019).

1.2.3. Trypanosoma cruzi

A resposta imune contra 7. cruzi ¢ uma complexa rede de interacdo constituida pela
imunidade inata e adaptativa, onde a supressdo de qualquer aspecto pertencente a cada uma pode
resultar na sobrevivéncia do parasita e consequentemente, na cronificacdo da doenca (ESCH;

PETERSON, 2013).
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Apds a entrada no hospedeiro vertebrado, tripomastigotas metaciclicas de 7. cruzi
rapidamente infectam macrofagos locais, fibroblastos, células musculares e adipdcitos (ESCH;
PETERSON, 2013). Além disso, o parasito induz uma intensa resposta inflamatéria que possui um
papel crucial na patogénese da doenga com recrutamento de células NK (natural killer),
macrofagos, células dendriticas, linfocitos T e B (BASSO, 2013).

Um evento critico durante o periodo inicial da doenca ¢ a resposta imune inata mediada por
células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como, os macrofagos e as células dendriticas. O
reconhecimento de 7. cruzi por estes tipos celulares ocorre através dos numerosos receptores 7o// -
like (TLRs), tais como, TLR2 e TLRY, presentes nestas células que reconhecem glicoconjugados
de membrana do parasito e/ou DNA e assim tornam-se ativadas (OUAISSI et al., 2002; BAFICA
et al., 2006). Apos ativagdo, estas células secretam citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas,
expressam receptores co-estimulatorios, € aumentam a endocitose € morte intracelular do parasita
através da liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (BASSO, 2013;
CUNHA -NETO; CHEVILLARD, 2014).

Inicialmente, macrofagos ativados produzem IL-12, que atua nas células NK induzindo a
producdo de IFN-y, que por sua vez aumenta a producdo de IL-12, TNF-a e NO (6xido nitrico) nos
macrofagos, contribuindo assim para a elimina¢do de 7. cruzi. No mesmo momento, ambas as
c€lulas sintetizam citocinas reguladoras, tais como, IL-10 e IL-4, afim de reduzir os efeitos nocivos
da resposta imune exacerbada (SATHLER-AVELAR et al., 2009). Assim, os macrofagos além de
terem um papel indispensavel na resposta imune primaria, eliminando o parasito, participam do
processo de homeostase tecidual, controlando a intensidade da resposta inflamatoria.

Apo6s 15 dias de infecgdo, inicia-se a imunidade humoral com a ativacao policlonal de
linfocitos B e a hipergamaglobulinemia, principalmente de IgM (ANTAS et al., 1999). Diferentes
isotipos de imunoglobulinas, principalmente da classe IgG, estdo envolvidos na eliminagdo local e
sistétmica do parasito através de mecanismos como fixacdo do complemento, aglutinagdo e
citotoxicidade. Assim, o papel protetor dos anticorpos na eliminagdo de 7. cruzi esta associado a
capacidade de reconhecerem antigenos do parasito, formarem agregados que fixam o complemento,
aumentarem a opsonizacao e os mecanismos citotoxicos (TAKEHARA; MOTA, 1991).

APCs, tais como, macrofagos, células dendriticas e linfécitos B tém um papel essencial na
geragdo de linfocitos T efetores, que produzem diferentes citocinas envolvidas na polarizagdo das
respostas imunes Thl ou Th2 (TARLETON, 2015). Células Thl s3o responsaveis pela producao

de citocinas pro-inflamatorias, enquanto células Th2 possuem func¢do anti-inflamatéria e sdo
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envolvidas na resposta mediada por anticorpos (BASSO, 2013). A producao adequada de citocinas
pro-inflamatorias, tais como, IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-18, ¢ essencial ao controle da infec¢ao
promovida por 7. cruzi. Ja a citocina IL-17 e as células T regulatorias (Treg) controlam a resposta
imune exacerbada na doenga de Chagas, ja que regulam a diferenciagdo de células de perfil Thl, o
recrutamento de células inflamatdrias e a miocardite induzida pelo parasito no tecido cardiaco
(MARIANO et al., 2008; GUEDES et al., 2010).

As caracteristicas da fase aguda sdo o resultado do controle parasitario realizado pelas
respostas imune humoral e celular e pela interacdo de suas citocinas. Entretanto, a defesa do
hospedeiro contra 7. cruzi pode diminuir ao longo do tempo ou ser suprimida por elementos
provenientes do proprio parasito. Esta imunossupressdo inespecifica que ocorre durante os
primeiros estagios de infec¢do e a capacidade do parasito em se adaptar e evadir desta resposta,
impede a completa erradicacdo parasitdria, resultando na fase cronica da doenga (CARDOSO;
CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016).

Embora o estagio agudo da infec¢do por 7. cruzi seja geralmente controlado por uma
resposta imune altamente eficaz, esta ndo ¢ capaz de excluir totalmente o parasito, resultando em
uma infec¢do crdénica ao longo da vida do hospedeiro (GROOM; PROTOPAPAS; ZOCHIOS,
2017).

Na fase cronica, caracterizada pela patologia cardiaca, a intensa resposta inflamatoria ¢
observada e relacionada a altos niveis das citocinas de perfil Thl, IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-1B
(ABEL et al., 2001; ABEL et al., 2014). Tal resposta ¢ atribuida a agdo direta do parasito e/ou a

reacdes autoimunes induzidas por 7. cruzi no tecido (BASSO, 2013).
1.3. Tratamento e vacina contra parasitos intracelulares
1.3.1. Malaria

A primeira droga utilizada para o tratamento da maléria foi o quinino, através de lenta
infusdo intravenosa. Porém este medicamento apresenta varias desvantagens incluindo meia-vida
curta e dolorosas reacdes locais apos administra¢ao, além de poder causar efeitos adversos ao
paciente como hipoglicemia, hiperinsulinemia, cardiotoxicidade e hipotensao (WHO,1990;
BOULOS et al., 1997; LOOAREESUWAN et al., 2002; WHO 2014).

Ap6s o aparecimento de cepas resistentes a diversas drogas, o tratamento da infec¢do por

Plasmodium sp. tornou-se ainda mais dificil, fazendo-se necessario o uso de drogas alternativas.
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Diante disto, derivados de artemisininas passaram a ser utilizados no tratamento da malaria
(ALECRIM et al., 2000).

Atualmente, a utilizacdo de artesunato intravenoso ¢ o tratamento imediato indicado em
todos os individuos com malaria grave em todo o mundo (WHO, 2015). A droga apresenta
vantagens por matar o parasito no estdgio inicial, antes de atingir a microvasculatura
(UDOMSANGPETCH et al., 1996). Apds um periodo de administracdo minima de 24 horas com
artesunato, o tratamento deve ser concluido com derivados de artemisinina via oral, os quais sao
eliminados mais lentamente (WHO, 2015; PLEWES et al., 2019). Entre as desvantagens do
tratamento com artemisinina estio a necessidade de combinagao de drogas, bem como a dificuldade
de adesdo aos regimes longos de tratamento.

Ainda nao foi desenvolvida uma vacina eficaz contra Plasmodium, possivelmente devido ao
complexo ciclo de vida e variabilidade genética do parasito, pouco conhecimento sobre as respostas
imunes desencadeadas pelo mesmo e por falta de modelos experimentais adequados (GARRIDO-
CARDENAS et al., 2019).

Além de ndo existir vacina eficaz contra a malaria, t€ém-se observado cepas de P. falciparum
no sudeste da Asia, na Africa e em algumas regides da América Central resistentes a varios
medicamentos. Bem como cepas resistentes de P. vivax em paises endémicos como Nova Guiné,
Grécia, Tailandia, india e Indonésia (KLEMOLA, 1988; GETHING et al., 2012; GONCALVES et
al., 2014; WAHEED et al., 2015). Estudos indicam que P. falciparum geneticamente distintos (em
relagdo a enzimas, sensibilidade a drogas e padrdes cromossdmicos) que infectam o mesmo
hospedeiro podem sofrer recombinacdes genéticas durante a reproducdo sexuada, levando ao
desenvolvimento de parasitos geneticamente resistentes a condi¢cdes desfavoraveis e a
medicamentos (WALLIKER et al., 1987; CONWAY et al., 1999; MU et al., 2005; BRIGHT et al.,
2014; MILES et al., 2016).

Por outro lado, a transferéncia passiva de soro com anticorpos contra Plasmodium em
crian¢as com malaria, reduziu a parasitemia e os sintomas na maioria dos individuos, demonstrando
que anticorpos especificos podem controlar efetivamente o nimero de hemadcias parasitadas,
embora mecanismos precisos nao tenham sido esclarecidos (COHEN; MC; CARRINGTON, 1961;
AKTER etal., 2019).

1.3.2. Toxoplasmose

49



Desde 1995, o tratamento para toxoplasmose aconselhado pela Organizagdo Mundial da
Saude foi a combinagdo de primetamina com uma sulfonamida (geralmente sulfadiazina), que agem
para matar os taquizoitos. Porém, € preciso que os pacientes se mantenham bem hidratados, pois a
sulfadiazina ¢ pouco soluvel na urina e as sulfonamidas mais soltiveis parecem ser menos eficazes
(WHO, 1995).

Os poucos tratamentos contra a doenca ainda consistem na combinacdo das duas drogas
supracitadas. Porém, estes medicamentos podem falhar no tratamento da encefalite toxoplasmatica
e coriorretinite, devido a intolerancia, baixa absor¢ao ou resisténcia do parasito (BAATZ H et al.,
2006; MENECEUR et al., 2008; DOLIWA et al., 2013; SPALENKA et al., 2018). Além disso, esta
terapia pode causar hipersensibilidade, supressio da medula Ossea e efeitos teratogénicos
(PETERSEN, 2007).

O tratamento da doenca ¢ indicado para gravidas e individuos imunocomprometidos
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Em mulheres infectadas durante a gravidez, tem sido utilizada
espiramicina para prevenir a infecc¢do fetal (KAYE, 2011). Caso ocorra a infecgao fetal, a mae deve
ser tratada com uma combinagdo de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico (MONTOYA;
REMINGTON, 2008; ANTCZAK; DZITKO; DEUGONSKA, 2016). Tais drogas sdo altamente
utilizadas, porém causam efeitos adversos devido sua toxicidade, além disso, podem nao ser capazes
de reduzir o parasitismo, pois o parasito ja se mostrou resistente em estudos in vitro (KAYE, 2011;
MONTOYA; REMINGTON, 2008; MENECEUR, et al., 2008).

Alguns estudos recentes tém investigado a utilizagdo de azitromicina para tratar a
toxoplasmose congénita e demonstraram que ha reducdo na replicagdo do parasito apds o
tratamento, sem efeitos aparentes as células (COSTA, et al., 2009; FRANCO, et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2017). Porém, mais estudos devem ser realizados a fim de confirmar a eficacia e
vantagens da utilizacdo desta droga.

O tratamento da toxoplasmose ¢ dificil, visto que os medicamentos disponiveis apresentam
efeitos colaterais graves e a reativagao do parasito pode ocorrer a qualquer momento (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; SERRANTI; BUONSENSO; VALENTINI, 2011). Diante disto, uma vacina
eficaz contra a toxoplasmose ¢ de grande importancia.

Atualmente ndo existe vacina licenciada disponivel para uso em humanos. A tnica vacina
comercial disponivel € licenciada apenas para evitar infec¢ao congénita em ovelhas (BUXTON;

INNES, 1995). Porém ¢ uma vacina cara, possui curto prazo de validade e causa efeitos adversos.
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Além disso, esta vacina ndo ¢ indicada para uso em humanos, pois a cepa utilizada (S48) pode
reverter para uma cepa patogénica (KUR et al., 2009).

Diante deste contexto, varios estudos tém sido realizados em animais para avaliar os efeitos
imunologicos de vacinas contra toxoplasmose, incluindo vacina ativada, atenuada, de subunidade,
geneticamente modificada e de DNA. Os resultados das pesquisas indicam que ¢ possivel

desenvolver uma vacina eficaz contra a doenga (LIU; SINGLA; ZHOU, 2012).

1.3.3. Doenca de Chagas

Atualmente, o tratamento da doenga de Chagas ¢ baseado na utilizagdo de dois agentes
terapéuticos, o Benzonidazol e o Nifurtimox, eficazes apenas se empregados durante a fase aguda
da doenca para a eliminagdo do parasito. Sem eles, a persisténcia parasitaria ao longo da vida ¢
mantida e a doenca progride para a fase cronica, estagio no qual a grande maioria dos pacientes ¢
diagnosticada e os tratamentos nao sao eficazes (FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017).0
tratamento também ¢ indicado para aqueles em que a infecgdo foi reativada (por exemplo em
imunossuprimidos), para criangas com infec¢ao congénita e para os pacientes durante a fase cronica
precoce. Adultos infectados, especialmente os assintomaticos, devem ser tratados ja que o
tratamento antiparasitario pode prevenir ou parar a progressao da doenga (WHO, 2019b).

Porém, um numero crescente de linhagens de 7. cruzi resistente a essas drogas tem sido
relatado, com poucos pacientes responsivos ao tratamento (URBINA; DOCAMPO, 2003;
WILKINSON et al., 2008; MOLINA-GARZA et al., 2014; Maguire, 2015; KANSIIME et al.,
2018). Além disso, as drogas existentes apresentam alta toxicidade, manifestada no figado e reagdes
alérgicas, principalmente apds administracdo a longo prazo. Assim, os beneficios potenciais da
medicacdo em prevenir ou retardar o desenvolvimento da doenga de Chagas devem ser avaliados
em relagdo a longa duracao do tratamento (30 — 60 dias) e as possiveis reacdes adversas, que
ocorrem em até 40% dos pacientes tratados. Estes farmacos sdo contra-indicados para mulheres
gestantes e para pessoas com insuficiéncia renal ou hepatica (BENZIGER; DO CARMO;
RIBEIRO, 2017).

Cento e onze anos ap6s a descoberta da doenca, do agente etiologico e do ciclo de vida
completo do parasito por Carlos Chagas, ndo existem ferramentas para combater efetivamente o
patdégeno, sendo que o método mais eficaz de prevencdo ainda € o controle vetorial, embora a

triagem dos bancos de sangue tenha reduzido substancialmente a transmissdao de 7. cruzi por
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transfusio sanguinea e transplante de orgios (VAZQUEZ-CHAGOYAN; GUPTA; GARG, 2011;
ESCH; PETERSEN, 2013; DUMONTEIL et al., 2012).

Hé décadas nao sdo produzidos novos farmacos que apresentem maior eficacia € menores
efeitos colaterais, embora varios estudos estejam sendo realizados com este intuito. Além disso, até

o momento, nenhuma vacina estd disponivel para a prevencdo da doenca (BENZIGER; DO

CARMO; RIBEIRO, 2017; WHO, 2019b).

1.4. Glicosilfosfatidilinosiltol

Glicosilfosfatidilinositol (GPI) ¢ um complexo glicolipidico, o qual ancora diversas
proteinas e glicoproteinas por meio de sua por¢do C terminal & membrana celular (FERGUSON;
WILLIAMS, 1988; MCCONVILLE; FERGUSON, 1993; FERGUSON, 1994). As chamadas
ancoras GPI s3o ubiquas entre eucariotos, tendo sido descritas nos géneros Plasmodium (NAIK et
al., 2000; DELORENZI et al., 2002), Toxoplasma (TOMAVO et al., 1989), Trypanosoma
(SERRANO et al., 1995; FERGUSON et al., 1999) e Leishmania (Mcconville et al., 1990;
ILGOUTZ et al., 1999), bem como em leveduras e mamiferos (PITTET; CONZELMANN, 2007;
ORLEAN; MENON, 2007). Apesar de ser onipresente, as GPIs estdo em concentragdes
extremamente baixas nas membranas plasmaticas da maioria dos organismos, exceto nos
protozodrios parasitas, nos quais sdo muito abundantes (IKEZAWA, 2002; McCONVILLE;
FERGUSON, 1993).

GPIs possuem um nucleo glicano (GlcN) conservado ligado ao fosfatidilinositol (PI) entre
todas as espécies de eucariotos. Entretanto, sdo observadas variagdes nas cadeias laterais
adicionadas as ancoras de GPI, dependendo da espécie e da proteina ancorada (FUJITA;
KINOSHITA, 2010). Em cada caso, a por¢do C terminal da proteina € ligado via fosfoetanolamina
ao nucleo glicano com a sequéncia de trés manoses, que por sua vez esta ligado ao PI (Figura 4)
(MCCONVILLE; FERGUSON, 1993). Por exemplo, os parasitos Trypanosoma cruzi €
Plasmodium falciparum possuem grande similaridade em suas GPIs, e basicamente possuem uma
unica diferenga num grupamento acil da porcdo lipidica (GOWDA, 2002).

Nas ancoras GPI de 7. cruzi, um quarto residuo de manose ¢ adicionado ao nticleo glicano.
Além disso, a ancora GPI deste parasito pode apresentar variagdes na estrutura, como adicao de f3-
D-galactofuranose (BGalf), 2-aminoetilfosfonato (2-AEP) e modificacdes na composicdo lipidica,

dependendo da cepa ou do estagio de vida do parasito (PREVIATO et al., 1995). Enquanto que em
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GPI de Toxoplasma sp. foi relatada uma modificagdo, com um residuo de N-acetilgalactosamina

(GalNAc) ligada a terceira manose (AZZOUZ et al., 2006).

d) fosfoetanolamina

O manosec
@ GieN

Fosfatidil inositol

Figura 4. Estrutura conservada da ancora GPI de eucariotos. Apresentando um niicleo glicano (GlcN) conservado ligado
ao fosfatidilinositol (PI). Adaptado de Previato et al. (1995).

De acordo com estudos, GPIs sdo tdo ativos quanto lipopolissacarideos de bactérias e
lipopeptideos de Mycoplasma, o que os coloca entre as mais importantes moléculas pro-
inflamatorias microbianas conhecidas (ALMEIDA et al., 2000). Apesar desse tipo de ancora nao
ser exclusiva aos protozodrios, estes parecem usa-la com muito mais frequéncia do que os
eucariontes superiores, apresentando diferengas funcionais significativas entre esses grupos de
organismos (MCCONVILLE; FERGUSON, 1993). Em diferentes parasitos intracelulares, estas
moléculas estdo envolvidas em dois aspectos fundamentais da interagdo parasito-hospedeiro: a
invasdo de células e a evasdo da resposta imune do hospedeiro (YOSHIDA, 2006; ALVES; COLLI,
2008). Desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia e infectividade do parasito
(MCCONVILLE; FERGUSON, 1993).

GPIs de Trypanosoma cruzi, por exemplo, tém sido identificados como potentes indutores
de moléculas inflamatdrias, como NO, IL-12 e TNF-a, quando apresentadas a macrofagos (NAIK
et al., 2000). Assim como GPI de 7. gondii induz a produ¢do de TNF-o em macrofagos
(DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003). Além disso, estudos prévios apresentaram GPIs de
Plasmodium falciparum como importantes fatores de patogenicidade da maléria, baseado na
capacidade dessas moléculas de induzir citocinas em macréfagos e células endoteliais e causar

sintomas de infec¢do aguda em animais experimentais (NAIK et al., 2000).
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E visto que GPIs sdo comprovadamente fatores de patogenicidade em Plasmodium
falciparum (NAIK et al., 2000), Toxoplasma gondii (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003),
Trypanosoma cruzi (GARG et al., 1997; ALMEIDA et al., 2000) e Leishmania sp (ILGOUTZ et
al., 1999). E tem sido demonstrado que pessoas que vivem em areas endémicas para malaria,
apresentam uma resposta IgG especifica para GPI de Plasmodium falciparum. Embora adultos e
criangas mais velhas apresentem niveis elevados de anticorpos, criangas suscetiveis ndo possuem
ou apresentam niveis muito baixos de anticorpos. Além disso foi verificado auséncia de anticorpos
anti-GPI em pacientes com febre e anemia, sugerindo que os anticorpos promovem prote¢ao contra
as formas clinicas da malaria (NAIK et al., 2000). Desta forma, GPI se torna importante candidato
a alvo para produg@o de moléculas a serem utilizadas em alternativas terapéuticas contra doencas

parasitarias.

1.5. Phage display

Phage display é uma técnica eficiente para identificar peptideos ou proteinas que se ligam a
outras moléculas com diversas aplicabilidades, como desenvolvimento de imunoterapicos e vacinas
para diferentes enfermidades (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016; WANG; LIN; LV, 2019). A
tecnologia ¢ baseada no principio de que polipeptideos podem ser expressos na superficie de
bacteriofagos filamentosos pela inser¢do de um segmento de DNA codificante no genoma dos
mesmos, de modo que o peptideo ou proteina expressado fique exposto na superficie da particula
viral fusionado a uma proteina viral naturalmente expressa no bacteriofago (SMITH, 1985; RUIZ
et al., 2015).

A possibilidade de expressdo de uma proteina de fusdo no capsideo de bacteriofagos, de
maneira acessivel ao reconhecimento por um ligante, demonstrada em 1985 por Smith, abriu
caminho para a constru¢cdo de bibliotecas conformacionais apresentadas na superficie destas
particulas virais (SMITH, 1985).

Os bacteriofagos M13, utilizados na técnica, possuem uma fita simples de DNA envolta por
uma capa proteica constituida por cinco proteinas (pIIl, pVI, pVII, pVIII e pIX) (Figura 5). Destas
cinco proteinas, existem aproximadamente 2.800 copias da pVIII e trés a cinco copias da plll
(RUSSEL, 1991). Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou proteina de interesse ¢
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da cdpsula proteica do fago

(BRATKOVIC, 2009). A pIII ¢ a mais utilizada na técnica de Phage display pois, devido & sua
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baixa representatividade em relacdo a pVIII, as bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na
pllI sdo mais indicadas para a descoberta de ligantes com alta afinidade (BRIGIDO; MARANHAO,
2002).

Figura 5. Esquema representativo de um bacteriéfago filamentoso, o qual infecta uma variedade de bactérias Gram-
negativas, frequentemente Escherichia coli do género masculino, utilizando o pilus sexual do receptor. Esse virus
apresenta DNA de fita simples envolto por uma capa proteica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVIL, pVIII e
pIX). Garg, 2019.

Uma das vantagens do uso do bacteriofago ¢ que eles ndo geram uma infecgdo litica em
Escherichia coli, mas preferencialmente induzem um estado no qual a bactéria infectada produz e
secreta particulas de fago sem softrer lise (TIKUNOVA; MOROZOVA, 2009).

Visando a abreviacdo do tempo requerido para selecdo de populagdes moleculares
compostas pelo maior nimero possivel de variantes, desenvolveu-se a constru¢do de bibliotecas
conformacionais, que sao definidas como uma populagdo de ligantes em potencial, composta por
(bio)moléculas de formas varidveis. Cada membro da biblioteca apresenta uma forma distinta, que
determinard a capacidade de interagdo deste com a molécula alvo. Quanto maior o numero de
formas representadas na biblioteca, mais facilmente sera encontrado um ligante afim (POSNER et
al., 1994).

A selecdo de sequéncias baseada na afinidade de ligagdao do fago a uma molécula alvo ¢ feita
por um processo de selecdo in vitro denominado biopanning. O biopanning (Figura 6) consiste na
incubagdo da biblioteca de peptideos ou proteinas expostos em fagos contra o alvo. Os fagos nao
ligantes ou menos especificos sdo eliminados por lavagens sucessivas € os fagos especificos
permanecem ligados para posterior eluicao. O pool de fagos especificos € amplificado para os ciclos
posteriores de selegdo. Apds trés ou quatro ciclos de selecdo os clones individuais sdo caracterizados

por sequenciamento de DNA e Ensaio de Imunoabsorbancia Enzimatica (ELISA) (SMITH, 1985).
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Figura 6. Esquema representativo do processo de Biopanning para selegdo de peptideos (A) e anticorpo (B). Em A, a
biblioteca de fagos (1) ¢ adicionada ao alvo imobilizado (2). Os fagos que ndo se ligarem serdo retirados por lavagens
sucessivas (3), assim os fagos de interesse (que se ligaram ao alvo) sdo eluidos (4), titulados (5) e amplificados em E.
coli ER2738 (6), os quais serdo utilizados para um novo ciclo (7). Apos trés ciclos de selegdo, o DNA dos fagos sdo
extraidos e sequenciados (8). Em B, o processo se distingui quando os fagos eluidos sdo amplificados em E. coli XL-
Iblue (6) e, apds o ultimo ciclo de selegdo, as bactérias E. coli XL1-Blue infectadas sdo utilizadas para extragdo do
DNA plasmidial (8) e posterior transformacao em bactérias E. coli TOP10 (9).

A técnica de Phage Display tornou-se um método alternativo para o estudo de interacdes
moleculares, incluindo interagdes antigeno-anticorpo. Sabe-se que epitopos lineares, bem como
mimetopos que imitam epitopos descontinuos de um antigeno, podem ser identificados por rastreio
de bibliotecas de fagos com anticorpos monoclonais ou policlonais (COSTA et al, 2014; TOLEDO-
MACHADO et al, 2015). Este método possui vantagens devido a ligagdo direta que existe entre o
fendtipo experimental e o gendtipo encapsulado, mostrando a evolugdo dos ligantes selecionados
até moléculas otimizadas (AZZAZY; HIGHTSMITH, 2002). Além disto, ¢ uma técnica que nao
requer equipamentos especiais, tem possibilidade de realizar selecdo in vitro, é rapida e apresenta
um elevado numero de peptideos e proteinas diferentes que podem ser expressos (WILLATS,

2002).
1.6. Single-chain variable fragment (scFv) como proposta terapéutica

Uma alternativa terapéutica no combate de diversas doencgas ¢ a constru¢do de moléculas
recombinantes de anticorpos artificiais que sao normalmente produzidos na forma de fragmentos
polipeptidicos, com capacidade de se comportarem de forma idéntica ao anticorpo original (ZHOU

et al., 2017). A forma mais utilizada nesse contexto ¢ o fragmento varidvel de cadeia unica de
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anticorpo (single-chain variable fragment; scFv), que contém os dominios varidveis das cadeias
leves e pesadas unidas por um peptideo conector (/inker), e apresentam peso molecular de cerca de
30 kDa (BARBAS; BURTON; SCOTT, 2001; AHMAD et al. 2012).

Esse tipo de engenharia tornou-se possivel devido a divisao dos anticorpos em subunidades
funcionais, que podem ser combinados artificialmente para criar novas moléculas, gerada pela
estrutura em dominio dos anticorpos. Nesse sentido, tornou-se peca chave no tratamento de diversas
doengas, o desenvolvimento de novas imunoglobulinas recombinantes, visto que, a sua
especificidade caracteristica faz com que elas atuem em um alvo especifico, elevando a eficacia do
tratamento (AHMAD et al., 2012).

Os scFvs tém sido utilizados no diagnostico e imunoterapia de diversos tipos de cancer,
doencas virais e parasitarias, e t€ém mostrado vantagens sobre anticorpos monoclonais e
convencionais (VUKOVIC et al., 2002; BAKHSHINEJAD; SADEGHIZADEH, 2014; CHEN et
al., 2017; KESSLER et al., 2017; WANG:; LIN; LV, 2019).

A utilizagdo dessas moléculas tem apresentado certas vantagens em relagdo a utilizagdo de
uma molécula de anticorpo inteira em aplicagdes terapéuticas: a) os fragmentos menores permitem
a penetragcdo de forma mais rapida e uniforme em tumores e outros tecidos em comparagao com 0s
anticorpos inteiros, b) apresentam circulagdo sanguinea rapida. Estudos anteriores demonstraram
que pacientes tratados com scFv apresentavam boa localizacao das moléculas em apenas uma hora
apods a sua injecao; c¢) boa penetracao nos tecidos; d) baixa reteng@o nos rins € outros 0rgaos nao-
alvo; e) maior facilidade de manipulagdo génica, por tratar-se de uma constru¢do monocistronica;
f) custo comercial baixo em grande escala de produgdo; g) podem ser acoplados com drogas e
radionuclideos, a fim de resultar em baixa exposi¢do do tecido saudavel (AHMAD et al., 2012;
WANG; LIN; LV, 2019).

E visto que, as ancoras GPI estdo envolvidas em muitos aspectos da interagdo parasito-
hospedeiro, além de serem capazes de induzir reposta inflamatoria. Neste contexto, GPI se torna
importante candidata a alvo para a selecao de clones de scFv, os quais poderao ser utilizados como
alternativas terapéuticas contra doencas. Desta forma, o presente trabalho propos selecionar e
caracterizar fragmentos (scFv) de anticorpo monoclonal selecionado frente a GPI de Plasmodium
falciparum, e avaliar sua capacidade em neutralizar a invasdo e replicacdo celular do parasito.
Interessantemente, vimos que tais fragmentos de anticorpos também sdo capazes de neutralizar 7.

cruzi ¢ T. gondii em ensaios in vitro, sendo assim essa investigagao explora as ligagdes de um scFv
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especifico, contra diferentes parasitos e seu potencial de neutralizagdo da infec¢do, o que serd

mostrado a seguir.
1.7. Peptideos recombinantes como alternativa vacinal

Como alternativa vacinal para o combate de diversas doengas, t€ém-se observado a utilizacao
de peptideos miméticos a epitopos ou determinantes antigénicos de patdgenos (regides de
reconhecimento do antigeno pelos anticorpos). Tais moléculas também podem ser identificadas
através da metodologia de Phage display utilizando bibliotecas de peptideos apresentados em fagos,
a qual tem sido extremamente importante para a identifica¢do e caracterizagdo de novos ligantes de
alta afinidade de uma infinidade de enfermidades, incluindo cancer, doengas infecciosas,
cardiovasculares e auto-imunes (STEPHEN; HELMINEN; LANE, 1995).

As bibliotecas de peptideos randdmicos, utilizadas nessa metodologia, compreendem um
vasto numero de peptideos, os quais possuem sequéncias geradas aleatoriamente por uma variedade
de residuos de aminoacidos em cada posi¢ao. Os peptideos expressos, em forma linear ou circular,
sdo capazes de mimetizar estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos
(AZZAZY; HIGHSMITH, 2002). Essas bibliotecas podem ser adquiridas comercialmente o que
garante melhor manutencao da variabilidade.

Pequenos peptideos que se ligam especificamente a um sitio de ligacdo do alvo e que
mimetizam o epitopo natural sem apresentar similaridade com a sequéncia original de aminoacidos
do alvo s@o conhecidos como mimetopos. Esta defini¢do também abrange os casos em que o ligante
natural ndo seja proteinas (SMITH e PETRENKO, 1997).

Quando o alvo utilizado para uma selecao por afinidade ¢ um anticorpo, os peptideos
selecionados a partir de bibliotecas de peptideos randomicos sao chamados miméticos antigénicos
dos epitopos naturais correspondentes ao determinante antigénico que provoca a selecao especifica.
Quando esses peptideos sdo usados para imunizar animais naive, alguns sao capazes de gerar novos
anticorpos que apresentam reatividade cruzada com o epitopo natural, mesmo sem nunca haver
contato prévio direto com o alvo. Tais peptideos sdo considerados miméticos imunogénicos bem
como miméticos antigénicos (FOLGORI et al, 1994; PASQUALINI; KOIVUNEN; RUOSLAHTI,
1995; SMITH; PETRENKO, 1997; CARDOSO et al., 2009).

Os miméticos antigénicos apresentam vantagens sobre os antigenos naturais pois sao
produzidos de forma mais simples e mais barata, além da possibilidade de enfatizar uma

especificidade em particular. Possibilitando assim, o desenvolvimento de testes de diagnostico mais
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especificos, além de poderem ser utilizados como componentes de vacinas (SMITH; PETRENKO,
1997; PRUDENCIO et al., 2009).

A possibilidade do uso de peptideos obtidos através do mapeamento de epitopos apresenta
grande potencial para a formulagdo de vacinas sintéticas. J4 que miméticos antigénicos, que também
sdo miméticos imunogénicos, apresentam potencial vacinal por serem protetores e capazes de gerar
anticorpos reativos a um epitopo natural do patogeno (SMITH; PETRENKO, 1997).

Desta forma, a selecao e caracterizagao de peptideos recombinantes (ou mesmo sintetizados
quimicamente) induziria uma resposta imunologica e protetora contra a infec¢ao, com fins vacinais

e de diagnostico.
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Objetivos
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2.1. Desenvolvimento de fragmento de anticorpo anti-GPI
2.1.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial protetor de clones de scFv selecionados contra GPI de P. falciparum,

em infec¢do in vivo por P. berghei-ANKA GFP+ e in vitro por T. gondii e T. cruzi.

2.1.2. Objetivos especificos

e Selecionar e caracterizar moléculas de scFv, obtidas por Phage Display, frente a GPI
purificado de P. falciparum;

e Avaliar a reatividade das moléculas de scFv selecionadas a diferentes parasitos protozoarios
(P. falciparum, T. cruzi e T. gondii), por meio de ensaios de ELISA;

e Determinar a dose de tratamento de scFv, através de teste de viabilidade celular;

e Avaliar, in vitro, o efeito das moléculas de scFv no processo de invasdo celular, utilizando
parasitos previamente tratados com a fracdo de anticorpo selecionada;

e Monitorar a parasitemia em camundongos C57 BL/6 infectados com P. berghei- cepa
ANKA, previamente tratados ou ndo com scFv selecionado;

e Avaliar a taxa de mortalidade de modelos murinos previamente infectados com P. berghei-

cepa ANKA, tratados ou nao com o clone scFv selecionado;
2.2. Desenvolvimento de peptideos ligantes de scFv anti-GPI

2.2.1. Objetivo Geral
Selecionar peptideos antigénicos miméticos a molécula GPI de P. falciparum a partir do
clone de scFv selecionado na proposta terapé€utica, para futuramente serem utilizados em uma

formulagao vacinal.

2.2.2. Objetivos especificos

e Selecionar e caracterizar peptideos miméticos ao GPI de P. falciparum, obtidos por Phage
Display, utilizando o clone de scFv como alvo;

e Avaliar a reatividade dos clones de fagos selecionados ao scFv (G7);

e Avaliar a capacidade dos clones de fagos em diferenciar soro de camundongos infectados

com P. berghei- cepa ANKA.
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DESENVOLVIMENTO DE FRAGMENTO DE ANTICORPO ANTI-GPI DE P.

faciparum
3.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados em animais foram autorizados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU) sob nimero de protocolo
153/16. Os animais foram mantidos na Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU).

3.2. Selecao de scFv ligante a GPI de Plasmodium falciparum

Para sele¢do de clones de scFv, foram utilizadas moléculas de GPI de P. falciparum
previamente purificadas (NAIK et al., 2000). De maneira simplificada, 3x10° parasitos foram
submetidos a trés ciclos de extragdo com 15 mL de cloroférmio/metanol (2:1, v/v). O sedimento foi
extraido cinco vezes com 10 mL de cloroférmio/metanol/agua (10:10:3, v/v/v), seco e entdao
adicionado n-butanol 9%. A camada organica foi seca e o residuo foi extraido com n-propanol
aquoso a 80%.

A selecdo das fragdes de anticorpos foi realizada utilizando uma biblioteca de fagos
contendo aproximadamente 2x10° sequéncias combinatérias de scFv, desenvolvida em nosso
laboratorio, por CARNEIRO et al., 2014. Foram realizados dois ciclos de selecao, sendo precedidos
pela reamplificagdo da biblioteca de scFv em Escherichia coli XL1-Blue competentes e infec¢ao
do fago auxiliar VCSM13 para a montagem e replicacdo das proteinas virais (BARBAS; BURTON;
SCOTT, 2001). Um pogo de uma placa de microtitulacao (Nunc MaxiSorpTM, eBioscience, San
Diego, CA, EUA) foi sensibilizado com 50 pL de GPI de P. falciparum em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1M (pH 8,6) e incubado por 18 horas a 4°C. O pogo foi entdo bloqueado com 250 pL
de PBST 0,05%/BSA 5% [salina tamponada com fosfato acrescida de Tween 20 0,05% (v/v) e soro
albumina bovina 5% (p/v)] durante 1 hora a 37°C, e lavado trés vezes com PBS. Em seguida, 100
uL da biblioteca de fagos-scFv foram adicionados ao pogo e a placa foi incubada por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, o pogo foi lavado 10 vezes com PBST [0,1% (v/v) Tween 20]. Os fagos ligados as
moléculas de GPI foram eluidos com 100 pL de glicina-HCI 100mM (pH 2,2) durante 15 minutos
a temperatura ambiente (TA). A suspensdo foi neutralizada com 16,5 pL de Tris 2M (pH 9,1). Os
fagos resultantes desta primeira sele¢ao foram amplificados em E. coli XL1-Blue. Um segundo

ciclo de selecao foi realizado como descrito acima.
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3.3. Extracio de DNA plasmidial e transformacio em E. coli TOP10

Bactérias E. coli XL1-Blue infectadas a partir do 2° ciclo de sele¢ao foram utilizadas para
extragdo do DNA plasmidial e posterior transformagdo em bactérias E. coli TOP10, uma linhagem
ndo supressora. A extracdo de DNA plasmidial foi realizada utilizando o QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Hilden, DS, Germany), de acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA plasmidial
extraido foi quantificado (Nanodrop Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, EUA) e posteriormente analisado em gel de agarose a 0,8% com padrao de peso molecular de
1kb (Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific).

Bactérias E. coli TOP10 foram preparadas com CaCl» para se tornarem quimiocompetentes.
Aproximadamente 50 ng de DNA plasmidial foram adicionados cuidadosamente em 10 pL de
bactérias TOP10. A mistura foi mantida em gelo durante 30 minutos e, em seguida, submetida a
um choque térmico durante 90 segundos a 42°C e 60 segundos em banho de gelo. Posteriormente,
800 uL de meio SOC foram adicionados e a suspensdo foi incubada a 37°C por 45 minutos.
Aliquotas das bactérias transformadas foram plaqueadas em agar Luria-Bertani (LB) contendo
carbenicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas, overnight a 37°C, para o crescimento das

coldnias recombinantes, que continham o inserto.

3.4. Expressao de scFv

Cada colonia com o inserto foi transferida e cultivada em uma placa deep well contendo 1
mL de meio Superbroth (SB), carbenicilina (100 pg/mL) e 2% de glicose 2M (v/v). A placa foi
incubada overnight sob agitacdo a 250 rpm e 37°C. Em seguida, foram transferidos 50 pL de cada
clone bacteriano para uma nova placa contendo 1 mL de meio SB/carbenicilina (100 ng/mL) / 2%
de glicose 2M (v/v) e incubados a 250 rpm a 37°C durante 4,5 horas. Apos a incubagao, a placa foi
centrifugada a 3.700 rpm durante 15 minutos a 4°C e o pellet foi ressuspendido em 1,5 mL de meio
SB/carbenicilina (100 pg/mL). A expressdao de scFv soluvel foi induzida com isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, M1, EUA) a uma concentracdo final de 2,5
mM, overnight sob agitacao a 250 rpm e 30°C. A placa deep well foi centrifugada a 3.700 rpm
durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o scFv soluvel foi transferido para outra placa
de 96 pocos e armazenado a 4°C. O volume remanescente da primeira placa foi centrifugado, e o

pellet de bactérias foi utilizado para a extragdo do DNA e posterior sequenciamento.
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3.5. Analise da expressao e especificidade dos clones de scFv por ELISA

Para anélise da especificidade dos clones de scFv, placas de microtitulagao de alta afinidade
(Nunc MaxiSorpTM, eBioscience, San Diego, CA, EUA) foram sensibilizadas com 10 pg/mL GPIs
extraidos de P. falciparum em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6), bloqueadas e
adicionadas da suspensao de clones de scFv. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com
PBS/BSA 5%. Foram adicionados 50 pL de anti-HA/peroxidase (1:1000) (Roche, Basel, Suiga)
diluidos em PBS/BSA 5% ¢ as reagdes foram reveladas pela adi¢ao de orto-fenilenodiamina, (OPD
- CsHa(NH>)2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) em tampao citrato fosfato (0,1M; pH 5,0) a
0,4mg/mL com 0,4% de perdxido de hidrogénio (H20z) por 30 minutos. A reagdo foi interrompida
com a adi¢do de acido sulfurico (H2SO4 2N) e a leitura realizada a 492 nm em leitora de ELISA
Titertek Multiscan (Flow Laboratories, Rockville, MD, EUA).

As etapas de bloqueio e conjugado foram realizadas a 37°C por 1 hora e entre cada etapa
foram realizadas trés lavagens com PBS 1X por 1 minuto.

A partir desde ensaio, para seguir com os testes in vitro e in vivo, foi escolhido o clone que

apresentou maior reatividade com GPI de P. falciparum.

3.6. Sequenciamento de DNA

Os clones de scFv capazes de reconhecer o alvo, a partir do ELISA, foram submetidos ao
sequenciamento do DNA plasmidial.

Para a reagdo de sequenciamento foi utilizado o DNA extraido do pellet de bactérias
previamente separado. As reacdes foram realizadas de acordo com o kit DyEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare Life Sciences, Waukesha, W1, EUA). Foram
utilizados os seguintes primers: MMB4 (5°- GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG T-3’) para a
cadeia leve e MMBS (5’-CGT TTG CCA TCT TTT CAT AAT C-3’) para a cadeia pesada, em um
volume final de 10 pL.. As amostras foram enviadas a empresa responsavel pelo sequenciamento e

submetidas ao sequenciador ABI3730 Platform (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific).

3.6.1. Analise de bioinformatica
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Analises in silico de modelagem molecular foram realizadas para predizer a estrutura
tridimensional (3D) do clone de scFv e localizar espacialmente as Regides Determinantes de
Complementariedade (CDR’s). As sequéncias adquiridas através do sequenciamento foram
analisadas pelo IgBLAST (http://www .ncbi.nlm.nih.gov/igblast) e VBASE2
(http://www.vbase2.org) (Retter et al., 2005) para identificacdo das cadeias leve e pesada das
moléculas de scFv, assim como de suas regides conservadas (Framework Regions, FRs) e variaveis
(Complementarity Determining Regions, CDRs). As sequéncias de aminoacidos deduzidas pelo
Expasy translate (https://web.expasy.org/translate) foram submetidas ao programa de
bioinformatica I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) para obtencdo da
estrutura 3D da molécula de scFv. A melhor predigao foi escolhida com base nas pontuagdes obtidas
pelos verificadores internos de cada preditor e ferramentas online, sendo estas ultimas, os sofiwares
Verify3D (http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/), SAVES v5.0
(http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/), e RAMPAGE: Ramachandram Plot Assessment
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage2.php) os quais avaliam a coeréncia espacial ¢ a
compatibilidade entre a sequéncia linear (1D) e o modelo predito (3D). O modelo melhor avaliado
foi gerado pelo I-TASSER. O Software PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3.0
Schrodinger, LLC foi utilizado para visualizacdo, andlise, edi¢do e exportacdo das imagens.

O clone selecionado apos as analises de bioinformatica foi submetido a expressao de scFv
em maior escala e purificado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid

Chromatography, HPLC).

3.7. Expressao de scFv em maior escala e purificacio por HPLC

A expressao dos clones de scFv foi induzida como descrito no item “Expressdo de scFv”,
para produg¢do em maior escala (600 mL). Apds producdo, o sobrenadante contendo o scFv foi
purificado por cromatografia de afinidade utilizando a coluna HisTrapTM HP (GE Healthcare Life
Sciences, Waukesha, W1, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante, em sistema HPLC
(AKTATM purifier, GE Healthcare Life Sciences). Apds imobilizacdo de niquel na coluna e da
adicdo de tampao de ligacdo (Imidazol 50mM, NaCl 0,5M, Na,HPO4 20mM, pH 7.,4), foi
adicionado o sobrenadante da cultura de bactérias, obtido apds centrifugacdo e filtragdo. As
moléculas de scFv ligadas ao niquel pela cauda de hexa-histidina (His6) foram eluidas por

competi¢ao com tampao de elui¢do (Imidazol 500mM, NaCl 0,5M, NaoHPO4 20mM, pH 7,4). O
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scFv purificado foi concentrado utilizando tubo Amicon de 3 kDa (Millipore, Billerica, MA, EUA)
e a concentragdo proteica foi determinada utilizando kit BCA TM (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, EUA).

3.8. Identificacdo de scFv purificado

O ensaio Dot blot foi realizado com adicdo inicial de 8ug de scFv purificado a membrana
de nitrocelulose 0,2 um (GE Healthcare Life Sciences, Germany). ApOs secagem a temperatura
ambiente (TA), a membrana foi bloqueada com PBS/leite em p6 desnatado 5% por 1 hora sob
agitacdo a TA e, em seguida lavada trés vezes com PBS 1X. Posteriormente, o anticorpo secundario
anti-HA/peroxidase (Roche, Basel, Suiga), diluido a 1:1000 em PBS/leite em p6 desnatado 1% foi
adicionado e a membrana foi incubada por 1 hora a TA, sob agitagdo. Apds 2 lavagens com PBS-
T 0,05% e 1 lavagem com PBS1X, a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato DAB (3,3'-
diaminobenzidina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) por 30min e interrompida com agua
corrente.

Para a verificacdo da integridade das moléculas de scFv purificadas, as mesmas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) com padrdo de peso
molecular de 10 a 250kda.

3.9. Ensaios in vivo
3.9.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas para realizagdo dos experimentos e Balb/c
para manuten¢do da cepa P. berghei — ANKA - GFP+ (SANCHEZ et al 2007). Todos com idade
entre 6-8 semanas, mantidos com alimento e agua ad libitum, nascidos e mantidos durante todo o

periodo experimental na REBIR/UFU.

3.9.2. Manutencao de Plasmodium berghei

Para manutengdo da cepa P. berghei-ANKA-GFP+ foram utilizados camundongos da

linhagem BALB/c. A cada sete dias, coletou-se uma amostra de sangue do animal infectado e
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inoculou-se em outro animal durante o periodo em que se necessitou de parasitos para realizagao
de experimentos. Para infeccdo experimental, uma amostra de aproximadamente 200 pL foi
coletada do plexo retro-orbital de camundongos infectados com P. berghei-ANKA (parasitemia
entre 8 e 12%). Posteriormente realizou-se a determinacdo da porcentagem de hemadcias parasitadas
através de citometria de fluxo e a quantidade 1x10° hemacias parasitadas foram inoculadas em

animais a serem desafiados.

3.9.3. Infeccio com P. berghei-ANKA-GFP+ e Tratamento com clone de scFv

selecionado

Camundongos C57BL/6 fémeas, com idade de sete semanas, foram agrupados da seguinte
forma: ndo infectados e tratados com PBS (grupo 1), ndo infectados e tratados com o clone de scFv
(grupo 2), infectados com P. berghei-ANKA e tratados com PBS (grupo 3), infectados com P.
berghei-ANKA e tratados com o clone de scFv (grupo 4). Os animais tratados com PBS receberam
150 ulL da solug¢do e os tratados com o fragmento de anticorpo receberam uma composi¢ao
farmacéutica compreendendo o fragmento de anticorpo scFv e um carreador farmaceuticamente
aceito, compreendendo 100 ug do scFv e diluidos em 150 uL de PBS. Os animais dos grupos 3 e 4
foram infectados via intraperitoneal, no dia 0, com 105 hemacias infectadas por animal e no mesmo
dia foi iniciado o tratamento de todos os grupos. Nos dias 3 e 6 os animais receberam novamente o
tratamento (PBS ou scFv) via intraperitoneal. Para andlise de sobrevida, os animais foram
acompanhados durante 30 dias. Para as demais analises (parasitemia, peso corporal e Escala Rapida
e Quantitativa de Coma e Comportamento Murino-RMCBS) os animais foram acompanhados e
entdo eutanasiados no 7° dia pds infeccao (dpi), ja que € neste tempo que os animais infectados com
dose letal de P. berghei- Anka geralmente apresentam quadros clinicos de malaria cerebral, seguido
de morte.

Os animais foram eutanasiados sob plano anestésico (Cetamina 90 mg/kg e Xilazina 10

mg/kg) seguido por deslocamento cervical.

3.9.4. Determinacio da parasitemia
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Uma gota de sangue (aproximadamente 3 pL) obtida através de pungdo da cauda de
camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei-ANKA-GFP+ tratados ou ndo com o clone
selecionado foi diluida em 300 puL de solucdo salina (PBS) para analises de citometria de fluxo.
Todas as amostras foram lidas em aparelho BD Accuri C6 (Becton Dickinson, Sao José, California)
com excitagdo pelo laser de 488nm. Eritrocitos foram primeiramente identificados por suas
especificidades de tamanho e granulosidade e um total de 50.000 eventos foram adquiridos de cada

amostra.

3.9.5. Curva de mortalidade

Camundongos C57BL/6 fémeas infectadas com P. berghei-ANKA-GFP+ tratadas com o
clone selecionado e grupo controle (infectadas, ndo tratadas) foram acompanhados diariamente por
trinta dias. Para anélise de morbidade, foram realizadas pesagens dos animais dos dias 0 a 6 pos-
infecgdo. Para verificagdo dos sinais clinicos relacionados a malaria cerebral, os animais foram
observados quanto a manifestagdo de ataxia, paralisia, desvio de cabeca e convulsdes. Quando
determinado grau de sofrimento (sinais de dor, inani¢do, perda de mais de 20% do peso corporal),
os animais foram eutanasiados sob plano anestésico (Cetamina 90 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg)

seguido por deslocamento cervical.

3.10. Ensaios in vitro
3.10.1 Parasitos

Formas tripomastigotas de cultura de tecido da cepa Y de 7. cruzi (TCT Y) foram
gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Tripanosomatideos da Universidade Federal de
Uberlandia. Ja as formas taquizoitas e extrato proteico de Toxoplasma gondii (cepa RH) nos foram

doados pelo Laboratério de Imunoparasitologia da mesma universidade.

3.10.2. Validac¢ao da reatividade do scFv com extratos de parasitos
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Diante da similaridade das moléculas de GPI entre diferentes parasitos, investigamos a
reatividade do scFv com extratos proteicos de outros parasitos protozoarios intracelulares
(Trypanossoma cruzi e Toxoplasma gondii).

Para tanto, uma placa de microtitulacao de 96 pocos de alta afinidade (Nunc MaxiSorpTM,
eBioscience, San Diego, CA, EUA) foi sensibilizada com 1pg/pogo de extrato dos parasitos em
tampao carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6), overnight a 4 °C. Apods este periodo foi feita 1
lavagem com PBS 1X e posteriormente foi realizado o bloqueio com PBS/BSA 5% por 1 hora a
37°C, seguido de 2 lavagens com PBS 1X. Em seguida, foi adicionado 1ug/pogo de scFv purificado,
incubando por 1 hora a 37°C. Apos 3 lavagens com PBS 1X, foram adicionados 50 puL. de anti-
HA/peroxidase (1:1000) (Roche, Basel, Suica) diluidos em PBS/BSA 5% e a reacdo foi revelada
pela adi¢ao de OPD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) em tampao citrato fosfato por 30 minutos.
A reacdo foi interrompida com a adi¢do de acido sulfurico (H2SO4 2N) e a leitura realizada a 492

nm em leitora de ELISA Titertek Multiscan (Flow Laboratories, Rockville, MD, EUA).

3.10.3. Teste de viabilidade celular

Para avaliacao da citotoxidade do clone de scFv selecionado, foi utilizado o teste de Alamar
Blue em placa de 96 pogos. Na realizagdo de cada teste foi preparada uma solu¢io contendo 10°
células C2C12 (mioblastos murino) em 10 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) suplementado. Desta, foram transferidos 100 puL para cada pogo da microplaca, que foi
entdo incubada por 6 horas a 37°C e 5% de COa, permitindo aderéncia das células ao fundo do
pogo. Na sequéncia, o meio de cultura de cada poco foi retirado e adicionado o tratamento com
scFv nas concentragdes testadas (1,562 a 200 pg/mL; Fator de dilui¢do = 2). O volume final de cada
poco foi de 100 pL e a quantidade de células presentes em cada pogo foi de 10*. Foi preparado
controle positivo de morte celular (0% de viabilidade celular) em meio DMSO a 30%.

Apos ser preparada, a placa foi incubada por 24 horas a 37 °C e 5% de CO». Em seguida,
foi adicionado 10 pL de solugdo de resazurina a 3 mM em PBS. A placa foi submetida a outra
incubagdo por 24 horas nas mesmas condi¢cdes. Em seguida foi realizada leitura da absorbancia a
595 nm em espectrofotdmetro de microplaca (SpectraMax, Molecular Device, Sunnyvale, CA,
EUA). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A partir das absorbancias, a viabilidade

celular foi calculada em relagdo ao controle de crescimento.
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Para analisar a citotoxicidade do clone para o parasito, o teste descrito acima foi realizado a
partir da aderéncia de formas tripomastigotas de 7. cruzi, seguida de adi¢do do scFv nas diferentes
concentracoes.

Com os resultados desse teste foi escolhida a dose de tratamento para os testes de invasao

celular.

3.10.4. Ensaio de invasao celular

Para avaliar o processo de internalizacdo durante a cinética de invasdo, foram utilizadas
formas tripomastigotas de 7' cruzi e taquizoitos de 7. gondii tratadas previamente ou ndo com scFv.
Para isto, mioblastos murinos (C2C12) foram plaqueados em concentra¢io de 5x10* células/pogo
em placas de 24 pogos contendo laminulas circulares de 13 mm. As células em DMEM
suplementado com 10% de SFB, foram incubadas overnight a 37°C e 5% de CO», para completa
aderéncia. No dia seguinte, os poco foram lavados trés vezes com PBS. As células foram entdo
desafiadas com as formas parasitérias, na propor¢ao de 10 parasitos/célula, sendo um grupo tratado
previamente com scFv (por 1 hora) e o outro ndo tratado (controle). Apds duas horas de incubagao,
os pogos foram cuidadosamente lavados trés vezes com PBS para a retirada de parasitos que nao
internalizaram. As laminulas foram fixadas com solu¢dao Bouin (73,4% de é4cido picrico, 23,8% de
formaldeido e 4,8% de 4cido acético) durante 15 minutos em TA, lavadas e entdo coradas com
Giemsa (1:20) por 40 minutos. Para a avaliacdo da invasdo celular realizou-se a contagem do

numero de parasitos internalizados em um total de 300 células/laminula.

DESENVOLVIMENTO DE PEPTIDEOS LIGANTES DE SCFV ANTI-GPI
3.11. Sele¢ao de peptideos recombinantes
3.11.1. Biopanning e amplificacio de fagos

Foram utilizados 10 uL (1x10'! particulas virais) de uma biblioteca randomica de peptideos
fusionados em fagos (Ph.D.-C7C da NEW ENGLAND BioLabs®Inc.), diluida em 140 pL de PBS-

T 0,1% para a selecdo de peptideos miméticos ao GPI de P. falciparum.

A selecao foi realizada utilizando como alvo o scFv purificado. Para tanto, 10uL

(aproximadamente 8ug) do scFv foram incubados overnight a 4°C em placa de 96 pocos de alta
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afinidade. No dia seguinte, o poco foi lavado com PBS-T 0,1% e entdo foi realizado bloqueio com
PBS/BSA 5%, por 1 hora a TA sob agitacdo. Apos seis lavagens com PBS-T 0,1%, 10uL da
biblioteca de fagos foram adicionados e incubados por 1 hora a 37°C. Apos dez lavagens, os fagos
ligantes foram recuperados por uma elui¢ao acida, com 150uL de glicina pH 2, incubando por 10
minutos a TA sob agitagao, retirou-se entdo o sobrenadante, o qual foi neutralizado com 22,5 pul de
Tris pH 9. Esses passos foram repetidos duas vezes, totalizando trés ciclos de selecao.

Apos a selegdo, a amplificagao dos fagos foi feita pela inoculagdo em meio Luria Bertani
(LB - Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L), contendo tetraciclina (20 mg/mL),
com uma colonia isolada de Escherichia coli da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob
agitacdo a 37°C até a fase early-log (ODgoo ~0,3). Ao atingir esta fase, a cultura bacteriana foi
inoculada com 150 pL de eluato dos fagos e incubados a 37°C por 4-5 horas sob forte agitagdo (250
rpm). Em seguida, a cultura foi centrifugada a 4°Ca 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
foi transferido para um tubo estéril contendo solucao de PEG/NaCl (20% de polietilenoglicol 8000
e 2,5 M de NaCl — solugao estéril) na quantidade de 1/6 do volume do sobrenadante. A solugdo foi
incubada overnight a 4°Cpara a precipitacdo dos fagos e posteriormente, centrifugada a 10.000 rpm
por 15 minutos a 4°C para descartar o sobrenadante. O precipitado foi entdo suspendido em 1 mL
de PBS e precipitado novamente com 1/6 do volume de PEG/NaCl, por 1hora no gelo. Centrifugou-
se a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 200uL de PBS, obtendo-se entdo o eluato amplificado, posteriormente titulado e

armazenado a 4°C.

3.11.2. Titulacao e purificacao dos fagos

A titulagdo ¢ um procedimento utilizado para determinar a quantidade de particulas virais
durante entrada e saida de cada ciclo do biopanning.

Para todas as titulagdes foram utilizados 1 pL dos fagos, diluidos em 9 pL. de meio de cultura
LB. As dilui¢des 10! a 10" foram feitas para eluatos ndo amplificados e de 10 a 10"}, para fagos
amplificados. As diluigdes foram incubadas com 200 uL de E. coli (ER2738) em fase mid-log
(ODe00~0,5) por 5 minutos e plaqueadas em meio LB contendo IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 ug/mL),
juntamente com 3mL de Agarose Top (10g de Bacto-Triptona, 5g de extrato de levedura, 5g de
NaCl, 1g de MgCl, 6H>O / litro).

Apos a incubagdo em estufa por 18 horas a 37°C, as colonias azuis foram contadas para a
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obtencao dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos de selecdo (numero de colonias azuis x
fator de diluigdo).

As colonias que apresentaram coloragao azul, demonstrando a hidrélise do substrato X-Gal
e a expressao do gene da B-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER2738, foram reamplificadas
separadamente em placas deepwell para o armazenamento dos clones selecionados. Para isso, cada
coldnia isolada obtida do 3° ciclo ndo amplificado foi adicionada a um pogo da deepwell contendo
I mL de meio de cultura com E. coli em fase de crescimento inicial (ODs0o~0,3). A placa foi
incubada por 24 horas a 37°C, sob agitacao e entao centrifugada por 40 minutos a 3700 rpm, para a
retirada do sobrenadante da cultura. Seu contetido foi transferido para outra placa deepwell e entdo
foi adicionado 1/6 do volume de PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-8000, NaCl 2,5 M)
incubando-a por 12 horas a 4°C. A placa foi centrifugada a 11000 rpm por 10 minutos, o

sobrenadante descartado, e o precipitado suspenso em 200uL de PBS.

3.12. Extracao de DNA de fagos

As coldnias provenientes das placas tituladas no 3° ciclo do biopanning foram isoladas e
transferidas para pocos de placas deepwell, contendo 1,2 mL de cultura de ER2738 em fase early-
log (ODeoo ~0,3) para a extragdo do DNA dos fagos. A placa foi vedada com um adesivo perfurado
e incubada a 37°C, por 24 horas, sob agitacao (250 rpm). Para isolar os fagos das bactérias, as placas
foram centrifugadas a 3700 rpm, a 20°C, durante 30 minutos. Entdo, 800 uL do sobrenadante foram
transferidos para outra placa e incubados, por 10 minutos, com 350uL de PEG/NaCl. Apods o
periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada a 3700 rpm, a 20°C, durante 40 minutos para
precipitagcdo dos fagos.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100 uL de tampao iodeto (10mM de Tris-HCl
pH 8,0, ImM de EDTA e 4M de Nal) foram adicionados aos fagos precipitados. A placa foi agitada
vigorosamente por 40 segundos e 250 uL de etanol absoluto foi acrescentado. Apds uma incubagao
de 10 minutos a TA a placa foi centrifugada (3700 rpm, 20°C, 10 minutos) e o sobrenadante
descartado. O DNA dos fagos foi lavado com 500puL de etanol 70% e recentrifugado nas mesmas
condi¢des. Finalmente, o DNA precipitado foi diluido em 20uL de 4gua Milli-Q. A qualidade do
DNA fita simples foi verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com gel

red.
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3.12.1. Sequenciamento

Nareacao de sequenciamento, foram utilizados 5 pmol do primer -96 gl (5’-OH CCC TCA
TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs). As amostras foram enviadas a uma empresa responsavel
para sequenciamento e submetidas ao sequenciador ABI3730 Platform (Life Technologies/Thermo
Fisher Scientific).

ApoOs o sequenciamento, as sequéncias de DNA foram traduzidas pelo Expasy translate

(https://web.expasy.org/translate).

3.13. Phage-ELISA

Para analisar a reatividade dos peptideos selecionados com o scFv, foi realizado o ensaio de
ELISA. As placas de microtitulagao foram sensibilizadas com 0,5 pg/poco de scFv diluido em
tampao carbonato-bicarbonato SOmM (pH 9,6) overnight a 4°C. Apds uma lavagem com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), foi realizado bloqueio com PBS-BSA 5% por 1 hora a 37°C.
Em seguida, os pocos foram lavados quatro vezes com PBS-T 0,05% e entdo incubados com
10'!/poco dos fagos selecionados purificados e do fago selvagem (fago que ndo expressa nenhuma
proteina exdgena) para controle das reacdes, por 1 hora a 37°C. Posteriormente, foram feitas seis
lavagens e, em seguida, fez-se a incubagdo com anti-M13 conjugado com peroxidase (Sigma)
diluido 1:5000 em PBS-T 0,05%, durante 1 hora a 37°C. Apods seis lavagens, a ligacdo
antigeno/anticorpo foi detectada pela adigdo de tampao orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL
acrescida de 3% de H20: (Sigma Chemical Co.). A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
sulfurico (H,SO,). A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.

Ap0s a realizacgdo deste ensaio foram escolhidos os fagos com maior reatividade para serem

testados.

3.14. Validacao dos clones selecionados

A fim de avaliar a reatividade dos peptideos selecionados com o soro de camundongos
BALB/c infectados ou ndo com P. berghei-ANKA-GFP+, foi realizado o teste ELISA. A placa
de microtitulagdio foi sensibilizada com 1x10'" de fagos/poco diluidos em tampdo carbonato-

bicarbonato S0mM (pH 9,6) overnight a 4°C. Apos duas lavagens com PBS1X, foi realizado
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bloqueio com PBS-BSA 5% por 1 hora a 37°C. Em seguida, os pogos foram lavados duas vezes
com PBS1X e entdo incubados com soro de camundongos infectados ou ndo com P. berghei-
ANKA-GFP+ nas diluigdes 1:50, 1:100, 1:200, por 1 hora a 37°C. Posteriormente, foram feitas
seis lavagens e, em seguida, fez-se a incubagdo com anti-IgG mouse conjugado com peroxidase
(Sigma) diluido 1:1000 em PBS-BSA 5%, durante 1 hora a 37°C. Apds seis lavagens, a ligagdo
antigeno/anticorpo foi detectada pela adicao de tampao orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL
acrescida de 3% de H2O: (Sigma Chemical Co.). A reacdo foi interrompida pela adicao de acido
sulfurico (H,SO,). A reatividade foi obtida em leitor de placas (7Titertek Multiskan Plus, Flow

Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.

3.15. Analise estatistica

Todos os dados dos testes ELISA foram analisados usando o programa Graph Pad
Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Anélises multiplas foram realizadas
pelo método ANOVA. Os dados foram expressos como média + desvio padrao e valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

A sensibilidade, especificidade e a acuracia foram determinados de acordo com Mineo
et al., (2005). Sendo que a sensibilidade ¢ a capacidade de um teste ser positivo (detectar os
extratos dos parasitos ou anticorpos de animais infectados) e a especificidade ¢ a capacidade de

um teste ser negativo (detectar a auséncia de extrato proteico ou anticorpo).

Foram utilizadas as seguintes férmulas:

a
Sensibilidade (%)= — x100

atc

o d

Especificidade (%) = x 100

b+d

, a+d
Acurécia (%) = Indice de validade = x 100
atb+c+d

75



Onde:

a = verdadeiros positivos no teste
b = falso positivo no teste
¢ = falso negativo no teste

d = verdadeiros negativos no teste
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DESENVOLVIMENTO DE FRAGMENTO DE ANTICORPO ANTI-GPI DE P.

falciparum
4.1. Clones que expressam scFv ligante a GPI

Ap6s dois ciclos de selecdo no processo de Phage display, verificou-se a eficiéncia do
processo de selecdo de clones de scFv especificos a moléculas de GPI de P. falciparum. A
quantidade de fagos selecionados durante os dois ciclos de selecao foi estimada pela titulagao
dos eluatos amplificado e ndo amplificado de cada ciclo. Os titulos de entrada dos fagos no
biopanning foram sempre maiores que os titulos de saida, pois os fagos que expressam scFv
com maior afinidade ao GPI de P. falciparum ficaram ligados por intera¢ao peptideo/anticorpo
e o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade foram removidos durante as lavagens.

Dos clones sequenciados, oito apresentaram sequéncia validas (sem erros de
sequenciamento) e distintas (sequéncias foram omitidas, pois estdo sob sigilo de patente). Os
resultados do ELISA demonstraram que estes oito clones analisados expressaram scFv que se
ligou a GPI de P. falciparum. Esses clones foram denominados G1-G8 (Figura 7). Porém, pode-
se observar que o clone G7 ligou-se mais significativamente a GPI do parasito, desta forma, os
demais testes foram realizados apenas com este clone. A tabela 1 apresenta os valores de
sensibilidade, especificidade e acuricia para os clones reativos.

O clone escolhido (G7) foi submetido a produ¢do em grande escala e ao processo de
purificacdo em HPLC, utilizando coluna de sefarose para purificagdo de proteinas marcadas
com histidina (His-Trap) (Figura 8A). O ensaio dot blot confirmou a expressao e eficiéncia do
processo de purificacdo das moléculas de scFv (Figura 8B). A partir da eletroforese em gel de
poliacrilamida foi possivel observar as proteinas scFv com peso molecular aproximado de 30
Kda (Figura 8C). Além disso, pode-se observar a banda de DNA plasmidial extraido, de

aproximadamente 3500pb, corresponde aos clones de scFv (Figura §D).
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Figura 7. Expressdo e reatividade a GPI de P. falciparum do sobrenadante de cultura dos clones purificados
induzidos por IPTG, apés transformacdo em E. coli TOP 10. Oito clones (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 ¢ G8)
foram expressos e reativos a GPI de P. falciparum. Observa-se maior reatividade do clone G7 a GPI do parasito.

Tabela 1: Sensibilidade, especificidade e acuracia obtidos nos testes ELISA utilizando os clones de scFv

selecionados.
Peptideo Sensibilidade (%) Especificidade (%) Acuracia (%)
G1 87,0 15,9 60,5
G2 86,9 15,9 72,4
G3 82,0 15,9 65,1
G4 88,8 15,9 75,6
G5 90,9 15,9 64,6
Go6 87,8 15,9 69,1
G7 85,0 15,9 80,5
G8 90,4 15,9 75,8
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Figura 8. Purificagdo do clone G7 em HPLC, utilizando coluna His-Trap (A). Ensaio dot blot do scFv purificado
(B). SDS-PAGE evidenciando a fragao de scFv com peso molecular de aproximadamente 30 Kda (C) e genes de
scFv extraido e visualizado em gel de agarose 0,8%, com banda de aproximadamente 3500pb (D).

A analise de bioinformatica foi realizada a fim de caracterizar a sequéncia do clone G7
selecionado. A figura 9 mostra a predicdo bem-sucedida pelo I-TASSER do modelo

tridimensional, bem como a localiza¢ao de suas CDR’s.
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Figura 9. Predi¢do da estrutura tridimensional do clone G7. Em (A) o modelo ¢ apresentado evidenciando a
composicao da estrutura secundaria e em (B) mostrando a conformacao de superficie. Os dominios de cadeia leve
varidvel (VL) (em vermelho) e de cadeia pesada varidvel (VH) (em lilas) sdo destacados estando expostos na
superficie proteica.

4.2. O clone G7 diminui a parasitemia, prolongando a vida de camundongos

CS57BL/6 infectados com P. berghei-ANKA-GFP+

A partir do tratamento de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei-ANKA-
GFP+, foi possivel observar que a fragdo de anticorpo selecionada diminui a parasitemia dos
animais (Figura 10A), mantendo-os vivos e sem sintomas de malaria cerebral por até 30 dias
apo6s a infecgdo (Figura 10B). O mesmo nao ¢ observado em animais nao tratados, os quais

morrem de maléria cerebral apos 6 dias de infec¢ao.

4.3. O clone G7 selecionado contra GPI de P. falciparum reage com extratos de

outros parasitos intracelulares

O clone G7 foi submetido a um imunoensaio (ELISA) a fim de observarmos sua
reatividade com extratos proteicos de diferentes parasitos intracelulares. A partir deste ensaio,
foi possivel observar que o clone G7 selecionado contra GPI de P. falciparum também
apresenta afinidade por 7. cruzi e T. gondii (Figura 11).

Devido a similaridade das moléculas de GPI entre diferentes parasitos intracelulares e
diante da reatividade do clone G7 com 7. cruzi e T. gondii observada neste ensaio, as
investigagdes seguintes foram realizadas a fim de validar a acdo do clone no impedimento da

invasao celular destes parasitos.
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Figura 10. Curva de parasitemia observada a partir do tratamento de camundongos C57BL/6 fémeas com sete
semanas de idade infectadas via intraperitonial com P. berghei-ANKA-GFP+, foi possivel observar que a fragdo
de anticorpo selecionada diminui significativamente a parasitemia dos animais (A), mantendo-os vivos e sem
sintomas de malaria cerebral por até 30 dias apds a infecgdo (B).
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Figura 11. Reatividade do clone G7 com extratos proteicos de diferentes parasitos intracelulares. Observa-se maior
reatividade do clone G7 ao extrato proteico de 7. cruzi.

4.4. O clone G7 selecionado no é toxico para célula e diminui a invasiao celular por

T. cruzi e T. gondii

O ensaio de viabilidade celular foi realizado a fim de analisarmos se o clone G7 causaria
algum tipo de toxicidade para a célula (C2C12) e o parasito, além de obter uma dose ideal de
tratamento a ser utilizada no ensaio de invasao. Os resultados mostram que o clone selecionado
nao € toxico para a célula nem para o parasito (Figuras 12A e B). A partir destes resultados, a
dose de scFv utilizada para o ensaio de invasdo foi de 200ug/mL.

Analisando os resultados dos testes de invasdo, foi possivel verificar que apos o
tratamento com o clone G7 houve menos internalizagdo de parasitos quando comparado ao
grupo de células infectadas com parasitos ndo tratados (controle). Além disso, as c€lulas que
foram infectadas com parasitos anteriormente tratados com G7 tiveram um niimero menor de
parasito no citoplasma quando comparadas as células do grupo controle. Nos dois casos, a
diminui¢do foi estatisticamente significativa (p = 0,003). Tais resultados foram observados
tanto no processdo de invasdo celular por 7. cruzi (Figura 13A e B) quanto por 7. gondii (Figura

14 A e B).
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Figura 12. Ensaios de viabilidade celular e invasdo de 7. cruzi em células C2C12. O clone G7 ndo causa morte

celular (A) ou parasitaria (B).
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Figura 13. O clone G7 diminui significativamente a invasdo de 7. cruzi na célula (A) e, consequentemente
apresenta menos parasitos no interior das células infectadas (B) (p = 0,003). O processo de invasao foi observado
em microscopio optico (aumento de 100x) através da contagem dos parasitos internalizados, comparando o grupo
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controle (parasitos ndo tratados previamente com G7) (C) com o grupo tratado (D). As setas indicam a presenga
do parasito no interior das células.
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Figura 14. O clone G7 diminui significativamente a invasdao de 7. gondii na célula (A) e, consequentemente
apresenta menos parasitos no interior das células infectadas (B) (p =0,0001). O processo de invasdo foi observado
em microscopio optico (aumento de 100x) através da contagem dos parasitos internalizados, comparando o grupo
controle (parasitos ndo tratados previamente com G7) (C) com o grupo tratado (D). As setas indicam a presenga
do parasito no interior das células.

DESENVOLVIMENTO DE PEPTIDEOS LIGANTES DE SCFV ANTI-GPI
4.5. Peptideos miméticos a GPI de P. falciparum
4.5.1. As selecoes apresentaram enriquecimento nas etapas finais

A quantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de sele¢ao foi estimada pela
titulacao dos eluatos amplificados e nao amplificados de cada ciclo. Os titulos de entrada dos
fagos no biopanning foram sempre maiores que os titulos de saida, pois os fagos com peptideos
que possuem maior afinidade ao clone G7 ficaram ligados por interagdo peptideo/anticorpo e o
restante dos fagos com baixa ou sem afinidade foram removidos durante as lavagens. Nas
amplificacdes ocorre o inverso, indicando a eficiéncia do processo.

Um dos parametros que podem ser utilizados para indicar o sucesso do processo de

biopannig na sele¢ao dos peptideos ¢ a andlise de enriquecimento, a qual pode ser observado
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na tabela 2, onde também estdo representados os titulos obtidos durante as etapas de sele¢ao. O
valor de enriquecimento de cada ciclo ¢ confirmado pela divisdo do titulo da saida pelo titulo
da entrada multiplicado por 100, ¢ a determinagdo da taxa efetiva de enriquecimento (nimero
de vezes em que a seleg¢do enriqueceu) ¢ a divisdo da taxa de enriquecimento do ultimo ciclo
dividido pela taxa do primeiro ciclo. O resultado obtido demonstrou que as selegdes
apresentaram enriquecimento nas etapas finais comparadas com as etapas iniciais de selecao,
ou seja, ficaram ligados os clones com maior afinidade, o que demonstra que a sele¢ao dos

clones foi direcionada ao alvo.

Tabela 2. Taxa de enriquecimento observada durante as sele¢des bioldgicas utilizando biblioteca Ph.D.-C7C.

Ciclos Entrada Saida (S/E)* x 10? TE*
1° Ciclo de selecao IXIOH 3x103 3x10°8
2° Ciclo de selecio IXIOH 2x103 2x108 30
3° Ciclo de sele¢io IXIOH 1x10° 1x108

* S: saida; E:entrada; ** TE: taxa de enriquecimento

4.5.2. Onze clones de fagos apresentaram sequéncias distintas

Os resultados do sequenciamento demonstraram que 11 dos 52 clones sequenciados
apresentaram sequeéncias validas e distintas. Estes clones foram denominados, de acordo com
sua localizagdo na placa: F1, E1, F2, D2, C4, E4, D5, HS5, A6, H6 e F7. As sequéncias foram

omitidas, pois estdo sob sigilo de patente.

4.5.3. Quatro clones sio mais reativos ao G7

O sobrenadante dos 11 fagos com sequéncias distintas, bem como o fago selvagem
(como controle negativo da reagdo) foram entdo submetidos ao Phage-ELISA para avaliagdo
da reatividade com o clone G7. Diante disto, pode-se observar que quatro fagos (F1, E1, F2 e

A6) sdo mais reativos ao G7 (Figura 16). Desta forma, foi realizada a amplifica¢ao e purificacao
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desses quatro fagos para comprovar sua reatividade, verificando que o fago A6 ¢ o menos
reativo entre eles, com menor afinidade ao clone G7 (Figura 17).
Os calculos da sensibilidade, especificidade e acuracia foram feitos para os

peptideos com maior reatividade no Phage-ELISA (Tabela 3).
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Figura 15. Painel de pré-validagdo dos clones reconhecidos por scFv purificado. Para comparagao, o fago selvagem
foi submetido as mesmas condi¢des.
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Figura 16. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para validagao dos clones mais reativos ao scFv (G7). Para
comparagdo, o fago selvagem foi submetido as mesmas condigoes.
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Tabela 3. Sensibilidade, especificidade e acuracia obtidos nos testes ELISA na detecc¢do de scFv-G7 anti-

GPI de Plasmodium falciparum utilizando os peptideos miméticos selecionados.

Peptideo Sensibilidade (%) Especificidade (%) Acuracia (%)
F1 99,7 58 77,3
El 97,6 58 76,5
F2 97,5 58 61,1
A6 96,1 58 69,1

4.5.4. Os clones distinguem soro positivo e negativo de camundongos

Dois clones de peptideos mais reativos ao G7 (Fle E1), bem como o fago selvagem

(como controle negativo da rea¢do) foram submetidos ao teste ELISA para validacdo da

reatividade com soro de camundongos BALB/c infectados ou ndo com P. berghei-ANKA-

GFP+. Diante dos resultados, pode-se observar que os clones de peptideos miméticos a GPI

conseguem distinguir o soro do animal com malaria e o animal saudével, de forma significativa

quando comparado ao fago selvagem, com p = 0,0002. A reatividade dos clones de peptideos

com o soro positivo também foi estatisticamente significante quando comparado ao soro

negativo, sendo que para E1 o valor de p foi de 0,0005 ¢ F1 p = 0,0009 (Figura 18).
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Figura 17. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para validag@o da reatividade dos dois clones mais reativos ao scFv

(G7) com soro de camundongos BALB/c infectados com P. berghei-ANKA-GFP+ (soro +) e ndo infectados (soro

-) em diferentes dilui¢des (1:50, 1:100 e 1:200). Para comparacédo, o fago selvagem foi submetido as mesmas

condigdes.
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5.1. Selecao de fragmento de anticorpo anti-GPI

No presente estudo, a molécula GPI foi escolhida como alvo terapéutico contra parasitos
intracelulares pois tais moléculas ancoram proteinas de superficie, as quais estdo envolvidas no
processo de infeccdo, sobrevivéncia e escape da resposta imune do hospedeiro, induzindo
resposta pro-inflamatoria e modulando a resposta imune do hospedeiro contra o parasito
(ALMEIDA et al., 2000; FERGUSON, 2000; YOSHIDA, 2006; ALVES; COLLI, 2008). Neste
sentido, a constru¢do de moléculas recombinantes de anticorpos especificos ancoras GPI, bem
como o estudo da interagdo entre estas moléculas ¢ de grande valia para o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas contra doengas. J4 que tantas doengas parasitarias humanas
negligenciadas necessitam com urgéncia de novas drogas que sejam menos toxicas para o
hospedeiro e mais eficientes contra o parasito.

Devido a dificuldade de extrair grande quantidade de GPI de parasitos, utilizamos a
engenharia reversa, através da técnica de phage display, para desenvolvimento de fragmento de
anticorpo (scFv) contra GPI de Plasmodium falciparum. Visto que pequenos fragmentos de
anticorpos t€m sido cada vez mais utilizados como anticorpos monoclonais em aplicagdes
terapéuticas. Sendo que um dos tipos mais comuns desses fragmentos sao os scFv, pois ja foram
modificados em vérios formatos e expressos em diferentes sistemas (WEISSER; HAL, 2009).
Além disso, scFv sdo fragmentos menores em tamanho, incluindo apenas os dominios varidvel
das cadeias pesada (Vn) e leve (VL) e contém completos sitios de ligagdo ao antigeno, os quais
podem estar associados por diferentes ligacdes quimicas em diversas orientacdes, a fim de
formar fragmentos monovalentes semelhantes aos scFv (WORN; PLUCKTHUN, 2001). Tais
fragmentos servem como unidade basica de ligagdo a diferentes antigenos e/ou reagentes,
incluindo drogas, toxinas, virus, &tomos para tratamento de cancer, lipossomas para liberagao
melhorada de drogas, biossensores para deteccao de molécula alvo em tempo real, dentre outros
(HOLLIGER; HUDSON, 2005; CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016).

Optamos pela utilizacdo de scFv pois, devido ao seu tamanho pequeno, alguns aspectos
da farmacodinamica sao favorecidos, além disso tais fragmentos sdo mais facilmente expressos
em sistemas procarioticos (KUAN et al., 2010; CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016). Os
fragmentos de anticorpos sdo expressos de forma econdomica e facilmente submetido a
engenharia genética, por isso sdo considerados candidatos terapéuticos atrativos. Além de
apresentarem resultados terapéuticos superiores aos anticorpos de comprimento total em

diversas aplicacdoes médicas (WEISSER; HAL, 2009).
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Algumas pesquisas tém utilizado scFv com finalidade terapéutica contra diferentes
enfermidades, desde cancer de prostata (KESSLER et al., 2017; FRIEDRICH et al., 2012;
YAMAMOTO et al., 2012), leucemia (FRIEDRICH et al., 2014; LASZLO et al., 2014,
KLINGER et al.,, 2012), cancer de pancreas (CIOFFI et al., 2012), cancer colorretal
(HERRMANN et al., 2010; OSADA et al., 2010), cancer de mama (WITTHAUER et al., 2009),
até doengas no SNC (como Alzheimer) (CATTEPOEL et al., 2011). Além de sererm utilizados
para deteccdo de helmintos, tais como Fasciola hepatica (NORBURY et al.,, 2019),
Strongyloides sp. (MIGUEL et al., 2020, LEVENHAGEN et al., 2015), Taenia solium
(RIBEIRO et al., 2013). Vale ressaltar que, a finalidade dos fragmentos selecionados nestes
ultimos trabalhos foi a aplicagdo em testes de diagndstico, enquanto que no presente estudo
objetivou-se a utilizagdo do scFv como alternativa terapéutica contra doencas parasitdrias.
Demonstrando assim a versatilidade na utilizac¢do de tais fragmentos.

Ja em relacdo a protozodrios intracelulares, Kim et al. (2007) selecionaram scFv
especifico para P. vivax, demonstrando desempenhar um papel critico na inibi¢ao da interagao
entre o parasito e o eritrdcito do hospedeiro. Ja Demeu et al. (2019) desenvolveram fragmentos
monoclonais de cadeia simples a partir do anticorpo monoclonal mAb-10D8 (descrito em 1989)
contra gp 35/50, proteina expressa nos estagios presentes no insetos vetor durante o ciclo de
vida de T. cruzi, incluindo tripomastigotas metaciclicos.

No presente estudo, foi possivel selecionar, a partir da tecnologia de phage display, oito
clones de fragmento de anticorpo de cadeia simples (scFv) contra GPI de Plasmodium
falciparum, sendo que um (G7) foi altamente reativo a este parasito e a outros parasitos
intracelulares (7Trypanossoma cruzi e Toxoplasma gondii), demonstrando seu amplo espectro.
Tal fragmento € capaz de interferir na infectividade dos parasitos, diminuindo a invasao celular,
o que pode ser observado durante os teste com 7. cruzi e T. gondii.

O fragmento de anticorpo (G7) selecionado neste estudo diminuiu a carga parasitaria de
camundongos C57BL6 infectados com P. berghei-ANKA e melhorou a tolerancia dos animais
em relagdo aos sintomas de maldria cerebral, aumentando 5 vezes a sobrevivéncia dos mesmos.
Em maléria cerebral, a coagulopatia intracerebral ¢ limitante para o organismo, visto isto, o
aumento da sobrevida dos animais pode ter ocorrido pois o scFv-G7 pode ter diminuido a
formagdo de microtrombos cerebrais, como observado por Wang et al. (2018). Com o objetivo
de encontrar um potencial alvo terapéutico contra a maléria, os autores descobriram que a

inibicdo da glicdlise utilizando 2-desoxi glicose (2DG) confere prote¢do contra a malaria
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cerebral em camundongos C57BL/6J. Corroborando com o presente estudo, a inibi¢cdo desta
via metabodlica melhora a tolerancia a doenca, suprimindo os sinais clinicos dos animais.

Até o momento, as drogas utilizadas como medidas terap€uticas contra infecg¢des
parasitarias intracelulares (como maldria, toxoplasmose e doenca de Chagas) possuem muitos
efeitos colaterais, além da baixa adesdo por parte dos pacientes. Além disso, ndo tem sido
explorado nenhum anticorpo gerado pela tecnologia de phage display para controlar infecgdes
parasitarias (Goulart et al., 2017). Sendo o scFv- G7 o primeiro anticorpo contra GPI com
aspecto de neutralizacao eficaz contra tais parasitoses.

Diante da semelhanga estrutural das moléculas de GPI dos agentes causadores destas
doengas, € possivel que o fragmento de anticorpo (G7) selecionado no presente estudo possa
interferir na acao destes parasitos durante a infec¢ao e melhorar o quadro clinico do hospedeiro.

Diante disto, mais estudos sdo necessario a fim de averiguar e confirmar tal hipotese.

5.2. Selecao de peptideos ligantes de scFv anti-GPI

A tecnologia de Phage display ¢ utilizada tanto para a selecdo de fragmentos de
anticorpos quanto para a sele¢ao de peptideos miméticos. Diante disto, utilizou-se o fragmento
de anticorpo (G7) para selecionar peptideos recombinantes miméticos a GPI de Plasmodium
falciparum (ja que esta molécula foi utilizada para selecionar o scFv em questao).

Moléculas GPI, presentes em organismos eucariotos, ancoram proteinas importantes na
interacdo parasito-hospedeiro e possuem alto grau de patogenicidade em parasitos como
Plasmodium falciparum, Leishmania sp, Trypanosoma cruzi € Toxoplasma gondii, além de
induzir a produgdo de IgG especifica (GARG et al., 1997; ILGOUTZ et al., 1999; ALMEIDA
etal.,2000; NAIK etal., 2000; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003). Desta forma, peptideos
miméticos a molécula GPI tornam-se importantes candidatos a vacina, ja que poderiam induzir
a producdo de anticorpos especificos.

Nao se v€ na literatura, a sele¢@o e identificacdo de peptideos miméticos ndo proteicos
como a GPI, a serem utilizados em formulacdes vacinais. Neste sentido, o presente estudo ¢
pioneiro, ja que foi possivel selecionar quatro peptideos miméticos a GPI de P. falciparum (F1,
El, F2 e A6) que possuem alta afinidade ao scFv especifico a GPI em questdo. Além disso, os
dois clones mais reativos foram capazes de distinguir soro do animal com maldria e animal
saudavel. Tais peptideos deverdo passar por testes futuros a fim de observar suas a¢des como

potenciais alvos vacinais e de diagnostico.
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A Unica vacina existente contra a maldria, aprovada a partir de 2015 pela Organizagio
Mundial da Satde, ¢ a RTS,S (Mosquirix). Uma vacina pré-eritrocitica constituida por uma
proteina de fusdo de P. falciparum, com demanda de quatro doses por individuo para gerar
imunidade. Porém a mesma oferece protecdo parcial ou de vida curta, com uso limitado em
paises endémicos com transmissdo intensa, além de causar efeitos colaterais que parecem
superar os potenciais beneficios (MILLER; HOFFMAN, 1998; WHO, 2016b). Desta forma,
estudos buscam por novas alternativas eficazes contra a doenga em regides mais atingidas pela
doenca.

Uma alternativa proposta por Bojan et al., (2001) seria a combina¢do de RTS, S com
um ou mais dos antigenos do estagio sanguineo do parasito que tém sido desenvolvidos como
candidatos vacinais. Entretanto, seria necessaria a investigacao do uso da vacina em criangas.

Devido a semelhanca estrutural da molécula GPI entre os parasitos intracelulares
exemplificados neste estudo (P. falciparum, T. gondii e T. cruzi), é possivel que os clones de
peptideos miméticos selecionados induzam resposta imune contra as doengas parasitarias
causadas por estes agentes.

E visto que moléculas GPI de T. cruzi, por exemplo, as quais ancoram proteinas,
induzem a maturagdo de células dendriticas através da ativagdo de TLR-2 (CAMPOS et al.,
2001). Entre os principais componentes da superficie de 7. cruzi, estdo duas familias de
glicoproteinas GPI ancoradas, denominadas trans-sialidases e mucinas. Tais proteinas sdo boas
candidatas a vacinas, ja que induzem resposta imune no hospedeiro (ARCE-FONSECA et al.,
2015).

Durantes muitos anos, inumeros grupos de pesquisadores vém testando o uso de
proteinas recombinantes, vacinas de DNA ou vacinas tendo virus recombinantes como vetores,
expressando epitopos ou genes da familia trans-sialidases com o objetivo de induzir resposta
imune protetora contra a infec¢ao por 7. cruzi (GARG; TARLETON, 2002; BOSCARDIN et
al., 2003; VASCONCELOS et al., 2004; MACHADO et al., 2006; DE ALENCAR et al., 2009).
Porém, apenas em 2015, Pereira e colaboradores propuseram uma vacina (rAdVax) utilizando
sequéncia genética de trans-sialidase (rAdTS) e da proteina de superficie de formas amastigotas
(rAdASP2). A vacina parece ser promissora na prevenc¢do e recuperagdo de lesdes teciduais
cardiacas da doenga de Chagas, porém os testes foram realizados apenas em modelo murino e,
deve-se ressaltar que, pode ndo ser adequada para o homem.

Estudos recentes tém demonstrado alvos promissores para o desenvolvimento de

vacinas contra a doenca de Chagas, como uma serino-protease pertencente a familia Prolil
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Oligopeptidase (POP) de 80 kDa de 7. cruzi (Tc80), a qual participa do processdo de adesdo do
parasito a célula hospedeira (BIVONA et al., 2018; GRELLIER et al., 2001). Porém, mais testes
devem ser realizados a fim de confirmar sua eficacia e seguranga para uso em humanos.

O cenario vacinal para toxoplasmose ndo esta muito diferente, ja que a unica vacina
licenciada para uso veterindrio (TOXOVAX) apresenta risco de infec¢do para humanos e
animais (YIN et al., 2015). Além disto, 111 anos apds a descrigdo da espécie 7. gondii, ainda
ndo existe uma vacina eficaz contra a toxoplasmose humana e a grande maioria das pesquisas
sao destinadas ao hospedeiro felino (ZULPO et al., 2017). O que se observa ¢ a auséncia de
estudos recentes com énfase no desenvolvimento de vacinas contra a doenga em humanos.
Deixando os pacientes a mercé de medicamentos inespecificos, os quais devem ser
administrados por um longo periodo de tempo e apenas tratam os sintomas, ndo eliminando o
parasito.

Diante do exposto, as moléculas selecionadas no presente estudo sdo de grande
relevancia para o desenvolvimento da pesquisa cientifica e saude publica, ja& que parecem
promissoras tanto no uso terapéutico, quanto vacinal e/ou para diagnostico dessas doencas

parasitarias.
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Conclusdo
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Neste estudo foi possivel selecionar um clone de fragmentos de anticorpos de cadeia
simples (scFv), por meio da tecnologia de phage display, altamente reativo a GPI de P.
falciparum. O clone G7 foi caracterizado e, em experimentos in vivo, mostrou ser capaz de
aumentar em até cinco vezes a sobrevida de camundongos C57 BL/6 infectados com P. berghei-
cepa ANKA. Interessantemente, o clone G7 reconheceu GPI de outros protozodrios parasitos
intracelulares no ensaio imunoenzimatico, sendo eles 7. cruzi e T. gondii. Nos testes in vitro, o
clone G7 demonstrou ndo apresentar toxicidade a mioblastos murinos, sendo capaz de diminuir
significativamente a invasao celular por 7. cruzi e T. gondii. Estes resultados indicam que o
clone G7 selecionado pode ser promissor no tratamento de doencgas parasitarias como malaria,
toxoplasmose e doenca de Chagas. Porém, futuros estudos in vivo precisam ser realizados a fim
de analisar mais profundamente a agdo e os beneficios do fragmento.

A partir do clone G7, foi possivel selecionar, através da mesma tecnologia, quatro
peptideos miméticos a molécula GPI de P. falciparum, com alta reatividade ao fragmento
scFv. Sendo que, dois deles conseguem distinguir soro de animais infectados com P. berghei-
cepa ANKA e animais saudaveis. Mais estudos devem ser realizados com o intuito de
investigar a acdo desses peptideos, ja que os mesmos poderiam induzir resposta imune contra
doengas parasitarias como malaria, toxoplasmose e doenca de Chagas. Além disto, tais

peptideos poderiam ser utilizados em testes de diagndstico para essas enfermidades.
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