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REsSumMO

Avaliagao do Perfil Imunorreativo de Peptideos Recombinantes
selecionados por Phage Display contra IgG Humana de Pacientes com a

Doenca de Chagas Crénica

A doenca de Chagas foi descoberta e descrita por Carlos Chagas em 1909, e
representa uma importante doenca parasitaria crbnica causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Depois de adquirida, a
tripanossomiase americana pode apresentar-se sob duas fases: aguda e
cronica, sendo esta dividida em trés formas principais: indeterminada, digestiva
e cardiaca. Objetivamos avaliar o perfil imunorreativo de peptideos
recombinantes selecionados contra IgG humana purificada de pacientes com
as formas cardiaca, digestiva e indeterminada da fase crbénica da doenga de
Chagas por Phage Display, a fim de avaliar a possibilidade de um padrao
diferenciado de resposta imunoldgica entre as trés formas da doenga e buscar
clones com potencial diagnéstico. Os ELISAs foram realizados com todos os 50
clones distintos obtidos pelos quatro ciclos de selecdo, utilizando-se
sobrenadante dos fagos como antigenos no sistema de captura. Além disso, foi
realizado teste de redugdo em placas com os clones com melhor desempenho
de reatividade nos ELISAs, a fim de demonstrar a especificidade de ligacdo dos
anticorpos com esses epitopos. Os testes realizados demonstraram que o perfil
imunorreativo de alguns clones sugere a propensao de individuos portadores
da forma indeterminada a evoluirem para a forma cardiaca ou digestiva da
doenca, além de demonstrarem clones potenciais para o diagndstico diferencial
entre as formas cardiaca e digestiva, bem como epitopos para detecgao geral
da doencga de Chagas.

Palavras-chave: doenca de Chagas, peptideos, fase cronica, diagnéstico.



ABSTRACT

Evaluation of the Immunoreactivity Profile of Recombinant Peptides
selected by Phage Display against Human IgG from Chronic Chagas

Disease Patients

Chagas disease, an American trypanosomiasis caused by Trypanosoma cruzi,
was discovered by Carlos Chagas in 1909, and presents a broad spectrum of
clinical manifestations, including the acute and chronic phases. The latter is
divided into three main forms: digestive, cardiac and indeterminate. The
purposes of this study were to evaluate the immunoreactivity profile of
recombinant peptides selected against purified human IgG from chronic chagas
disease patients by Phage Display, to assess differential recognition patterns in
the immune response among disease clinical forms, and to select mimotopes
with potential use in diagnostics. The enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was conducted with all 50 clones obtained after four rounds of
selection. The trials were performed with phages supernatant. In order to
evaluate the specific antibody response, plaque reduction tests were performed
with clones that showed better performance in ELISAs. ELISA tests showed
that the immune profile of some clones suggested the tendency of patients with
the indeterminate form to develop cardiac or digestive form. Phage display
approach has generated specific mimotopes that present differential recognition
patterns of the immune response between the cardiac and digestive clinical
forms of Chagas disease, and these mimotopes may become potential targets
for vaccine development and for differential diagnostics of clinical forms.

Keywords: Chagas disease, peptides, chronic phase, diagnosis.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

INTRODUGAO

Doenca de Chagas

Phage Display

JUSTIFICATIVA

OBJETIVO GERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS
MATERIAL E METODOS
Amostras de soro

Selegao de peptideos — Biopanning em placa
Amplificagado dos clones
Ensaios imunoenzimaticos
Analise estatistica — ELISA
Purificagao dos fagos

Teste de reducao em placas
RESULTADOS

Identificagdo dos clones obtidos pelo Bioppaning

Caracterizagao dos clones sequenciados obtidos pelo Bioppaning

Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)
Teste de Reducao em Placas
DiscussAo

CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

D W =

15
16
16
17
17
17
19
19
20
20
21
23
23

26
38
44
50
51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. ldentificacdo dos clones obtidos pelo Biopannig e respectivas
=T 01T g [eT = T S 23

Tabela 2. Sequéncias de aminoacidos dos clones selecionados, frequéncia
observada, frequéncia esperada, amplificacdo dos peptideos e grau de
g} 075 4 F=To= Lo TR 24

Tabela 3. Média das DOs em ftriplicatas, de cada clone selecionado para a
forma cardiaca da doenca de Chagas submetido aos pools de soros das
formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao pool de soros dos pacientes
controles, subtraida da média das DOs em triplicatas do fago selvagem......... 27

Tabela 4. Analise estatistica da diferenca de reatividade dos clones
selecionados para a forma cardiaca da doenga de Chagas submetidos ao pool
de soros da mesma forma contra todos os outros pools (formas digestiva e
indeterminada) e pool de soros de pacientes controles.............ccccvvvvvviiivinnnnn. 28

Tabela 5. Média das DOs em ftriplicatas, de cada clone selecionado para a
forma digestiva da doenca de Chagas submetido aos pools de soros das
formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao pool de soros dos pacientes
controles, subtraida da média das DOs em triplicatas do fago selvagem......... 30

Tabela 6. Analise estatistica da diferenca de reatividade dos clones
selecionados para a forma digestiva da doenga de Chagas submetidos ao pool
de soros da mesma forma contra todos os outros pools (formas cardiaca e
indeterminada € CONIOIE).........ooiiiiiiiiiiiieee e 31

Tabela 7. Média das DOs em ftriplicatas, de cada clone selecionado para a
forma indeterminada da doenga de Chagas submetido aos pools de soros das
formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao pool de soros dos pacientes
controles, subtraida da média das DOs em triplicatas do fago selvagem......... 33

Tabela 8. Anadlise estatistica da diferenca de reatividade dos clones
selecionados para a forma indeterminada da doenga de Chagas submetidos ao
pool de soros da mesma forma contra todos os outros pools (formas cardiaca e
digeStiva € CONIOIR).......cei i 34

Tabela 9. Contagem do numero de colbnias presentes em placas com
diferentes clones submetidos ao pool de soros das formas para as quais foram
mais reativos no ELISA e ao TBS, com respectivas taxas de reducéo............. 38

Tabela 10. Contagem do numero de colbnias presentes em placas com
diferentes clones submetidos aos pools de soros das trés formas da fase
cronica da doenga de Chagas, ao pool de soros de pacientes controles e ao
TBS, com respectivas taxas de reduGa............ceeeeeeeiiiiiiiiiceeeeeeee 39



Tabela 11. Contagem do numero de colbnias presentes em placas contendo o
clone Seq. ID N°® 17 adicionado de pool de soros da forma cardiaca em
diferentes dilUIGOES. ........cooeiiiiieeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e aaeananes 40

Tabela 12. Contagem do numero de colbnias presentes em placas contendo o
clone Seq. ID N° 21 adicionado de pool de soros da forma digestiva em
diferentes dilUIGOES. .........cooiiiiiiieeeeeeee e e e e e e e e e e e 40

Tabela 13. Contagem do numero de colbnias presentes em placas contendo o
clone Seq. ID N°® 29 adicionado de soro da forma cardiaca em diferentes
Lo 1111 oo =Y 7P 40

Tabela 14. Contagem do numero de colbnias presentes em placas contendo o
clone Seq. ID N° 34 adicionado de pool de soros da forma indeterminada em
diferentes dilUIGOES. ........cooeiiieieeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e 40

Tabela 15. Contagem do numero de colbnias presentes em placas contendo o
clone Seq. ID N° 35 adicionado de pool de soros da forma digestiva em
diferentes dilUIGOES. .........cooiiiiiieie e e e e e e e e e e e e 40



LisTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma. A parte superior da figura (azul)
mostra o desenvolvimento das formas tripomastigotas no intestino do barbeiro
e sua transmissdo aos hospedeiros vertebrados. A parte inferior (amarela)
ilustra a fase de desenvolvimento das formas amastigotas no homem ou em
outros reservatorios vertebrados.............uuueuueeiiiiiiiiiiee e 7

Figura 2. Esquema representativo de um bacteriéfago de classe Ff ilustrando
as proteinas do capsideo viral e trés modelos de exposicdo de peptideos
respectivamente nas proteinas plll, pVIll e simultaneamente nas proteinas pVII

Figura 3. Esquema representativo do processo de Biopanning. Imobilizagado do
alvo e incubagao da biblioteca de fagos, retirada dos fagos nao ligados por
lavagens sucessivas, eluicdo dos fagos ligados e infecgdo de E. coli,
amplificagéo dos fagos eluidos e sequenciamento da populagao de fagos com
maior afinidade Pelo @lVO.............uuiiiiiii e 14

Figura 4. Descricdo esquematica dos quatro ciclos de selegao (Biopannig)
(T2 | 117=To [0 1 T 18

Figura 5. Clones que apresentaram afinidade significativamente maior perante
o pool de soros da forma cardiaca da doenga de Chagas. (A) a: Reatividade do
clone Seq 17/ soro forma cardiaca vs fago selvagem/ soro forma cardiaca
p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 17/ soro forma cardiaca vs demais
formas e grupo controle p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq 24/ soro
forma cardiaca vs fago selvagem/ soro forma cardiaca p<0,001; b: Reatividade
do clone Seq 24/ soro forma cardiaca vs demais formas e grupo controle
p<0,001. (C) a: Reatividade do clone Seq 25/ soro forma cardiaca vs fago
selvagem/ soro forma cardiaca p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 25/ soro
forma cardiaca vs demais formas e grupo controle p<0,001.............cccceeeinnnnnes 29

Figura 6. Clones que apresentaram afinidade significativamente maior perante
o pool de soros da forma digestiva da doenga de Chagas. (A) a: Reatividade do
clone Seq 21/ soro forma digestiva vs fago selvagem/ soro forma digestiva
p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 21/ soro forma digestiva vs demais
formas e grupo controle p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq 23/ soro
forma digestiva vs fago selvagem/ soro forma digestiva p<0,001; b: Reatividade
do clone Seq 23/ soro forma digestiva vs demais formas e grupo controle
[0 02X 0 R 32

Figura 7. Clones que apresentaram afinidade significativamente igual perante
0os pools de soros da forma indeterminada e por uma das outras formas
(cardiaca ou digestiva) da doenga de Chagas. (A) a: Reatividade do clone Seq
29/ soros formas indeterminada e cardiaca vs fago selvagem/ soros respectivas
formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 29/ soro forma indeterminada vs
clone Seq 29/ soro forma cardiaca p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 29/
soros formas indeterminada e cardiaca vs clone Seq 29/ soros forma digestiva



e individuos controles p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq 35/ soros
formas indeterminada e digestiva vs fago selvagem/ soros respectivas formas
p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 35/ soro forma indeterminada vs clone
Seq 35/ soro forma digestiva p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 35/ soros
formas indeterminada e digestiva vs clone Seq 35/ soros forma cardiaca e
individuos controles P<0,007.......cooiii i 35

Figura 8. Clones que apresentaram afinidade significativamente igual perante
os pools de soros das trés formas da doenca de Chagas. (A) a: Reatividade do
clone Seq 3/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs fago
selvagem/ soros respectivas formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 3/
soro forma cardiaca vs clone Seq 3/ soro forma digestiva vs clone Seq 3/ soro
forma indeterminada p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 3/ soros formas
cardiaca, digestiva e indeterminada vs clone Seq 3/ soro individuos controles
p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq 14/ soros formas cardiaca, digestiva
e indeterminada vs fago selvagem/ soros respectivas formas p,0,001; b:
Reatividade do clone Seq 14/ soro forma cardiaca vs clone Seq 14/ soro forma
digestiva vs clone Seq 14/ soro forma indeterminada p>0,05; c: Reatividade do
clone Seq 14/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs clone Seq
14/ soro individuos controles p<0,001. (C) a: Reatividade do clone Seq 27/
soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs fago selvagem/ soros
respectivas formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 27/ soro forma
cardiaca vs clone Seq 27/ soro forma digestiva vs clone Seq 27/ soro forma
indeterminada p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 27/ soros formas cardiaca,
digestiva e indeterminada vs clone Seq 27/ soro individuos controles p<0,001.
(D) a: Reatividade do clone Seq 34/ soros formas cardiaca, digestiva e
indeterminada vs fago selvagem/ soros respectivas formas p<0,001; b:
Reatividade do clone Seq 34/ soro forma cardiaca vs clone Seq 34/ soro forma
digestiva vs clone Seq 34/ soro forma indeterminada p>0,05; c: Reatividade do
clone Seq 34/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs clone Seq
34/ soro individuos controles p<0,007..........uuuiiiiiiiiieieee e 37

Figura 9. Teste de redugao em placa realizado com cinco clones diferentes. (A)
A placa do clone Seq. ID N° 17 adicionado de TBS esta sendo mostrada a
esquerda; enquanto a placa do clone Seq. ID N° 17 adicionado de soro da
forma cardiaca da doenga de Chagas (diluigdo 1:8) estd sendo mostrada a
direita. (B) A placa do clone Seq. ID N° 21 adicionado de TBS esta sendo
mostrada a esquerda; enquanto a placa do clone Seq. ID N°® 21 adicionado de
soro da forma digestiva da doenga de Chagas (diluicdo 1:8) estd sendo
mostrada a direita. (C) A placa do clone Seq. ID N° 29 adicionado de TBS esta
sendo mostrada a esquerda; enquanto a placa do clone Seq. ID N° 29
adicionado de soro da forma cardiaca da doencga de Chagas (diluicao 1:8) esta
sendo mostrada a direita. (D) A placa do clone Seq. ID N° 34 adicionado de
TBS esta sendo mostrada a esquerda; enquanto a placa do clone Seq. ID N®
34 adicionado de soro da forma indeterminada da doenga de Chagas (diluigao
1:8) esta sendo mostrada a direita. (E) A placa do clone Seq. ID N° 35
adicionado de TBS esta sendo mostrada a esquerda; enquanto a placa do
clone Seq. ID N°® 35 adicionado de soro da forma digestiva da doenca de
Chagas (diluicao 1:8) esta sendo mostrada a direita...........cccceeeeeeeeiiiiiinnnnnnnnn. 41



Figura 10. Demonstragado grafica da relagdo entre a DO e a taxa de redugéo
correspondentes aos diferentes clones submetidos a todos os pools de



INTRODUGAO

Doencga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, € uma importante doenga parasitaria cronica causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, tendo sido descoberta e descrita por
Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909).

De acordo com informacdes de 21 paises, onde a doenca de Chagas é
endémica, o numero estimado de individuos infectados atualmente é 8 milhoes,
0 que representa uma reducao de 50% nas taxas de infecgédo de 1990 até a
atualidade. Anualmente, é estimado que 41.200 individuos sejam infectados
pelo Trypanosoma cruzi via transmissdo vetorial, e que aproximadamente
14.385 individuos sejam acometidos pela doenga de Chagas congénita (WHO,
2007).

Recentemente, devido ao aumento da imigracdo de areas endémicas
para a América do Norte e Europa, intensificou-se o diagnéstico clinico da
doenca de Chagas nos Estados Unidos, assim como casos de individuos
infectados pela doenga por meio de transfusdo sanguinea, em areas né&o
endémicas. A tripanossomiase americana também emergiu como uma infecgéo
oportunista em pacientes imunossuprimidos, como os portadores de AIDS,
individuos transplantados e pacientes em tratamento contra tumores (HUANG
et al., 2006).

A transmissdao da doenca de Chagas para os humanos e para outros
hospedeiros mamiferos ocorre principalmente por meio de fezes infectadas de
triatomineos hematéfagos, embora ja tenham sido descritas outras rotas de
transmissdao, que incluem transfusdo de sangue, transplante de o&rgéos,
transmissao vertical e ingestdo de alimentos contaminados (DUMONTEIL,
20009).

O protozoario Trypanosoma cruzi possui ciclo de vida heteroxénico e
pertence a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, podendo
apresentar-se sob trés formas principais: amastigota, epimastigota e
tripomastigota (REY, 1992).

A transmissdao vetorial da doengca de Chagas aos hospedeiros

vertebrados susceptiveis inicia-se por meio da picada de barbeiros; assim, as



tripomastigotas, que sdo as formas que ndo se dividem e estao presentes na
corrente circulatoria de hospedeiros mamiferos, sdo ingeridas pelo vetor
invertebrado (triatomineos da familia Reduviidae) apés o repasto sanguineo.
No intestino médio do barbeiro, tripomastigotas se diferenciam em
epimastigotas que se multiplicam e migram para o intestino posterior, onde se
transformam em tripomastigotas metaciclicas (Figura 1). Essa é a forma
infectante, que é excretada com as fezes e infecta os hospedeiros vertebrados,
passando por meio de mucosas ou lesdes na pele. Elas, entdo, invadem
células vizinhas, diferenciando-se em amastigotas (Figura 1). Apds a
multiplicagdo no citoplasma, amastigotas transformam-se em tripomastigotas.
As formas tripomastigota s&o liberadas na corrente circulatoria e tecidos
adjacentes apds a ruptura das células do hospedeiro e invadem grande
variedade de tipos celulares, incluindo células musculares cardiacas e
esqueléticas (DaROCHA et al., 2002).

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma. A parte superior da figura (azul) mostra o
desenvolvimento das formas tripomastigotas no intestino do barbeiro e sua transmissao aos
hospedeiros vertebrados. A parte inferior (amarela) ilustra a fase de desenvolvimento das
formas amastigotas no homem ou em outros reservatorios vertebrados.

(Disponivel em: http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm)

Depois de adquirida, a doenga de Chagas pode se apresentar sob duas
fases: a aguda e a crénica (CHAGAS, 1911). A fase aguda caracteriza-se por
febre, mal estar, edemas, hepatoesplenomegalia, infartamento ganglionar

generalizado, taquicardia e pela presengca de tripanosomas no sangue



periférico (ANDRADE, 1958). Porém, na maioria, a doenga se desenvolve de
maneira favoravel, passando a uma fase de cronicidade mais ou menos
assintomatica (LARANJA; DIAS; NOBREGA, 1948; ANDRADE, 1958).

Geralmente, o inicio da infecgdo € acompanhado de sintomas e sinais
locais decorrentes da penetragdo do parasito, representados pelo inchago do
olho (sinal de Romafa) ou pelo chagoma de inoculagcdo (LARANJA; DIAS;
NOBREGA, 1948; ANDRADE, 1958).

A doenca entra na fase crénica, geralmente comegando com um longo
periodo assintomatico, denominado de forma indeterminada, que acomete a
maioria dos doentes (70 a 80%) e persiste de dez a trinta anos ou por toda a
vida. Em 20% a 30% dos individuos infectados, a doenca resulta em
cardiopatia grave ou megaes6fago e megacolon (WHO, 2007).

A estratégia de controle para a eliminagdo da doenga de Chagas é
baseada no controle de vetores; rastreio sistematico dos doadores de sangue
em todos os paises endémicos; detecgcdo e tratamento da transmissédo
congénita; e tratamento de criangas infectadas e de casos agudos (WHO,
2007).

Entre os diversos aspectos intrigantes relacionados a doenga de
Chagas, sua evolugéo clinica diferencial em individuos cronicamente infectados
assume um papel de grande destaque. Enquanto a maioria dos pacientes
chagasicos crénicos ndo apresenta sintomas ou sinais clinicos da doenca,
sendo classificados como indeterminados, as formas clinicas digestiva e
cardiaca sdo caracterizadas por lesbes teciduais de intensidade variavel na
rede neuronal mioentérica e nos tecidos cardiacos, respectivamente, e sao
associadas a morbidade e mortalidade da doenca. Fatores relacionados ao
parasito, como por exemplo, o tropismo tecidual especifico de diferentes
isolados de Trypanosoma cruzi, podem influenciar de maneira decisiva a
evolugao clinica da doenca de Chagas. No entanto, o fato de que isolados
semelhantes de parasitos podem ser associados a formas clinicas distintas da
doenca aponta para a importancia de outros fatores, especialmente a resposta
imune dos pacientes (FIOCRUZ; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A eficiencia e o carater da resposta imune na infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi dependem do hospedeiro, da cepa do parasito envolvida e

da fase da doenca (ABATH, 1983). Respostas imunes inata e adaptativa



coordenadas, efetuadas por macréfagos, linfocitos B, linfécitos T e citocinas
controlam a parasitemia na fase aguda, mas o parasito permanece
indefinidamente nos tecidos do hospedeiro. Componentes classicos da
imunidade inata, como células dendriticas (DC), macréfagos e células natural
killer (NK) parecem ter papel crucial na imunidade anti-T. cruzi. Além disso,
diferentes moléculas de superficie do parasito tém sido identificadas como
indutoras da imunidade inata, dentre elas destacam-se as &ncoras de glicosil-
fosfatidil-inositol (GPIl), as GPI ligadas covalentemente as glicoproteinas
semelhantes a mucinas, as GPIl-mucinas, e a enzima trans-sialidase (TS)
(FIOCRUZ; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

No homem, a infecgao por T. cruzi sensibiliza diferentes compartimentos
do sistema imune, levando ao aparecimento de respostas humorais e celulares
especificas contra o parasito; afinal, considerando-se a complexidade das
interacdes parasito-hospedeiro, € improvavel que apenas um braco do sistema
imunoldgico esteja associado a evolugdo da doenca (BRODSKYN; BARRAL-
NETO, 2000).

Tem sido descrito em diferentes estudos, que a forte participagao do
sistema imune ocorre durante a fase aguda da infec¢cdo por Trypanosoma
cruzi, na qual ha ativacédo inespecifica de macréfagos (ORTIZ-ORTIZ et al.,
1976) e células NK (HATCHER et al.,, 1981) acompanhada pela ativagao
policlonal de linfocitos B e T e por hipergamaglobulinemia (MINOPRIO et al.,
1986; MINOPRIO et al., 1987). O mecanismo preciso dessa ativacao inicial é
pouco entendido (BRENER; GAZZINELLI, 1997).

Estudos recentes indicam que glicoconjugados presentes na superficie
de tripomastigotas e amastigotas podem ser moléculas chave envolvidas no
inicio da inflamagéo e da resposta imune durante a fase aguda da doenca
(BENTO et al., 1996; CAMARGO et al., 1997).

Foi constatado que a imunizagédo experimental com fragdes de parasitos
fixados induz protecdo parcial ou auséncia de infeccdo. Os anticorpos
protetores (anticorpos liticos), aumentados durante a fase crbénica da doenca,
reconhecem epitopos na superficie de tripomastigotas vivos, que sdo rompidos
em um ensaio in vitro, em uma lise mediada pelo complemento (BRENER;
GAZZINELLI, 1997).
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Os primeiros estudos relacionados a resposta imune dos pacientes
chagasicos focalizaram-se na resposta humoral. A detec¢cdo de anticorpos
reativos ao parasito foi e € uma importante ferramenta para diagnéstico da
infeccdo em humanos e, diante dessa associagcdo, pesquisas tém sido
realizadas para melhor caracterizar a resposta humoral dos pacientes
chagasicos crénicos (FIOCRUZ; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Assim, na doenga de Chagas, os anticorpos constituem importantes
componentes nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra Trypanosoma
cruzi. Muitos antigenos do parasito ja foram estudados de forma a possibilitar a
sintese de proteinas recombinantes e peptideos sintéticos com potencial uso
clinico e epidemiolégico: proteinas internas, como o antigeno-30, CRA, JLS,
TCR27, as proteinas P ribossomais e a proteinase de cisteina de Trypanosoma
cruzi, que é encontrada nos lisossomos e possivelmente na superficie da
célula. Outros antigenos estao localizados no flagelo, como o antigeno |, FRA,
JL7. Sabendo-se que fragbes flagelares protegem camundongos contra
infecgdo fatal, tais antigenos podem ter implicagbes na sorologia e
imunoprotegédo. Outros antigenos localizam-se na superficie do parasito como
os antigenos 2, 13 e SAPA (revisado por FRASCH et al., 1991).

O diagnodstico de individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi é
realizado principalmente por testes sorolégicos, 0 que poderia ocasionar
reagao cruzada com outras infecgbes. Por isso, nos ultimos dez anos, muitas
proteinas recombinantes e peptideos sintéticos relacionados ao parasito
Trypanosoma cruzi tém sido descritos, e alguns ja estdo no mercado
(SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001).

Na fase crénica da infecgdo, a detecgado do parasito no sangue é feita
por exame parasitologico direto, hemocultura ou xenodiagndstico, os quais séo
altamente especificos, mas possuem uma sensibilidade que varia de 34% a
85%, dependendo das condigbes técnicas. Assim, a detecgdo de anticorpos
séricos contra antigenos de Trypanosoma cruzi (sondas) tem sido o principal
método para o diagndstico da doenga de Chagas (RABELLO et al., 1999).
Estes anticorpos sdo geralmente detectados por uma série de testes
soroldgicos, principalmente ensaios imunoenzimaticos. Destes testes
convencionais, 0s mais utilizados sao hemaglutinagdo indireta,

imunofluorescéncia indireta e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
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devido a sua simplicidade, baixo custo e bom desempenho, tanto em termos de
especificidade como de sensibilidade. No entanto, a variagdo na
reprodutibilidade e confiabilidade dos testes ja foi relatada e explicada pela
fraca padronizacdo dos reagentes. Além disso, existe o problema da
reatividade cruzada, que ocorre principalmente com anticorpos produzidos
contra patdgenos do género Leishmania (SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI,
2001).

Sabendo que muitas doencgas infecciosas, como a doenga de Chagas,
carecem de diagndsticos mais confiaveis, rapidos e precisos, existe uma
grande busca por novos antigenos com aplicagdes diagnosticas, bem como a

caracterizagao dos mesmos.

Phage Display

Uma ferramenta muito eficiente e amplamente utilizada para
identificacdo de novos peptideos € o Phage Display, ou exposicdo de
biomoléculas na superficie de bacteriéfagos filamentosos M13, que foi
desenvolvida por Smith em 1985. Esta técnica foi originalmente utilizada para
construir bibliotecas de anticorpos com o propédsito de selecionar fagos que se
ligavam fortemente em antigenos especificos (SMITH, 1985). Desde sua
criacdo, esta metodologia tem apresentado uma crescente utilizacdo em
diversas areas das Ciéncias, por ser um potente método de selegcao de
polipeptideos ligantes a diversos alvos biolégicos (BARBAS et al., 2001).

Bacteriofagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam uma
variedade de bactérias Gram negativas usando o pilus sexual como receptor.
As particulas de fagos filamentosos (linhagens M13, f1 e fd) que infectam E.
coli via pilus F, consistem de uma fita simples de DNA que é envolta em uma
capsula protéica (RUSSEL, 1991). O bacteriéfago € composto por cinco
proteinas estruturais: plll, pVI, pVII, pVIIl e pIX, sendo que a proteina pVIll
constitui o corpo cilindrico do capsideo (Figura 2). A incorporagao de proteinas
exdégenas na superficie dos fagos filamentosos faz-se fusionando esses
peptideos as proteinas estruturais das particulas virais, sendo que as duas
principais proteinas utilizadas para esse fim sao a proteina pVIll e a plll.
(BRIGIDO; MARANHAO, 2002).
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Figura 2. Esquema representativo de um bacteriéfago de classe Ff ilustrando as proteinas do
capsideo viral e trés modelos de exposigdo de peptideos respectivamente nas proteinas plll,
pVIll e simultaneamente nas proteinas pVll e plX.

(Disponivel em: http://www.molgen.mpg.de/~in-vitro/technology.html)

Uma das vantagens do uso do bacteriéfago € que fagos filamentosos
nao geram uma infecgao litica em E. coli, mas preferencialmente induzem um
estado no qual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago sem
sofrer lise. A infecgdo é iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao pilus F de
uma E. coli. Somente o DNA de fita simples e circular do fago penetra na
bactéria, onde é convertido pela maquinaria de replicagdo do DNA bacteriano
em uma forma replicativa de plasmideo de fita dupla. Esta forma replicativa
sofre constantes replicagdes para gerar DNA de fita simples e ainda servir
como molde para expressao das proteinas de fago plll e pVIIl. A progénie do
fago € montada por empacotamento do DNA de fita simples em capsideos
protéicos e expulsos da bactéria por meio da membrana no meio (AZZAZY;
HIGHSMITH, 2002).

A exposicdo em fagos filamentosos é baseada na clonagem de
fragmentos de DNA codificantes de milhdes de variantes de certos ligantes
(BENHAR, 2001), como proteinas, incluindo anticorpos ou peptideos. As
sequéncias de DNA de interesse sao inseridas em uma determinada
localizagdo no genoma dos bacteriéfagos filamentosos, de modo que a
proteina codificada é expressa fusionada a uma das proteinas de superficie do
fago (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002). Esta ligagdo direta que existe entre o

fenodtipo experimental e o genoétipo encapsulado mostra a evolugao dos ligantes
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selecionados até moléculas otimizadas, sendo uma vantagem crucial desta
tecnologia (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).

O peptideo ou proteina expresso na superficie do fago possibilita a
selegcao de sequéncias baseada na afinidade de ligagao de uma molécula alvo
em um processo de selegdo in vitro denominado biopanning (PARMLEY;
SMITH, 1988).

A selecao, ou biopanning, é realizada pela incubacdo da biblioteca de
peptideos ou anticorpos expostos em fagos contra o alvo. O alvo é imobilizado
em suportes solidos tais como placas de ELISA, microesferas magnéticas ou
de afinidade, resinas e membranas. Os fagos nao ligantes ao alvo sao
eliminados por lavagens sucessivas, € os fagos especificos permanecem
ligados para posterior eluicdo. O pool de fagos especificos € amplificado para
os ciclos posteriores de selegao bioldégica ou biopanning (ciclos de ligagéo,
eluicdo e amplificacdo) para o enriquecimento do conjunto de fagos com
sequéncias especificas contra o alvo. Apds trés ou quatro passagens, 0s
clones individuais s&o caracterizados por sequenciamento de DNA, western
blotting ou ELISA (Figura 3) (SMITH, 1985).

Bibliotecas de peptideos tém sido utilizadas na determinacdo de
epitopos aos quais os anticorpos se ligam. Os anticorpos reconhecem motivos
de peptideos baseados somente em trés ou quatro residuos conservados. Por
esse motivo, é possivel a determinagao da regido de uma proteina que esta
sendo reconhecida por um anticorpo utilizando-se Phage Display (SCOTT;
SMITH, 1990).

Bibliotecas de peptideos randémicos lineares e ciclicos (MICELI;
DEGRAAF; FISCHER, 1994) e bibliotecas de fragmentos de antigenos e genes
(CHRISTMANN et al., 2001) tém sido utilizadas no mapeamento de epitopos
de anticorpos monoclonais. Bibliotecas combinatérias de peptideos, as quais
podem ser construidas para conter bilhdes de copias de um unico peptideo,
tém sido utilizadas como fonte de moléculas com diferentes potenciais de
ligagdo (UCHIYAMA et al., 2005).
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Figura 3. Esquema representativo do processo de Biopanning. Imobilizagdo do alvo e
incubacao da biblioteca de fagos, retirada dos fagos nao ligados por lavagens sucessivas,
eluicdo dos fagos ligados e infeccdo de E. coli, amplificagdo dos fagos eluidos e
sequenciamento da populagao de fagos com maior afinidade pelo alvo.

(Disponivel em: http://www.molgen.mpg.de/~invitro/technology.html).

Embora a tecnologia de Phage Display tenha sido criada ha mais de 20
anos, as aplicagdes e desenvolvimento desta técnica estdao apenas comegando
a ser exploradas. A otimizagao da tecnologia de Phage Display potencializara a
producdo de uma enorme gama de ligantes, incluindo anticorpos
recombinantes e peptideos, com especificidades pré-definidas, que podem
atuar, por exemplo, na melhoria do diagnéstico de uma variedade de doengas
humanas (HELL et al., 2009).
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JUSTIFICATIVA

Apesar do controle da transmissdo vetorial da doenca de Chagas em
muitos paises da América Latina, ainda necessita-se de um método diagndstico
mais preciso capaz de detectar a presencga de infec¢ao por Trypanosoma cruzi,
principalmente para a utilizacdo em Bancos de Sangue. Ainda nao esta
definido se ha um padrao de resposta imune predominante nas formas clinicas
cardiaca, digestiva e indeterminada e se esse possivel padrdo pode ser o
responsavel pelas manifestacdes clinicas da fase cronica.

Fica, portanto, evidente a necessidade de procura e de caracterizacdo de
novos antigenos que permitam estudar a resposta imune e compreender
melhor a interagao antigeno-anticorpo na doenga de Chagas, sendo uma das
mais importantes alternativas para o desenvolvimento de diagndsticos mais

sensiveis e especificos.
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OBJETIVO GERAL

O intuito deste trabalho foi caracterizar o perfil imunorreativo de

peptideos recombinantes selecionados por Phage Display contra IgG humana

de pacientes com a doenga de Chagas crénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar peptideos para aplicagdo diagnéstica na doenga de

Chagas;

Validar a hipétese de que existem peptideos primordialmente expressos
em cada uma das principais formas da fase crénica da doenga de
Chagas, a fim de caracterizar epitopos potenciais para diagnéstico

diferencial entre as formas cardiaca e digestiva;

Delinear o perfil imunorreativo dos peptideos selecionados para a forma
indeterminada da fase cronica da doenga de Chagas, a fim de que estes
possam ser utilizados como potenciais marcadores para indicar
propensao de pacientes portadores da forma assintomatica a
desenvolverem sintomas relacionados a forma cardiaca ou a forma

digestiva.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de soro

Os soros utilizados para execugao dos experimentos, devidamente
caracterizados de acordo com a | Reunido de pesquisa aplicada em doenga de
Chagas em 1985, foram cedidos pela Faculdade de Medicina do Triangulo
Mineiro, Uberaba-MG, de acordo com a aprovagao do Comité de Etica,
protocolo 343 (CEP UFTM). Foram fornecidos soros de pacientes com
diagnostico positivo para a doenga de Chagas, sendo esses pacientes
enquadrados na fase crbnica e separados, de acordo com os sintomas, em
formas cardiaca, digestiva e indeterminada; soros de pacientes negativos para
a doencga de Chagas também foram cedidos.

Foram feitos pools de soros de 10 pacientes positivos para cada forma
da doencga (cardiaca, digestiva e indeterminada) e um pool de soros de 10

pacientes controles.

Selecao de peptideos — Biopanning em placa

Em um estudo anterior, cujos dados ainda n&o foram publicados, foram
selecionados peptideos para as formas cardiaca, digestiva e indeterminada da
fase cronica da doenga de Chagas.

Para a selecao dos peptideos recombinantes foi utilizada uma Biblioteca
combinatoria de Peptideos randémicos de 12-mers fusionados na proteina plll
do fago M13 (Ph.D™ - 12 Phage Display Peptide Library — New England
Biolabs).

Os anticorpos humanos (IgG) utilizados nesse experimento foram
purificados com microesferas magnéticas ativadas com proteina G conforme
protocolo de purificagdo do fabricante (DYNAL BIOTECH, Dynabeads Protein
G).

O Biopanning foi realizado utilizando-se placa de alta afinidade (Nunc
MaxiSorp™), a qual teve trés pogos sensibilizados com anticorpos humanos
(IgG) purificados provenientes de cada forma da doenga (digestiva, cardiaca e
indeterminada), com posterior incubagdo da biblioteca original (4x10"
particulas virais). Os fagos nao ligantes foram retirados por lavagens

sucessivas e os fagos ligantes foram eluidos. No caso da selec¢ao de peptideos
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para as formas cardiaca e digestiva foram feitas eluicdes negativa (IgG
purificada de soros de pacientes controles), invertida (IgG purificada de soros
de pacientes com a forma digestiva para eluicdo no processo de selegéo dos
peptideos para a forma cardiaca; IgG purificada de soros de pacientes com a
forma cardiaca para eluicdo no processo de selegao dos peptideos para a
forma digestiva) e acida (glicina); ja para a selecao de peptideos para a forma
indeterminada, foram feitas elui¢des negativa e acida.

Este procedimento foi realizado por trés vezes, de maneira que foram
realizados trés ciclos de selecao idénticos; além disso, um ciclo alternativo foi
realizado a partir do eluato amplificado do 2° ciclo, com eluicdo de todos os
pocos com antigeno total de Trypanosoma cruzi (Figura 4).

Posteriormente, foi realizada a reagcdo de sequenciamento utilizando-se
DYEnamic™ ET dye terminator kit (MegaBace™) (GE Healthcare), com o DNA
obtido e com o primer (96 M13- 5 OHCCCTCATTAGTTAGCGCGTAACG 3),
o qual amplifica a regido dos aminoacidos codificantes dos peptideos

randémicos fusionados nos fagos M13 recombinantes.
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Figura 4. Descrigdo esquematica dos quatro ciclos de selegao (Biopannig) realizados.
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Amplificagao dos clones

Apds os quatro ciclos de selegdo (Biopannig), foram obtidos 50 clones
distintos, os quais foram amplificados em E. coli (ER2738). Em uma placa deep
well foram adicionados 1 mL de meio de cultura liquido (LB- Bacto-Triptona,
extrato de levedura, NaCl- em agua MilliQ) contendo E. coli (ER2738) com
densidade optica (DO) de 0,3, e 5 uL de fago. A placa foi incubada durante

toda a noite, a 37°C, sob agitacdo no shaker (150 rpm).

Ensaios Imunoenzimaticos

Os Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados com
sobrenadante de fagos e, para tanto, amplificou-se os clones em placa deep
well, adicionando-se 1 mL de meio de cultura contendo E. coli (ER2738), com
densidade 6ptica (DO)= 0,3 e 5 pL de fagos. A placa foi incubada durante toda
a noite, a 37°C, sob agitacao (150 rpm).

Testes de ELISA foram realizados com o objetivo de rastrear a
reatividade dos peptideos expressos nos fagos selecionados e, para tanto, as
particulas virais dispersas em solugdo no meio de cultura (sobrenadante) foram
utilizadas como antigeno.

Placas de alta afinidade (NUNC) foram sensibilizadas com 1 ug/pogo de
anticorpo monoclonal anti-proteina pVIlIl do fago (Amersham Biosciences)
diluidos em 50 yL de tampao carbonato (NaHCO3 0,1 M, pH=8,6) e incubadas
durante toda noite sob agitacdo, a 4°C. Posteriormente, foram adicionados a
cada pogo, 200 pL de bloqueio (tampéo TBS — 0,5 M Tris/ 1,5 M NaCl +
soroalbumina bovina — BSA 2,5%), deixando as placas incubarem durante uma
hora, a 37°C. As placas foram lavadas por trés vezes com TBS + solugao
detergente Tween 20 (0,05%) em lavadora automatica de microplacas (Thermo
Plate) e, em seguida, adicionou-se 50 uL de meio de cultura contendo fagos.
Apos incubagao durante uma hora, a 37°C, as placas foram lavadas seis vezes
com TBS-Tween 20 (0,05%) e adicionou-se 50 pL/pogo de pool de soros de
dez pacientes portadores da forma cardiaca da doenga de Chagas, 50 pL /pogo
de pool da forma digestiva, 50 pyL/pogo de pool da forma indeterminada e 50
pL/pogo de pool de dez soros de pacientes negativos para a doenga (diluicdo
em bloqueio de 1:50). Todos os clones sequenciados foram testados frente a

todos os tipos de soros, em triplicatas. Apds incubacdo de uma hora, a 37°C,
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as placas foram lavadas por mais seis vezes com TBS-Tween 20 (0,05%).
Foram adicionados 50 pL/pogo de anticorpo conjugado, Anti-IgG humana
marcada com peroxidase (IgG, Fc HRP-USBiological), diluida em bloqueio, em
uma concentragao de 1:5000. Houve incubagao durante uma hora, a 37°C. As
placas foram lavadas por mais seis vezes com TBS-Tween 20 (0,05%).

Os ensaios foram revelados com 50 pL/poco da solugao reveladora (2
mg de OPD e 2 mL de perdxido de hidrogénio para 10 mL de tampéao citrato
0,05 M (Sigma Chemical) e o processo de coloragao foi interrompido com 10 L
de Acido Sulfurico 2M. A leitura da absorbancia foi feita em leitora de

microplacas, com filtro de 492 nm (Thermo Plate).

Andlise estatistica - ELISA

A média das DOs em triplicatas de cada clone submetido aos pools de
soros de cada forma da doenca (cardiaca, digestiva e indeterminada), bem
como ao pool de soros de pacientes controles, foi subtraida da média das DOs
em triplicatas do fago selvagem, submetido aos mesmos pools de soros.
Posteriormente, os peptideos foram analisados estatisticamente utilizando-se o
programa GraphPad Prism 4, com o teste One-way ANOVA e o poOs teste
Bonferroni (intervalo de confianga de 99%) para demonstrar quais clones
reagiram significativamente diferente perante os soros para os quais foram

selecionados.

Purificagao dos fagos

Os clones com melhor desempenho de reatividade nos testes anteriores
foram purificados. Foram adicionandos 30mL de meio de cultura contendo E.
coli (ER2738) com DO de 0,3, e 10uL de fago em recipientes com oxigenagao,
os quais foram incubados durante a noite, a 37°C, sob agitacdo (150 rpm).
Posteriormente, os meios contendo bactérias e fagos foram centrifugados por
10 minutos, a 9000 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos
limpos de centrifuga e novamente centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. Os
sobrenadantes foram novamente transferidos para tubos limpos e, a cada tubo,
foi adicionado 1/6 do volume total de PEG-NaCl (20% peso/volume de
polietileno glicol-8000; NaCl 2,5 M), e as suspensdes foram mantidas a 4°C,

durante a noite, para precipitagdo dos fagos. Os tubos foram centrifugados
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durante 15 minutos a 3000 rpm, e os sobrenadantes descartados. Houve mais
uma centrifugacdo a 3000 rpm por cinco minutos e o restante dos
sobrenadantes foram retirados com pipeta. Os precipitados foram
ressuspendidos em um mL de TBS (Tris-HCI 50 mM — pH 7,5; NaCl 150 mM) e
as suspensodes centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm, transferidas para
tubos limpos e precipitadas novamente com 1/6 do volume total de PEG-NaCl.
Os tubos foram mantidos no gelo durante uma hora e posteriormente
centrifugados por 10 minutos a 14000 rpm. Os sobrenadantes foram retirados e
os precipitados foram ressuspendidos em 200uL de TBS, as suspensodes

transferidas para tubos limpos e armazenadas a 4°C.

Teste de redugao em placas
= Experimento piloto

Os clones com melhor desempenho de reatividade nos testes ELISA
foram submetidos ao piloto do teste de reducao de colénias em placas. Para
tanto, misturou-se 10 L do fago purificado (diluigdo 107 — aproximadamente
500 unidades formadoras de col6nias- pfu) com 10 yL de pool de soros da
forma para a qual foram selecionados (diluigdo em TBS 1:8); em outro tubo,
foram adicionados 10 uL do fago purificado com TBS.

As misturas foram incubadas a 37°C durante uma hora e adicionadas de
200 pL de E. coli (ER2738) com DO de 0,3 em meio LB, com incubacao de
cinco minutos, em temperatura ambiente. As suspensdes foram acrescidas de
3 mL de agarose top (LB; MgCl,; Agarose em agua MilliQ) e colocadas em
placas contendo LB-Bacto agar-IPTG-Xgal. As placas foram entdo incubadas
durante a noite e posteriormente o nimero de coldnias produzidas nas placas
foi estimado. A taxa de redugao foi calculada com base no trabalho de Yang e
Shiuan (2003) para cada um dos peptideos submetidos as duas condi¢oes

(fago + TBS; fago + soro).

= Teste de reducido em placas
Os clones que tiveram reducdo satisfatéria no piloto realizado
anteriormente foram submetidos ao teste de reducao de colbnias em placas,
para tanto, misturou-se 10 pL de fago purificado (diluicdo 107 -

aproximadamente 500 unidades formadoras de colbnias- pfu) com 10 pL de
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pools de soros das trés formas da fase cronica da doenga de Chagas
(cardiaca, digestiva e indeterminada) e pool de soros de pacientes controles
diluidos em TBS (1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256), bem como com TBS. As
suspensdes foram incubadas a 37°C durante uma hora e adicionadas de 200
pL de E. coli (ER2738) com DO de 0,3 em meio LB, com incubagéo de cinco
minutos, em temperatura ambiente. As misturas foram acrescidas de 3mL de
agarose top (LB; MgCly; Agarose em agua MilliQ) e colocadas em placas
contendo LB-Bacto agar-IPTG-Xgal. As placas foram entdo incubadas durante
a noite e posteriormente o numero de colénias produzidas nas placas foi
estimado.

A taxa de reducao foi calculada com base no trabalho de Yang e Shiuan
(2003) para cada um dos peptideos submetidos as diferentes condigbes. As
taxas foram analisadas estatisticamente utilizando-se o programa GraphPad
Prism 4, com o teste One-way ANOVA e o pos teste Bonferroni (intervalo de
confianga de 99%) para demonstrar quais clones reduziram significativamente

quando adicionados do pool de soros para os quais foram selecionados.
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RESULTADOS

Identificagdo dos clones obtidos pelo Biopannig

A partir das sequéncias de DNA dos clones foram realizadas predi¢des
das sequéncias de aminoacidos obtidas pelos quatro ciclos de selegéao,
gerando 67 sequéncias integras, sendo 50 distintas entre si. Estas sequéncias

foram devidamente nomeadas e demonstradas na Tabela1.

Tabela 1. Identificacdo dos clones obtidos pelo Biopannig e respectivas sequéncias.

ID Clones Sequéncias ID Clones Sequéncias
Seq. IDN®1 GPRPPTADIWSQ Seq.IDN°26 GPRPHHTFATSP

Seq.IDN%2  NPISSYFPSKSS Seq. IDN®27 IRQIDPTPQSYW
Seq. IDN®3 LRQIDSPAERIL Seq.IDN®28 IRQIDELSPRPI
Seq. IDN®4  GPRPVAPHFLDI  Seq. D N°29 HTMERTKFMLLR
Seq. IDN®5 IRLIDDRDYLLL Seq. IDN®30 SPPRPPDSPKYT
Seq. IDN®6  GPRPASPSFPAT  Seq.IDN®31 FRQIDAPPIQYH
Seq. IDN®7  MRSIDHAPLSPL  Seq.IDN°32 VFLKPNTGPSST
Seq. IDN®8 THLQTAPFETAM  Seq.ID N?33 NPYVFSTAVSIK
Seq. IDN®°9 WHWTYGWRPPAM Seq. ID N°34 IRMIDSPSEASR
Seq. IDN®10  IRQIDTPTHLQV Seq. IDN®35 IRQIDHPVDLLL
Seq. IDN®11 HTSQHPHRPWPF Seq.IDN®36 TSVNPPPTLPSL
Seq. IDN®12 NPLDQYLRPTSA  Seq.IDN®37 IRNIDIWPNDSH
Seq. IDN®13 GPLYHLLAAPEH  Seq.IDN®38 AEEKLSHRADTL
Seq.IDN®14  IRAIDEPYATLS Seq. ID N®39 VERLEREYVAPW
Seq. IDN®15 SPASPRSEAPPP  Seq.IDN®40 FRPAVHNMPSLQ
Seq. IDN®16 FRMIDYPAPDNP  Seq.IDN°®41 GPRPTTHTVPIM
Seq. IDN®17 HLANSPGLQQRH Seq.ID N°42 GPRPALPPTPFP
Seq. IDN®18 GHKANLLPTFND  Seq.IDN®43 |IRSIDQPPSSPT
Seq.IDN®19  MRMIDVPDEIIL Seq. IDN°44 LRSIDLVLPPTV
Seq. IDN®20 MRLIDGPATPEY  Seq.ID N®45 LTSHNMGLYGDR
Seq. IDN®21 GPRPPSLPPDPA  Seq.ID N®46 GPRPAWPTMDFL
Seq. IDN®22 GPRPMVYFGPLA  Seq.ID N°47 IRQIDPRPVPAP
Seq. IDN®23 VDMKENNGVLLP  Seq.ID N®48 HSLGPSRPLLLP
Seq. IDN%®24  FRQIDTPHPLLT Seq. ID N®49 HSTAQWSALTKP
Seq. IDN®25 IRQIDYQPPRGS  Seq.IDN®50 LRLIDEVPAELV
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Caracterizagdo dos clones sequenciados obtidos pelo Biopannig

Os clones obtidos pelo Biopannig foram analisados de acordo com os

seguintes parametros: sequéncias de aminodacidos obtidas; frequéncia dos

peptideos selecionados (FO); frequéncia esperada desses peptideos na

biblioteca original (FE), que é a probabilidade de sequéncia randémica;

amplificacdo dos peptideos decorrentes do processo de selecdo em relagao a

frequéncia esperada dos peptideos da biblioteca original (FO/FE); grau de

informacdo de cada peptideo (I(m));

€ numero provavel

independentes dentro da biblioteca (A) (Tabela 2).

de clones

Tabela 2. Sequéncias de aminoacidos dos clones selecionados, frequéncia observada,
frequéncia esperada, amplificagcao dos peptideos e grau de informagéo.

Clones ggg::g‘:: ;;zgléi?ii: *Amplificagdo ***I(m) FIREN
Seq. ID N2 1 1/67 1,08 x 107 459x 10" 39,1 2,17 x10°®
Seq. ID N2 2 1167 1,64 x10™ 3,04 x 10" 31,7 3,28 x 10°
Seq. IDN2 3 3/67 3,83x 10 1,30 x 10" 28,6 7,66 x 10
Seq. ID N® 4 3/67 9,04 x 107" 5,53 x 10" 34,6 1,81 x 10°
Seq. IDN25 2/67 3,80x 107 1,32 x 10" 28,6 7,59 x 107
Seq. IDN° 6 1/67 7,07 x 10" 7,07 x 10" 39,5 1,41 x 107
Seq. IDN27 1167 9,86 x 10" 5,07 x 10" 32,3 1,97 x 10°
Seq. IDN2 8 1167 7,32x 107 6,82 x 10" 34,9 1,46 x 10°°
Seq. IDN%9 1167 1,62 x 107" 3,09x 10" 374 3,23x10°
Seq. ID N2 10 4/67 1,48 x 107" 3,38 x 10" 27,2 2,96 x 10
Seq. ID N2 11 1/67 4,05x107° 1,23x10™ 33,1 8,10x 10°®
Seq. ID N2 12 1167 2,46 x 10°"° 2,03 x 10" 35,9 4,93 x 107
Seq. ID N2 13 1167 7,23x10™ 6,91 x 10" 32,6 1,45x 10°
Seq. ID N2 14 1167 342x10™ 1,46 x 10" 33,3 6,83 x10°
Seq. ID N2 15 1167 1,04 x 107 4,82x10" 41,4 2,07 x10°
Seq. ID N2 16 1/67 8,97 x 1077 5,57 x 10" 37,0 1,79 x 107
Seq. ID N2 17 2/67 423x10"® 1,18 x 10" 35,4 8,45x 107
Seq. ID N2 18 1167 9,71x10™ 5,15 x 10" 27,7 1,94 x 10°
Seq. ID N2 19 1167 7,27 x107° 6,88 x 10'? 28,0 1,45 x 107
Seq. ID N2 20 2/67 1,02 x 1072 4,89x 10" 27,6 2,04x10°
Seq. ID N2 21 2/67 3,24x10™ 1,564 x 10'° 40,3 6,49 x 10
Seq. ID N2 22 1/67 4,95x107"° 1,01 x 10" 32,9 9,89 x 10°
Seq. ID N2 23 1167 7,40 x 107 6,76 x 10" 34,8 1,48 x 10°°
Seq. ID N2 24 3/67 4,89 x 10" 1,02 x 10" 33,0 9,79x 10°
Seq. ID N2 25 1/67 3,32x 107 1,51x 10" 33,3 6,63 x 10°
Seq. ID N2 26 1/67 1,11 x 102 4,48 x 10%' 52,9 2,23x10™
Seq. ID N2 27 2/67 1,25x 107 4,00 x 10" 29,7 2,50 x 10™
Seq. ID N2 28 1167 6,53 x10™ 7,66 x 10" 30,4 1,31 x 10"
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Frequéncia *Frequéncia

Clones Observada  Randomica Amplificagdo **I(m) ki
Seq. ID N2 29 1/67 5,00 x 10" 1,00 x 10° 23,7 0,99 x 10”
Seq. ID N2 30 1/67 2,66 x 107° 1,88 x 10" 42,8 5,32 x 107"
Seq. ID N2 31 2/67 9,76 x 10" 5,12 x 10" 32,3 1,95 x 10°
Seq. ID N2 32 1167 1,21 x 107 413 x10™ 36,7 2,42 x 107
Seq. ID N2 33 1167 3,66 x 10" 1,36 x 10" 33,2 7,33x10°
Seq. ID N2 34 1/67 1,08 x 107" 4,65 x 10" 29,9 2,15x 10
Seq. ID N2 35 2/67 1,32x10™ 3,79x 10" 32,0 2,64x10°
Seq. ID N2 36 1/67 2,33x10™ 2,15x 10" 31,4 4,66 x 10°
Seq. ID N2 37 1167 1,01 x 107" 4,93 x 10" 29,9 2,03 x10™
Seq. ID N2 38 1167 9,71x10™ 515x 10" 27,7 1,94 x 107
Seq. ID N2 39 1/67 429 x10™ 1,16 x 10" 30,8 8,58 x 10°®
Seq. ID N2 40 1167 3,40 x 10 1,47 x 10" 47,1 6,80 x 107"
Seq. ID N2 41 1/67 439x107° 1,14 x 10" 33,1 8,77 x 10°
Seq. ID N2 42 1167 5,55 x 10" 9,00 x 10" 46,6 1,11 x 107"
Seq. ID N2 43 1167 9,79x 107 511x10" 34,6 1,96 x 10°
Seq. ID N 44 1167 8,19x 107 6,10 x 10 27,8 1,64 x 107
Seq. ID N2 45 1167 572x 10" 8,74x 10" 28,2 1,14 x 107
Seq. ID N2 46 1/67 9,62x 107" 5,20 x 10" 36,9 1,92 x 107
Seq. ID N2 47 2/67 9,36 x 10" 5,34 x 10" 39,2 1,87 x 10°®
Seq. ID N2 48 1167 1,25 x 107" 4,00 x 10" 38,9 2,50 x 107
Seq. ID N2 49 1/67 2,50 x 10" 2,00 x 10" 40,5 5,00 x 10
Seq. ID N2 50 1/67 3,26 x 107" 1,563x 10" 26,5 6,51 x 10°

*Probabilidade de sequéncia randdmica = frequéncia esperada na biblioteca (FE);

**Amplificacdo = frequéncia observada/frequéncia esperada; ***I(m) = grau de informagéo = -In
(probabilidade de sequéncia randdmica); ****A = numero provavel de clones independentes na
biblioteca = complexidade x FE, onde complexidade da biblioteca é 2,7 x 109 (Ph.D.-12).

Estes parametros foram obtidos mediante calculos a partir das
frequéncias dos aminoacidos para cada posi¢cao no clone, sendo a frequéncia
esperada calculada pela multiplicagdo das frequéncias de todos os
aminoacidos observados, como consta nas orientacbes apresentadas pelo
fabricante para cada tipo de biblioteca de fagos. Todos os outros parametros
séo formulas que se originam desta FE, conforme apresentadas na publicagao
de Rodi, Soares e Makowski (2002).

Ao analisar a Tabela 2, deve-se relacionar todos os dados de cada
peptideo selecionado, assim um peptideo que apresenta um baixo valor de FE
e A, e alto valor para I(m) e FO/FE possui uma baixa probabilidade de ser
selecionado, a menos que a selecao seja de fato especifica.

Ao observar os clones Seq. ID N2 26, Seq. ID N2 30, Seq. ID N2 40 e
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Seq. ID N® 42, por exemplo, vimos que eles possuem os maiores valores para
Ilm) e FO/FE, e os menores para FE e A, mas mesmo assim foram
selecionados durante o Biopannig, o que comprova a eficiéncia da selegao.

Os aminoacidos arginina (R) e cisteina (C) nas sequéncias de peptideos
randdomicos atuam na secrecdo de Proteina Il e podem interferir na
infectividade dos fagos. Consequentemente, clones com peptideos contendo
estes aminoacidos podem ser menos frequentes durante a selecdo (NOREN;
NOREN, 2001). De acordo com os resultados obtidos, nenhum peptideo
apresenta C, enquanto 40 possuem R (Seq. ID N**1, 3, 4, 5,6, 7, 9, 10, 11, 12,
14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 34, 35, 37, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50), demonstrando ndo s6 sua importancia nos
motivos protéicos, quanto a sua baixa interferéncia na frequéncia de peptideos
com este aminoacido. Observou-se, ainda, que houve um grande
enriquecimento de todos os peptideos selecionados em relacdo as suas
frequéncias esperadas na biblioteca de fagos, sugerindo que os fagos sao
especificos para as formas cardiaca, digestiva e indeterminada da fase cronica

da doencga de Chagas.

Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

Os Ensaios Imunoenzimaticos foram realizados para a caracterizagéao do
perfil imunorreativo dos clones obtidos pelo Biopannig. Cada uma das 50
sequéncias foi testada perante pool de soros de cada forma da doenca
(cardiaca, digestiva e indeterminada) e o pool de soros negativos para a
doenca de Chagas, em ftriplicatas. A Tabela 3 demonstra a média das DOs em
triplicatas, de cada clone selecionado para a forma cardiaca da doenca de
Chagas submetido aos pools de soros das formas cardiaca, digestiva e
indeterminada e ao pool de soros dos pacientes controles, subtraida da média
das DOs em triplicatas do fago selvagem.

Os clones Seq. ID N% 11, 30 e 45 ndo demonstraram um perfil de
reatividade satisfatorio, pois a média das DOs do fago selvagem submetido ao
pool de soros da forma cardiaca superou a média das DOs dos referidos fagos
submetidos ao pool de soros da mesma forma, evidenciando que a selegao
dessas sequéncias nao foi por especificidade ao alvo. Portanto, esses fagos

nao foram considerados para as proximas analises.
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Tabela 3. Média das DOs em ftriplicatas, de cada clone selecionado para a forma cardiaca da
doenca de Chagas submetido aos pools de soros das formas cardiaca, digestiva e
indeterminada e ao pool de soros dos pacientes controles, subtraida da média das DOs em
triplicatas do fago selvagem.

Clones Card Média Card - Selv. Média Dig - Selv Média Ind - Selv Média Neg- Selv

Seq. ID N2 11 0,000 0,009 0,018 0,008
Seq. ID N® 17 0,151 0,010 0,021 0,020
Seq. ID N 18 0,010 0,005 0,014 0,008
Seq. ID N° 24 0,141 0,110 0,116 0,031
Seq. ID N® 25 0,083 0,067 0,061 -0,003
Seq. ID N® 30 -0,001 -0,017 0,026 0,028
Seq. ID N2 31 0,100 0,120 0,149 0,047
Seq. ID N 32 0,039 0,009 0,015 0,077
Seq. ID N° 36 0,015 0,020 0,015 0,018
Seq. ID N2 37 0,074 0,085 0,090 0,055
Seq. ID N°® 38 0,009 0,009 0,020 0,018
Seq. ID N 39 0,003 0,024 0,110 0,138
Seq. ID N® 43 0,109 0,115 0,108 0,014
Seq. ID N® 45 -0,001 0,009 0,026 0,047
Segq. ID N 50 0,113 0,130 0,158 0,028

A leitura da absorbancia foi realizada em leitora de microplacas, com filtro de 492 nm (Thermo
Plate).

Para as analises posteriores, ndo foram considerados os clones cujo valor da diferenga entre a
média das DOs do fago submetido ao soro da forma cardiaca e a média das DOs do fago
selvagem submetido ao soro da mesma forma tenha sido menor ou igual a zero.

O restante dos clones selecionados para a forma cardiaca foram
submetidos a analise estatistica, a fim de mostrar quais desses peptideos
realmente reagiam melhor perante o pool de soros da forma cardiaca (Tabela
4).
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Tabela 4. Andlise estatistica da diferenga de reatividade dos clones selecionados para a forma
cardiaca da doenga de Chagas submetidos ao pool de soros da mesma forma contra todos os
outros pools (formas digestiva e indeterminada) e pool de soros de pacientes controles.

vs forma Dig vs forma Ind vs controle

Clones Card ;e- P ;e- P ¢.

Médias Médias Médias
Seq.IDN217 P<0,001 0,140 P<0001 0,136 P<0,001 0,138
Seq.IDN218 P<005 0004 P>005 0,002 P<0001 0010
Seq.IDN°24 P<0,001 0,03 P<0001 0031 P<0001 0118
Seq.IDN225 P<0,001 0016 P<0,001 0,029 P<0001 0,094
Seq.IDN231 P<0,001 .0,022 P<0001 .0043 P<0,001 0,061
Seq.IDN232 P<0,001 0,029 P<0001 0,03 P<0001 _0031
Seq.IDN°36 P<005 .0006 P<005 0,006 P<005 0,006
Seq.IDN237 P<001 o012 P<001 9010 P<0,001 0,028
Seq.IDN238 P>005 0002 P<005 .00 P>005 0,002
Seq.IDN239 P<0,001 .0,021 P<0001 .9101 P<0001 _p127
Seq. IDN243 P<0,001 -9opo7 P<0001 o007 P<0001 0,103
Seq. IDN250 P <0,001 -0,018 P<0,001 _9039 P<0,001 0,092

N&o foram aceitos para posteriores analises os clones cuja reatividade perante o pool de soros
da forma cardiaca tenha sido significativamente menor do que para qualquer uma das outras
formas, ou seja, clones cuja diferenga entre médias da reatividade (forma cardiaca vs outros
grupos) for negativa, serdo excluidos. Os clones cuja reatividade perante ao pool de soros da
forma cardiaca for igual (p>0,05) as formas digestiva e/ou indeterminada e/ou controle negativo
também serao excluidos.

Os fagos ID N*® 17, 24 e 25, os quais foram selecionados para a forma

cardiaca da fase cronica da doenca de Chagas apresentaram estatisticamente,

maior reatividade quando submetidos ao pool de soros de pacientes

acometidos pela mesma forma. Os perfis de reacdo foram demonstrados

graficamente (Figura 5).
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Figura 5. Clones que apresentaram afinidade significativamente maior perante o pool de soros
da forma cardiaca da doenga de Chagas. (A) a: Reatividade do clone Seq 17/ soro forma
cardiaca vs fago selvagem/ soro forma cardiaca p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 17/ soro
forma cardiaca vs demais formas e grupo controle p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq
24/ soro forma cardiaca vs fago selvagem/ soro forma cardiaca p<0,001; b: Reatividade do
clone Seq 24/ soro forma cardiaca vs demais formas e grupo controle p<0,001. (C) a:
Reatividade do clone Seq 25/ soro forma cardiaca vs fago selvagem/ soro forma cardiaca
p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 25/ soro forma cardiaca vs demais formas e grupo
controle p<0,001.

A Tabela 5 demonstra a média das DOs em ftriplicatas, de cada clone
selecionado para a forma digestiva da doenga de Chagas submetido aos pools
de soros das formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao pool de soros
dos pacientes controles, subtraida da média das DOs em triplicatas do fago

selvagem.
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Tabela 5. Média das DOs em triplicatas, de cada clone selecionado para a forma digestiva da
doenca de Chagas submetido aos pools de soros das formas cardiaca, digestiva e
indeterminada e ao pool de soros dos pacientes controles, subtraida da média das DOs em
triplicatas do fago selvagem.

Clones Dig Média Card - Selv Média Dig - Selv Média Ind - Selv Média Neg- Selv

Seq. IDN®3 0,146 0,138 0,141 0,016

Seq. IDN®7 0,066 0,066 0,083 0,017

Seq. IDN®8 0,010 0,018 0,014 0,016

Seq. IDN®9 0,014 0,000 -0,002 -0,004
Seq. ID N* 10 0,123 0,113 0,102 0,017
Seq. ID N° 14 0,154 0,143 0,141 0,018
Seq. IDN° 15 0,001 -0,001 0,018 0,016
Seq. ID N® 16 0,165 0,099 0,092 0,017
Seq. ID N° 21 0,016 0,054 0,024 0,028
Seq. ID N° 22 0,008 0,013 0,000 0,019
Seq. ID N°23 0,012 0,023 0,002 0,000
Seq. ID N® 26 0,020 0,023 0,012 0,045
Seq. ID N® 27 0,125 0,115 0,118 0,009
Seq. ID N° 40 0,031 0,021 0,031 0,008
Seq. ID N® 42 0,005 0,002 0,002 0,015
Seq. IDN® 44 0,109 0,094 0,089 0,007
Seq. ID N® 47 0,123 0,112 0,110 0,018
Seq. ID N° 48 0,003 -0,005 0,004 0,020
Seq. ID N° 49 0,012 0,027 0,020 0,026

Para as analises posteriores, ndo foram considerados os clones cujo valor da diferenga entre a
média das DOs do fago submetido ao soro da forma digestiva e a média das DOs do fago
selvagem submetido ao soro da mesma forma tenha sido menor ou igual a zero.

Os clones Seq. ID N 9, 15 e 48 ndo demonstraram um perfil de
reatividade satisfatorio, pois a média das DOs do fago selvagem submetido ao
pool de soros da forma digestiva superou a média das DOs dos referidos fagos
submetidos ao pool de soros da mesma forma. Portanto, esses fagos também
nao serao considerados para as proximas analises.

O restante dos clones selecionados para a forma digestiva foram
submetidos a analise estatistica, a fim de mostrar quais desses peptideos
realmente reagem melhor perante o pool de soros da forma digestiva (Tabela
6).
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Tabela 6. Analise estatistica da diferenga de reatividade dos clones selecionados para a forma
digestiva da doenga de Chagas submetidos ao pool de soros da mesma forma contra todos os
outros pools (formas cardiaca e indeterminada e controle).

vs forma Card vs forma Ind vs controle
Clones Dig # £ #
P Médias P Médias P Médias

Seq.IDN®*3 P>005 0003 P>0,05 -0002 P<0,001 0,121
Seq.IDN®7 P<0,000 0,012 P<0,001 -0,016 P<0,001 0,048
Seq.IDN®8 P<0,000 0,020 P<0,01 0,006 P>0,05 0,001
Seq.IDN*10 P>0,05 0,002 P<0,001 0012 P<0,001 0,095
Seq.IDN®*14 P>0,05 0,000 P>005 0,003 P<0,001 0,124
Seq.IDN%®16 P<0,001 -0,0565 P <0,01 0,008 P<0,001 0,080
Seq.IDN®21 P<0,001 0,049 P<0,0010 0,031 P<0,001 0,025
Seq.IDN®22 P<0,001 0,016 P<0,001 0014 P<0,001 -0,007
Seq.IDN®23 P<0,001 0,022 P<0,001 0,022 P<0,001 0,022
Seq.IDN%®26 P<0,001 0,014 P<0,001 0012 P<0,001 -0,024
Seq.IDN%®27 P>0,05 0,002 P>0,05 -0002 P<0,001 0,105
Seq.IDN®40 P>0,056 0,001 P<0,001 -0,010 P<0,001 0,012
Seq. IDN®42 P >0,05 0,009 P<0,001 0,001 P<0,001 -0,014
Seq.IDN%44 P<0,001 -0,004 P>0,05 0,006 P<0,001 0,086
Seq. IDN®47 P >0,05 0,000 P<0,05 0,003 P<0,001 0,093
Seq. IDN®49 P >0,05 0,026 P >0,05 0,008 P>0,05 0,001

N&o foram aceitos para posteriores analises os clones cuja reatividade perante o pool de soros
da forma digestiva tenha sido significativamente menor do que para qualquer uma das outras
formas, ou seja, clones cuja diferenca entre médias da reatividade (forma digestiva vs outros
grupos) for negativa, serdo excluidos. Os clones cuja reatividade perante o pool de soros da
forma digestiva for igual (p>0,05) as formas cardiaca e/ou indeterminada e/ou controle negativo
também seréo excluidos.

Os fagos Seq ID N% 21 e 23 apresentaram, estatisticamente, maior
afinidade pelo pool de soros da forma digestiva da doenga de Chagas. Como
esses clones foram selecionados para esta forma, conclui-se que os referidos
peptideos realmente apresentam maior avidez pelo soro da forma para a qual

foram selecionados e, portanto, serdao demonstrados graficamente (Figura 6).
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Figura 6. Clones que apresentaram afinidade significativamente maior perante o pool de soros
da forma digestiva da doengca de Chagas. (A) a: Reatividade do clone Seq 21/ soro forma
digestiva vs fago selvagem/ soro forma digestiva p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 21/
soro forma digestiva vs demais formas e grupo controle p<0,001. (B) a: Reatividade do clone
Seq 23/ soro forma digestiva vs fago selvagem/ soro forma digestiva p<0,001; b: Reatividade
do clone Seq 23/ soro forma digestiva vs demais formas e grupo controle p<0,001.

A Tabela 7 demonstra a média das DOs em ftriplicatas, de cada clone
selecionado para a forma indeterminada da doenga de Chagas submetido aos
pools de soros das formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao pool de
soros dos pacientes controles, subtraida da média das DOs em triplicatas do
fago selvagem.

Os clones Seq. ID N*® 2, 4, 6, 13 e 33 nao foram selecionados de forma
satisfatoria, pois a média das DOs do fago selvagem submetido ao pool de
soros da forma indeterminada superou a média das DOs dos referidos fagos
submetidos ao pool de soros da mesma forma. Esses clones foram, portanto,

excluidos das proximas analises.
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Tabela 7. Média das DOs em triplicatas, de cada clone selecionado para a forma
indeterminada da doenga de Chagas submetido aos pools de soros das formas cardiaca,
digestiva e indeterminada e ao pool de soros dos pacientes controles, subtraida da média das
DOs em ftriplicatas do fago selvagem.

Clones Ind Média Card - Selv. Média Dig - Selv. Média Ind - Selv. = Média Neg - Selv.

Seq. ID N® 1 0,110 0,012 0,008 0,004
Seq. IDN®2 -0,017 0,000 -0,002 -0,012
Seq. ID N® 4 -0,022 -0,006 0,000 0,011
Seq. IDN®5 0,093 0,084 0,068 -0,010
Seq. IDN%6 -0,012 0,002 -0,007 -0,007
Seq. ID N®12 0,013 0,044 0,038 0,008
Seq. ID N*13 -0,008 -0,021 -0,013 -0,007
Seq. ID N® 19 0,074 0,065 0,050 -0,016
Seq. ID N® 20 -0,017 0,094 0,086 -0,015
Seq. ID N° 28 0,090 0,089 0,079 -0,007
Seq. ID N®29 0,107 -0,025 0,100 -0,010
Seq. ID N® 33 -0,022 -0,031 -0,031 -0,022
Seq. IDN® 34 0,097 0,094 0,092 0,001
Seq. ID N® 35 -0,008 0,098 0,096 0,001
Seq. ID N° 41 0,013 -0,003 0,011 0,013
Seq. ID N°® 46 0,020 0,010 0,013 0,014

Para as analises posteriores, ndo foram considerados os clones cujo valor da diferenga entre a
média das DOs do fago submetido ao soro da forma indeterminada e a média das DOs do fago
selvagem submetido ao soro da mesma forma tenha sido menor ou igual a zero.

Os clones restantes selecionados para a forma indeterminada foram
submetidos a andlise estatistica, a fim de mostrar quais desses peptideos
realmente reagem melhor perante o pool de soros da forma indeterminada
(Tabela 8).
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Tabela 8. Anadlise estatistica da diferenga de reatividade dos clones selecionados para a forma
indeterminada da doenga de Chagas submetidos ao pool de soros da mesma forma contra
todos os outros pools (formas cardiaca e digestiva e controle).

vs forma Card vs forma Dig vs controle
Clones Ind b # P # P #
Médias Médias Médias

Seq.IDN®*1 P<0,001 -0,098 P>0,05 -0,002 P<001 -0,011
Seq.IDN®*5 P<0,001 -0,021 P<0,001 -0,013 P<0,001 0,063
Seq.IDN%®12 P<0,001 0029 P<0,05 -0,004 P<0,001 0,014
Seq.IDN®19 P<0,001 -0,020 P<0,001 -0,013 P<0,001 0,051
Seq.IDN®20 P<0,001 0,07 P<0,01 -0,006 P<0,001 0,085
Seq.IDN®28 P<0,056 -0,007 P<0,01 -0,008 P<0,001 0,071
Seq.IDN°29 P>0,05 -0,0038 P<0,001 0,127 P<0,001 0,107
Seq.IDN®34 P>0,05 -0,002 P>0,05 0,000 P<0,001 0,075
Seq.IDN®35 P<0,001 0,08 P>005 0,000 P<0,001 0,079
Seq.IDN®41 P<0,001 0,003 P<0,001 0016 P<0,001 -0,018
Seq.IDN%°46 P>0,05 -0,003 P>0,05 0,005 P<0,001 -0,017

Nao serdo aceitos para posteriores analises os clones cuja reatividade perante o pool de soros
da forma indeterminada tenha sido significativamente menor do que para qualquer uma das
outras formas, ou seja, clones cujo p for menor que 0,001 ou 0,05 e que a diferenga entre
médias da reatividade (forma indeterminada vs outros grupos) for negativa, serao excluidos.

Os clones selecionados para a forma indeterminada da doenca de
Chagas apresentam um perfil de reagédo singular, o que poderia justificar a
evolugdo de pacientes portadores da forma indeterminada da doenca de
Chagas para uma das outras principais formas: cardiaca ou digestiva. Por isso,
os peptideos desse grupo foram analisados de forma diferente dos demais,
levando-se em consideragdo ndo apenas a boa reatividade perante o soro para
o qual foram selecionados, mas também perante o pool de soros de uma das
outras formas da fase crbnica da doenga de Chagas.

O clone Seq ID N2 29 foi selecionado para a forma indeterminada, tendo
apresentado alta avidez pelo pool de soros desta forma e também pelo pool de
soros da forma cardiaca, ndo demonstrando, portanto, diferenga significativa de
reatividade entre estes dois soros, mas sendo significativamente maior do que
perante o pool de soros da forma digestiva e de pacientes controles. O
peptideo Seq. ID N2 35, que também foi selecionado para a forma
indeterminada, apresentou reatividade estatisticamente igual, quando

submetido aos pools de soros das formas indeterminadas e digestiva, porém,
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significativamente maior do que perante o pool de soros da forma cardiaca e de
pacientes controles. Esses clones serao, portanto, demonstrados graficamente
(Figura 7).

= forma cardiaca
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Figura 7. Clones que apresentaram afinidade significativamente igual perante os pools de
soros da forma indeterminada e por uma das outras formas (cardiaca ou digestiva) da doenca
de Chagas. (A) a: Reatividade do clone Seq 29/ soros formas indeterminada e cardiaca vs fago
selvagem/ soros respectivas formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 29/ soro forma
indeterminada vs clone Seq 29/ soro forma cardiaca p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 29/
soros formas indeterminada e cardiaca vs clone Seq 29/ soros forma digestiva e individuos
controles p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq 35/ soros formas indeterminada e digestiva
vs fago selvagem/ soros respectivas formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 35/ soro
forma indeterminada vs clone Seq 35/ soro forma digestiva p>0,05; c: Reatividade do clone
Seq 35/ soros formas indeterminada e digestiva vs clone Seq 35/ soros forma cardiaca e
individuos controles p<0,001.

Embora os clones Seq ID N*® 3, 14 e 27, os quais forma selecionados
para a forma digestiva da doenga de Chagas, ndo tenham obedecido os
critérios de inclusdo acima mencionados, eles apresentaram reatividade
semelhante quando submetidos a todas as formas da doenca e reatividade
significativamente menor perante o pool de soros de pacientes controles, sendo
potenciais marcadores para a doenga de Chagas. Da mesma forma, o clone
Seq. ID N° 34, selecionado para a forma indeterminada da doencga, apresentou

reatividade semelhante perante os soros das trés formas da fase crbénica da
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doenca de Chagas, tendo sido estatisticamente menor apenas quando
submetido ao pool de soros de pacientes controles, sendo também, importante
marcador para o diagndstico geral da doenga de Chagas. O perfil de

reatividade desse clone também foi demonstrado graficamente (Figura 8).
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Figura 8. Clones que apresentaram afinidade significativamente igual perante os pools de soros das trés formas da doenga de Chagas. (A) a: Reatividade
do clone Seq 3/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs fago selvagem/ soros respectivas formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 3/ soro
forma cardiaca vs clone Seq 3/ soro forma digestiva vs clone Seq 3/ soro forma indeterminada p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 3/ soros formas cardiaca,
digestiva e indeterminada vs clone Seq 3/ soro individuos controles p<0,001. (B) a: Reatividade do clone Seq 14/ soros formas cardiaca, digestiva e
indeterminada vs fago selvagem/ soros respectivas formas p,0,001; b: Reatividade do clone Seq 14/ soro forma cardiaca vs clone Seq 14/ soro forma
digestiva vs clone Seq 14/ soro forma indeterminada p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 14/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs clone Seq
14/ soro individuos controles p<0,001. (C) a: Reatividade do clone Seq 27/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs fago selvagem/ soros
respectivas formas p<0,001; b: Reatividade do clone Seq 27/ soro forma cardiaca vs clone Seq 27/ soro forma digestiva vs clone Seq 27/ soro forma
indeterminada p>0,05; c: Reatividade do clone Seq 27/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs clone Seq 27/ soro individuos controles p<0,001.
(D) a: Reatividade do clone Seq 34/ soros formas cardiaca, digestiva e indeterminada vs fago selvagem/ soros respectivas formas p<0,001; b: Reatividade
do clone Seq 34/ soro forma cardiaca vs clone Seq 34/ soro forma digestiva vs clone Seq 34/ soro forma indeterminada p>0,05; c: Reatividade do clone Seq
34/ sSoros formas cardiaca, digestiva e indeterminada Vs clone Seq 34/ soro individuos controles p<0,001.
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Teste de redugcao em placas
= Piloto do teste de reducao em placas

No teste piloto realizado com os clones com melhor desempenho de
reatividade nos Ensaios de ELISA (Seq. ID N° 3, Seq. ID N°® 14, Seq. ID N° 17,
Seq. ID N° 21, Seq. ID N° 24, Seq. ID N° 25, Seq. ID N° 27, Seq. ID N° 29,
Seq. ID N2 34 e Seq. ID N° 35) observou-se redugao significativa apenas para
os clones Seq. ID N2 17, Seq. ID N2 21, Seq. ID N°29, Seq. ID N® 34 e Seq. ID
N¢ 35 quando submetidos aos pools de soros citados na Tabela abaixo:
Tabela 9. Contagem do numero de coldnias presentes em placas com diferentes clones

submetidos ao pool de soros das formas para as quais foram mais reativos no ELISA e ao
TBS, com respectivas taxas de redugéo.

Numero de Unidades Formadoras de Col6nia

Clones *Taxa de Reducao
jwones . (pfu) A

(Diluicao 10") TBS Soro (%)

Seq. ID N2 17 63 22 (Soro Cardiaco) 65%

Seq. ID N2 21 100 25 (Soro Digestivo) 75%

Seq. ID N® 29 175 22 (Soro Cardiaco) 87%

Seq. ID N® 34 24 3 (Soro Indeterminado) 87%

Seq. ID N® 35 17 9 (Soro Digestivo) 47%

*A taxa de reducao foi calculada subtraindo-se o niumero de unidades formadoras de colbnia
encontradas na placa contendo o fago adicionado de TBS do numero de unidades formadoras
de col6nia na placa contendo fago adicionado de soros das formas para as quais foram mais
reativos no ELISA na diluigdo de 1:10. Essa diferenga foi dividida pelo nimero de unidades
formadoras de col6nia contabilizadas na placa contendo fago e TBS e o resultado multiplicado
por 100 (YANG; SHIUAN, 2003).

= Teste de Reducido em Placas
Os fagos que apresentaram reducgao significativa no teste piloto foram
novamente testados, comprovando a efetiva redugdo dos clones Seq. ID N2 17
(selecionado para a forma cardiaca), Seq. ID N°® 21 (selecionado para a forma
digestiva), Seq. ID N° 29, Seq. ID N° 34 e Seq. ID N° 35 (selecionados para a

forma indeterminada) como demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 10. Contagem do numero de colbnias presentes em placas com diferentes clones
submetidos aos pools de soros das trés formas da fase cronica da doenga de Chagas, ao pool
de soros de pacientes controles e ao TBS, com respectivas taxas de reducao.

Numero de Unidades Formadoras de Coldnia (pfu) / Taxa de Redugao (%)

(Dilﬁ:géngﬁoﬁ TBS Soro F'orma Soro Fo_rma Soro Fc\_rma Soro Controle
Cardiaca Digestiva Indeterminada

Seq. IDN217 4721 304 (94%) 2356 (50%) 1889 (60%) 3579 (24%)

Seq. IDN?21 5000 2120 (58%) 591 (88%) 2130 (57%) 3250 (35%)

Seq. IDN®29 4558 317 (93%) 1689(63%) 870 (81%) 2654 (42%)

Seq. IDN®34 2436 68 (97,2%) 71 (97%) 62 (97,5%) 1046 (57%)

Seq. IDN°35 4000 2356 (41%) 121 (97%) 215 (95%) 2328 (42%)

*A taxa de reducao foi calculada subtraindo-se o numero de unidades formadoras de col6nia
encontradas na placa contendo o fago adicionado de TBS do numero de unidades formadoras
de colbnia de cada placa contendo fago adicionado de pool de soros de uma das formas da
fase cronica da doenga de Chagas e de pool de soros de pacientes controles (diluicdo 1:8).
Essa diferenca foi dividida pelo nimero de unidades formadoras de colénia contabilizadas na
placa contendo fago e TBS e o resultado multiplicado por 100 (YANG; SHIUAN, 2003).

O clone Seq ID N° 17, quando submetido ao pool de soros da forma
cardiaca apresentou taxa de reducao significativamente maior (p<0,001) do
que quando submetido a qualquer outro soro. De maneira semelhante, o clone
Seq ID N° 21, apresentou taxa de reducgao estatisticamente maior (p<0,001)
frente ao pool de soros da forma digestiva.

O peptideo Seq ID N° 29 apresentou taxas de redugao
significativamente maiores diante dos pools de soros das formas cardiaca e
indeterminada quando comparado ao pool de soros da forma digestiva e ao
pool de soros de pacientes controles (p<0,001). A taxa de reatividade do
referido clone diante dos pools de soros das formas cardiaca e indeterminada
foram estatisticamente diferentes (p<0,001), tendo sido maior para o pool de
soros da forma cardiaca.

O peptideo Seq ID N° 34 apresentou taxas de redugao
significativamente maiores perante os pools de soros das formas cardiaca,
digestiva e indeterminada do que quando submetido ao pool de soros de
pacientes controles (p<0,001). Nao foi constatada nenhuma diferenca
estatistica nas taxas de redugdo quando o referido clone foi submetido aos
pools de soros das formas cardiaca, digestiva e indeterminada (p>0,05).

O clone Seq ID N° 35 apresentou taxas de redugao significativamente
maiores diante dos pools de soros das formas digestiva e indeterminada
quando comparado ao pool de soros da forma cardiaca e ao pool de soros de

pacientes controles (p<0,001). A taxa de reatividade do referido clone diante
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dos pools de soros das formas digestiva e indeterminada foram
estatisticamente iguais (p>0,05).

As Tabelas 11, 12, 13, 14 e 15 demonstram que a reducao é mais
efetiva quando os pools de soros foram preparados em uma concentragao
maior, sendo a taxa de redugao diretamente proporcional a concentragao das
amostras de soros.

Tabela 11. Contagem do numero de colénias presentes em placas contendo o clone Seq. ID N°
17 adicionado de pool de soros da forma cardiaca em diferentes dilui¢cdes.

Numero de Col6nias e Taxa de Redugao

Seq. ID Fator de Diluicdo Soro da Forma Cardiaca TBS
N2 17 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:8
304 523 1556 3017 3994 4138 4721

(94%) (89%) (67%) (36%) (15%) (12%)

Tabela 12. Contagem do numero de coldnias presentes em placas contendo o clone Seq. ID N°
21 adicionado de pool de soros da forma digestiva em diferentes dilui¢cdes.

Numero de Coldnias e Taxa de Redugao

Seq. ID Fator de Diluicdo Soro da Forma Digestiva TBS
N2 21 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:8
591 615 1301 2974 3911 4426 5000
(88%) (88%) (74%) (40%) (22%) (11%)

Tabela 13. Contagem do numero de colénias presentes em placas contendo o clone Seq. ID N°
29 adicionado de soro da forma cardiaca em diferentes dilui¢cdes.

Numero de Coldnias e Taxa de Redugao

Seq. ID Fator de Diluicdo Soro da Forma Cardiaca TBS
N2 29 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:8
317 1156 2987 3052 3821 4396 4558

(93%) (75%) (34%) (33%) (16%) (4%)

Tabela 14. Contagem do numero de colénias presentes em placas contendo o clone Seq. ID N°
34 adicionado de pool de soros da forma indeterminada em diferentes dilui¢goes.

Numero de Coldnias e Taxa de Redugao

Seq. ID Fator de Diluicdo Soro da Forma Indeterminada TBS
N2 34 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:8
62 84 170 322 624 1300 2436

(97,5%) (96%) (93%) (87%) (74%) (47%)

Tabela 15. Contagem do nimero de coldnias presentes em placas contendo o clone Seq. ID N°
35 adicionado de pool de soros da forma digestiva em diferentes diluigdes

Numero de Coldnias e Taxa de Redugao

Seq. ID Fator de Diluicdo Soro da Forma Digestiva TBS
N2 35 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:8
121 741 1562 2787 3835 4097 4000

(97%) (81%) (61%) (30%) (4%) (0%)
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A Figura 9 (9A, 9B, 9C, 9D e 9E) demonstra a efetividade do teste de
redugdo em placas para os clones Seq ID N® 17, 21, 29, 34 e 35, ilustrando o
maior numero de colbnias em placas nas quais os clones foram adicionados

apenas de tampéao TBS, e numero menor de unidades formadoras de col6nias

nas placas com clones misturados aos pools de soros.

Figura 9. Teste de redugcao em placa realizado com cinco clones diferentes. (A) A placa do
clone Seq. ID N° 17 adicionado de TBS esta sendo mostrada a esquerda; enquanto a placa do
clone Seq. ID N2 17 adicionado de soro da forma cardiaca da doenga de Chagas (diluigdo 1:8)
esta sendo mostrada a direita. (B) A placa do clone Seq. ID N°® 21 adicionado de TBS esta
sendo mostrada & esquerda; enquanto a placa do clone Seq. ID N° 21 adicionado de soro da
forma digestiva da doenga de Chagas (diluicdo 1:8) estd sendo mostrada a direita. (C) A placa
do clone Seq. ID N® 29 adicionado de TBS esta sendo mostrada a esquerda; enquanto a placa
do clone Seq. ID N® 29 adicionado de soro da forma cardiaca da doenca de Chagas (diluigéo
1:8) esta sendo mostrada a direita. (D) A placa do clone Seq. ID N° 34 adicionado de TBS esta
sendo mostrada & esquerda; enquanto a placa do clone Seq. ID N° 34 adicionado de soro da
forma indeterminada da doencga de Chagas (diluicdo 1:8) esta sendo mostrada a direita. (E) A
placa do clone Seq. ID N2 35 adicionado de TBS esta sendo mostrada a esquerda; enquanto a
placa do clone Seq. ID N° 35 adicionado de soro da forma digestiva da doenga de Chagas
(diluigao 1:8) esta sendo mostrada a direita.
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Embora n&o tenha havido forte correlagéo (Coeficiente de correlagéo de
Pearson — p>0,8) entre as variaveis DO (teste ELISA) e taxa de reducgao (teste
de reducao em placas) correspondentes aos diferentes clones submetidos aos
pools de soros das formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao pool de
soros de pacientes controles, graficamente pode-se perceber que a maior taxa
de reducéo foi alcangada nas mesmas condigcbes em que a maior DO foi lida

para todos os peptideos (Figura 10).
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Figura 10. Representagédo grafica da relagéo entre as DOs dos clones Seq ID N 17, 21, 29,
34 e 35 submetidos aos pools de soros das formas cardiaca, digestiva e indeterminada e ao
pool de soros de pacientes controles em testes ELISA e as taxas de redugado dos referidos
clones submetidos as mesmas condigbes em testes de redugédo em placas.

O clone Seq ID N° 17 alcangou maior taxa de reducdo e o maior valor de
DO quando este peptideo foi submetido ao pool de soros da forma cardiaca;
assim como o clone Seq ID N° 21, quando submetido ao pool de soros da

forma digestiva, alcangou maior DO e maior taxa de reducédo. O clone Seq ID
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N° 29 demonstrou maior DO e maior taxa de redugéao frente o pool de soros da
forma cardiaca; o peptideo Seq ID N° 34 apresentou DOs e taxas de reducédo
muito similares diante aos pools de soros das trés formas; e o clone Seq ID N°
35 alcangou maior taxa de redugao e maior valor de DO quando submetido ao
pool de soros da forma digestiva, demonstrando a coeréncia do perfil

imunorreativo desses peptideos nos dois testes.
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DiscussAo

Muitos antigenos de Trypanosoma cruzi ja foram estudados de forma a
possibilitar a sintese de proteinas recombinantes e peptideos sintéticos com
potencial uso clinico e epidemiolégico (PERALTA et al.,, 1994; GRUBER;
ZINGALES, 1993; GARCIA et al., 2003; MONCAYO; LUQUETTI, 1990; LEVIN
et al.,, 1991, UMEZAWA et al.,, 1999; SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI,
2001).

Embora estes trabalhos tenham contribuido para a descoberta de novos
peptideos para o diagnoéstico geral da doenga de Chagas, ainda permanecem
duvidas acerca da predominancia dos sintomas, bem como com relacdo a
evolugado de pacientes portadores da forma indeterminada da fase crénica da
doencga para a forma cardiaca ou para a forma digestiva. O presente estudo
visa, portanto, oferecer ferramentas moleculares que possibilitem desvendar os
mecanismos pelos quais os pacientes portadores da fase crbnica sao
acometidos pela forma cardiaca, digestiva ou indeterminada da doenga e
elucidar questdes relacionadas a evolucdo dos pacientes acometidos pela
forma indeterminada para uma das outras formas. Neste contexto, nossa
hipétese esta centrada na possibilidade de que padrdes antigénicos especificos
sejam reconhecidos especificamente em cada forma da doenca.

Diante da resposta imune diferencial dos pacientes, optamos por
empregar a tecnologia Phage Display, uma técnica proteémica subtrativa que
nos permitiu selecionar padrdes antigénicos especificos contra imunoglobulinas
purificadas em cada grupo de pacientes, identificando perfis de resposta
comuns dentro de cada grupo. Estes peptideos diferencialmente reconhecidos
podem nos ajudar em um futuro préximo a entender a evolugdo da doenga,
especificamente sobre os mecanismos da resposta imune.

A doenca de Chagas possui um curso clinico variavel, podendo evoluir
para uma infeccdo caracterizada por sintomas leves, ou para uma doenca
cronica grave, que pode acometer o sistema cardiovascular ou o sistema
gastrointestinal.

Porém, os fatores que influenciam essa variabilidade clinica ainda nao
foram totalmente elucidados. Ja foi visto que a variagdo geografica, tanto do

hospedeiro, quanto do parasito pode ser determinante da gravidade dos
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sintomas e da prevaléncia da forma da doencga, & medida que a forma digestiva
da doenca de Chagas é predominante no Chile e Brasil Central, sendo
relativamente rara em outras areas endémicas do Brasil e praticamente
ausente na América Central. E sugerido, portanto, que fatores genéticos
inerentes ao parasito e ao hospedeiro podem ser importantes na fisiopatologia
da doenca (MACEDO; PENA, 1998). Todavia, um estudo recente mostrou
cepas diferentes de Trypanosoma cruzi em isolados de pacientes com a
mesma forma clinica (LAGES-SILVA et al., 2006).

Apesar de caracteristicas como a cepa do parasito envolvida na
infecgdo, o tropismo tissular, o momento da infec¢do, a resposta imunoldgica
elaborada e fatores genéticos inerentes ao hospedeiro serem indiscutivelmente
relevantes para o estabelecimento da doenga de Chagas (DUTRA; GOLLOB,
2008), sabe-se que muitas moléculas presentes nas células dos hospedeiros e
na superficie dos parasitos ativam o processo de invasao celular (ANDRADE;
ANDREWS, 2005) e sédo capazes de simular uma resposta imunolégica inata
no primeiro contato com o antigeno (TARLETON, 2007).

A invasdo e a destruicdo de células do hospedeiro representam a
primeira manifestacdo de danos teciduais associados a infeccao pelo
Trypanosoma cruzi. Porém, ha evidéncias de que as formas mais graves da
doenca sao definidas por danos a tecidos vitais geralmente causados por
processos inflamatérios (KIERSZENBAUM, 2007).

Assim, em resposta a permanéncia de parasitos em &érgaos-alvo da
infeccdo, a resposta imune especifica resulta em processo inflamatério
exagerado com consequentes efeitos deletérios nestes tecidos. Dentre os
componentes exacerbados neste processo inflamatério, parece ser chave, a
presenca de altos niveis de IFN-y (FIOCRUZ; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A citocina inflamatdéria IFN-y contribui para defesa do hospedeiro contra
infecgdo por Trypanosoma cruzi, mas ao mesmo tempo, pode induzir uma
produgdo exagerada de Oxido Nitrico e Espécies Reativas de Oxigénio (ROS),
que sao moléculas toxicas e podem causar danos teciduais (KIERSZENBAUM,
2007). Gomes e colaboradores (2003) demonstram comparativamente menor
frequéncia de células T produtoras de IFN-y em pacientes com a forma

indeterminada (sem sintomas significativos).
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Além disso, células T ativadas sdo componentes mais encontrados em
infiltrados inflamatérios observados em pacientes com a forma cardiaca do que
em pacientes com a forma digestiva, demonstrando o envolvimento dessas
células ativadas com o desenvolvimento da patologia (DUTRA; GOLLOB,
2008).

Estudos recentes demonstraram ainda, que mondcitos provenientes de
pacientes acometidos pela forma indeterminada da doenca exibem maior
expressado de IL-10 quando entram em contato com o parasito, enquanto
mondcitos de pacientes com a forma cardiaca submetidos a mesma cepa de
parasito expressam preferencialmente TNF-Alfa (SOUZA et al., 2004).

A forma indeterminada da fase crénica da doengca de Chagas
caracteriza-se por demonstrar altos niveis de anticorpos liticos, os quais sao
protetores, o que poderia explicar o carater mais ou menos assintomatico desta
forma. Foi visto que epitopos de galactose estimulam a producdo desses
anticorpos que podem mediar a lise de formas tripomastigotas (FIOCRUZ;
MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Esses dados sugerem que diferentes epitopos estimulam respostas
inflamatérias também distintas e que existem particularidades durante o
processo de reconhecimento do antigeno entre os pacientes portadores das
formas cardiaca, digestiva e indeterminada da doenga de Chagas.

No presente estudo, o perfil imunorreativo de peptideos selecionados
por Phage Display foi avaliado, demonstrando potenciais peptideos para a
detecgdo geral da doenga de Chagas, bem como peptideos com possivel
aplicacao para diagndstico diferencial entre as formas. Da mesma forma, foram
estudados peptideos selecionados para a forma indeterminada que podem
indicar propensao ao desenvolvimento de alguma das outras duas formas.

Os clones correspondentes as sequéncias Seq. ID N* 3, 14, 27 e 34,
apresentaram reatividade significativa perante o pool de soros de pacientes das
trés formas da doenga de Chagas, e reatividade baixa quando submetidos ao
pool de soros de pacientes controles, em testes ELISA, sendo epitopos
potenciais para aplicagdo diagnodstica no que se refere a detecgdo geral da
infecgdo por Trypanosoma cruzi. O teste de reducdo em placas confirmou a
reatividade significativa do clone Seq. ID N° 34, o qual, quando submetido aos

pools de soros das trés formas da doenga sofreu reducdo acima de 95% em
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todos os casos, tendo sido inferior a 60% quando o peptideo foi submetido ao
pool de soros de pacientes controles. Os resultados indicam que as coldnias de
bactérias infectadas por fagos sdo formadas em menor quantidade quando os
anticorpos bloqueiam o dominio N-terminal da proteina plll do bacteri6fago
M13. Em contraste, as colbnias de bactérias infectadas pelos fagos proliferam
pela placa quando pool de soros ndo sao adicionados. Quando os pools de
soros estdo muito diluidos, nao ha reducgao significativa do niumero de colbnias,
o que demonstra que a concentragdo dos soros nao foi suficiente para
neutralizar a infecgéo das bactérias E. coli pelos fagos contendo os peptideos.
Pode-se deduzir entdo, que a ligagdo do anticorpo ao peptideo esta ligada a
infectividade do fago (YANG, SHIUAN, 2003), a qual é iniciada pelo
acoplamento da plll do fago ao f pilus de uma E. coli (AZZAZY; HIGHSMITH,
2002).

Os peptideos representados pelas sequéncias Seq. ID N* 17, 24 e 25
foram selecionados para a forma cardiaca da doenca de Chagas, tendo sido
altamente reativos quando submetido ao pool de soros de pacientes
portadores da forma cardiaca da doenga e pouco reativos com os pools de
soros das formas digestiva, indeterminada e de pacientes controles, indicando
epitopos com potencial utilizagdo diagndstica diferencial entre as formas
cardiaca e digestiva. O fato do peptideo Seq. ID N° 17 possuir uma frequéncia
de 2/67, juntamente com a sua alta reatividade nos testes ELISA, sao dados
que corroboram com a afirmativa de que a selecao foi realmente especifica
para este clone. O teste de reducdo em placas é mais uma evidéncia de que o
peptideo Seq. ID N° 17 possui reatividade diferencial e maior perante o pool de
soros da forma cardiaca, uma vez que apresentou uma reducdo superior a
90% quando adicionado deste soro, tendo sido a redugédo significativamente
menor nos outro casos: 50% para o pool de soros da forma digestiva, 60% para
0 pool de soros da forma indeterminada e 24% para o pool de soros de
pacientes controles.

O clone Seq. ID N° 21, selecionado para a forma digestiva da doencga
de Chagas nos testes ELISA, quando submetido aos pools de soros das trés
formas da doenga e ao pool de soros de pacientes controles, apresentou DO
elevada apenas frente ao pool de soros provenientes de pacientes com a forma

digestiva da doenca, representado um peptideo importante para uso potencial
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no diagndstico diferencial entre as formas cardiaca e digestiva. De acordo com
a variabilidade da biblioteca comercial utilizada, havia uma improbabilidade de
selecao do referido clone em fungao dos aminoacidos que o compde, a menos
que a selecao fosse efetivamente especifica, o que €& comprovado pela
frequéncia observada do clone (2/67), bem como seu alto grau de informagao
(I(m)=40,3). No teste de reducao em placas, este clone apresentou reducao de
88% frente ao pool de soros da forma digestiva da doencga, 58% diante do pool
de soros da forma cardiaca, 57% quando submetido ao pool de soros da forma
indeterminada e 35% perante o pool de soros de pacientes controles,
comprovando a especificidade da ligagdo de anticorpos contidos nos soros de
pacientes com a forma digestiva da doenca de Chagas com o peptideo Seq. ID
N® 21.

Os clones correspondentes as sequéncias Seq. ID N® 29 e 35 foram
selecionados para a forma indeterminada da doenca de Chagas. O peptideo
Seq. ID N° 29 apresentou DO elevada e estatisticamente igual quando
submetido aos pools de soros provenientes de pacientes com as formas
indeterminada e cardiaca da doenca, nos testes ELISA. Este epitopo
apresenta potencial progndstico no que se refere a propensao dos pacientes
enquadrados na forma indeterminada e com este tipo de resposta a evoluirem
para a forma cardiaca da fase cronica da tripanosomiase americana, o que
deve ser investigado em uma analise imunolégica continuada destes pacientes.
No teste de redugdo em placas, o clone Seq. ID N2 29 apresentou redugdo de
81% quando submetido ao pool de soros da forma indeterminada, 93% perante
0 pool de soros da forma cardiaca, 63% diante o pool de soros da forma
digestiva e 42% frente ao pool de soros de pacientes controles, evidenciando
que as maiores taxas de redugdo ocorreram diante dos soros das formas
indeterminada e cardiaca, confirmando a potencial utilizagado deste clone para
indicar evolugdo da doengca da forma assintomatica para uma forma
caracterizada pelo comprometimento do sistema cardiovascular.

O clone Seq. ID N° 35 apresentou reatividade significativamente igual e
elevada frente aos pools de soros de pacientes com as formas indeterminada e
digestiva da doenca, no teste ELISA, podendo ser utilizado para delinear o
perfil evolutivo dos pacientes portadores da forma indeterminada para a forma

digestiva da doenga de Chagas. O teste de reducéo em placas evidenciou que
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este clone realmente exibe maior reatividade perante aos pools de soros das
formas indeterminada e digestiva, 0 que é expresso pela significativa taxa de
reducao: 95% e 97%, respectivamente. Esses achados confirmam o uso
potencial do clone Seq. ID N° 35 para indicar propens&o ao desenvolvimento
da forma digestiva de pacientes portadores da forma indeterminada da doenca
de Chagas.

Os resultados nos testes ELISA e testes de reducdo em placas, para os
clones Seq. ID N* 17, 21, 29, 34 e 35, quando relacionados, demonstraram
que ha uma coeréncia no perfil de imunorreatividade dos referidos peptideos,
revelando a especificidade destes perante os soros para os quais foram
selecionados.

Todos os resultados combinados tornam os peptideos selecionados
provaveis biomarcadores para ensaios diagndsticos, uma vez que mesmo
aqueles peptideos que nao apresentaram DO muito elevada nos teste ELISA e
reducao significativa nos testes de reducao em placas, podem ser utilizados em
conjunto com os demais para a constituicdo de uma proteina recombinante
formada por varios mimetopos. Este tipo de abordagem foi demonstrada por
Peralta e colaboradores (1994), os quais descrevem a melhor eficiéncia dos
seus peptideos quando utilizados de forma combinada, corroborando com a
hipétese de utilizagdo dos peptideos aqui descritos em conjunto, a fim de
melhorar o desempenho dos mesmo em testes de imunorreatividade.

Esses achados validam a hipotese de que existem antigenos
primordialmente expressos em cada forma da doenga de Chagas, sendo um
dado importante para o desenvolvimento de diagndstico geral da doencga de
Chagas, bem como diferencial entre as formas cardiaca e digestiva, indicando
ainda, no caso da forma indeterminada, propensao a evolugao para uma das

formas clinicas.
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CONCLUSOES

A Tecnologia de Phage Display demonstrou-se eficiente para a
identificacdo de peptideos imunorreativos contra anticorpos alvo
circulantes em pacientes portadores das formas cardiaca, digestiva e

indeterminada da fase crbnica da doenga de Chagas;

Os testes de imunorreatividade demonstraram que alguns peptideos
apresentaram reatividade significativamente diferente e maior frente a
determinados soros, sugerindo que existem peptideos primordialmente
expressos em cada uma das principais formas da fase cronica da

doenca de Chagas;

Foram selecionados peptideos com grande potencial para aplicagéo
diagnostica, tanto para detecgao geral da doenga, como diferencial entre
as formas cardiaca e digestiva da doenga de Chagas, embora esses

epitopos ainda necessitem de melhor caracterizagao;

A analise dos peptideos selecionados para a forma indeterminada
demonstrou a importancia de se realizar mais estudos envolvendo essa
forma da doenca, a fim de que sejam desenvolvidas ferramentas
capazes de indicar a propensdo de pacientes aparentemente
assintomaticos a desenvolverem sintomas da forma cardiaca ou

digestiva.
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