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RESUMO

A doenca de Chagas € uma patologia de acéo lenta, progressiva e letal que
acomete individuos infectados com o parasito Trypanosoma cruzi. A infeccéo
ocorre quando os parasitos entram em contato com a corrente sanguinea do
mamifero, seu hospedeiro vertebrado, provenientes do inseto barbeiro, o
hospedeiro invertebrado. O tratamento da patologia em quaisquer uma de suas
duas fases é ainda muito precério e o diagndstico precoce é dificil de ser
realizado, impossibilitando a aplicacdo do tratamento disponivel nas primeiras
horas de infeccdo e permitindo que a doenca permaneca ativa em locais
endémicos. Portanto, conhecer mais sobre o parasito e sobre fatores que
possam alterar seu ciclo é um ponto chave para a descoberta de novas
terapias e ou alternativas de bloqueio do desenvolvimento no hospedeiro
invertebrado. Neste contexto, técnicas de identificacdo de moléculas ligantes,
gue possam atuar como possiveis inibidores de infeccao pelo parasito, como
Phage Display permitem um répido screening por peptideos ligantes. Nesta
pesquisa, de um total de 18 clones que codificam peptideos ligantes em formas
tripomastigotas derivadas de cultura de monocamada ou metaciclicas, 8 foram
sequenciados e os padrdes de peptideos encontrados sugerem sucesso desta
abordagem. A caracterizacao funcional dos peptideos é de crucial importancia
para validacdo da capacidade de ligacéo e/ou interferéncia no desempenho do
parasito em seus hospedeiros

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Phage Display,

peptideos ligantes.



ABSTRACT

Chagas’ disease is a slow progressing, lethal disease that affects individuals
infected with the parasite Trypanosoma cruzi. The infection begins when the
parasite reaches the blood stream of mammals, its vertebrate host, coming from
the kissing bug, the invertebrate host. On both levels of the disease, the
treatment is still too poor and early diagnosis is hardly done, which impedes the
treatment during the first ours of infection and allows that the disease runs
active at endemic areas. Therefore, the knowledge about the parasite and any
factor that may alter its life cycle is a key point for discovering new therapies
and/or new alternatives to block its development inside the invertebrate host.
Within this context, ligands identification techniques, that may act as parasite’s
inhibitors, such as Phage Display, allow a quick screening for ligands peptides.
In this research, from a total amount of 18 clones expressing ligand peptides to
trypomastigotes from monolayer culture or metacyclic trypomastigotes, 8 were
sequenced and the patterns found suggest the success of this approach.
Functional peptide characterization is crucial to validate its binding capacity

and/or interference in the parasite’s performance at its hosts.

Keywords: Chagas’ Disease, Trypanosoma cruzi, Phage Display, binding

peptides.
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1. INTRODUCAO

O ciclo de vida do protozoario flagelado Trypanosoma cruzi é
caracterizado por alteracées de suas formas celulares, o que compreende
mudancas no perfil de expressao das proteinas de membrana. Tais mudancas
alteram a capacidade de replicacdo e sobrevivéncia do parasito tanto no
hospedeiro invertebrado quanto no vertebrado. Portanto, interferir com o
balanco de interacbes celulares entre parasito e hospedeiro a nivel proteico
pode comprometer o sucesso da infeccdo permitindo maior controle da
infeccdo.Desta maneira, a técnica de Phage Display se mostra crucial para
atingir tal objetivo por permitir, por meio de bibliotecas de fagos expressando
peptideos randémicos, a selecdo de peptideos ligantes que tenham uma alta
afinidade as proteinas de membrana do tripanossomatideo nas formas
tripomastigota metaciclico e tripomastigota de cultivo celular (passo chamado
de panning ou screening), revelando possiveis padrbes de peptideos ligantes
que possam ser utilizados na construcdo de uma sequéncia peptidica
quimérica que, quando inseridos no triatomineo, inviabilizem a transmissdo do
T. cruzi.

Neste ambito, quatro bibliotecas ja previamente optimizadas e descritas
por Bonnycastle et al (1996) foram utilizadas para a realizagcdo dos pannings.
Tais bibliotecas compreendem diversos padrdes de peptideos que sé&o
apresentados monovalentemente nas proteinas maiores de encapsulamento,
pVIll, de bacteriéfagos filamentosos construidos com vetores do tipo f88. Uma
vez selecionados, os fagos tiveram os vetores sequenciados a fim de elucidar
quais foram as sequéncias ligantes. O sequenciamento revelou caracteristicas
interessantes dos fagos que podem guiar novos estudos em terapia

humanizada e controle vetorial.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A Doencade Chagas

Também conhecida por Tripanossomiase Americana, a Doenca de
Chagas (DCh) acomete mamiferos infectados por Trypanosoma cruzi, um
parasito intracelular obrigatério. A patologia foi descrita primeiramente pelo
médico Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas (CHAGAS, 1909), que
nomeou o agente etiolégico em homenagem a Oswaldo Cruz. A via classica de
infeccdo ocorre quando a fémea do inseto triatomineo da familia Reduviidae
(popularmente conhecido por barbeiro), estando infectado com T. cruzi, elimina
formas tripomastigotas metaciclicas (MT) na pele do mamifero préximo a uma
lesdo cutanea, geralmente, a causada pela proboscide durante a hematofagia.

A infeccdo por MT também podem ocorrer no caso de contaminacéo de
alimentos com restos de insetos contaminados. Outras formas de infeccao
envolvem as formas tripomastigotas sanguineas (ST), seja por meio de
transfusdo de sangue (DIAS, 2006) ou doacéo de 6rgédos (COURA, 2015), além
da amamentacéo, e a passagem do parasito de mae para filho durante o parto,
a chamada transmissdo vertical ou Chagas congénita (CEVALLOS &
HERNANDEZ, 2014). Casos mais raros de contaminacdo envolvem acidentes
laboratoriais por manipulacéo errbnea de amostras.

A sintomatologia dos pacientes chagasicos pode ocorrer em duas fases
da doenca: aguda e crbnica. Tendo a alta parasitemia na corrente sanguinea
como principal caracteristica, a fase aguda ocorre quando ha um contato inicial
com o protozoario ou em casos de reativacdo da doenca em pacientes
chagéasicos que ja passaram pela fase cronica. Apesar de assintomatica na
maioria dos casos, a fase aguda pode vir acompanhada de reacfes mais
graves como febre; inflamacdo dos ganglios linfaticos; mal-estar; inchaco de
baco e figado; edema no local de penetracdo do parasito, conhecido por
chagoma; sinal de Romafia (quando a infec¢do tem a regidao ocular como porta
de entrada); dificuldade em respirar; ou infec¢Oes letais no coragcdo, na
meninge ou no cérebro (JORGE, 2013). A fase crbnica é majoritariamente
benigna para 70% dos portadores da DCh e apresenta uma baixa quantidade

de parasitos circulantes no sangue, ja que a maioria destes se encontra alojado



nos tecidos cardiaco, digestorio, e adiposo. Dos pacientes que nao apresentam
a sintomatologia crbnica benigna, dois tercos podem desenvolver apenas
cardiomiopatias enquanto que um terco destes pode apresentar patologias
neuroldgicas e/ou digestorias concomitante. Devido a destruicdo progressiva
de tecidos, os estagios finais da DCh culminam para morte repentina,
geralmente causada por insuficiéncia cardiaca (WHO, 2015).

O diagnodstico da doenca de Chagas, realizado por identificacdo do
parasito na corrente sanguinea periféria do paciente ou por imunodeteccao,
pode ser feito em qualquer uma das duas fases, empregando-se uma
metodologia mais direta para uma deteccdo na fase aguda ou por meios
indiretos quando na fase crénica (CHIARI & GALVAO,1997).

Dados epidemioldgicos recentes estimam que cerca de 6 a 7 milhdes de
pessoas tenham a Tripanossomiase Americana no mundo inteiro e 21 paises,
majoritariamente localizados na América Latina, tém a doenga como endémica
(WHO, 2015) (Figura 1). Apesar de reduzida em relagédo a 1980, quando havia
aproximadamente 20 milhdes de infectados, atualmente, a DCh ainda
apresenta uma incidéncia muito alta de 28 mil casos por ano nas regifes
endémicas e se alastra por outros continentes devido ao movimento migratorio
(STRASEN et al, 2014).

Ainda que seja uma patologia antiga e que atinge um grande numero de
individuos, néo existe atualmente uma vacina preventiva ou uma cura devido a
limitagBes bioldgicas e, também, politica. O tratamento disponivel atualmente é
baseado na tentativa de amenizar os sintomas e eliminar o parasito. Neste
altimo quesito, duas drogas quimioterapicas sdo amplamente utilizadas —
Benzonidazol e Nifurtimox (ALMEIDA, 2013)- e, quando administradas na fase
inicial da infeccdo podem curar completamente, jA que eliminam parasitos
circulantes, ndo dando chance para se internalizarem nos tecidos. Apesar de
acarretarem muitos efeitos colaterais ao longo do tempo de uso (FERREIRA,
1990), tais quimioterapicos sdo continuamente utilizados em pacientes de fase
crdnica, pacientes assintomaticos ou que estejam em reativacdo da doenca,

com o objetivo de prevenir o progresso do quadro chagasico (ALMEIDA, 2013).



Doenga de Chagas
) Umtes de pais
Transmissdao pelo vetor principal
Setembro de 2014

I 4 r=a ancémica onde 3 Interrupgao da transmiss2o vetorial ohoy
& uma mata;

1 Area endémica onds 2 transmiss2o psio vetor principal ndo fol
Intarrompids;

Area onds 2 transmiss2o pelo vetor principal ssta perto da
interrupgo;

Arsa onds 2 transmiss2o pelo vetor principal asta
Intarrompida;

Area am que o vetor principal fol siminado;
I —
0 2908500 1000 1500 2000
Saterns de Cocrlenades. GCS NCS 1084

Datumn: NGS 1584
-~ Unts: Degree

Figura 1. MAPA da transmisséo vetorial por Triatoma infestans na América Latina em
Setembro de 2014. PAHO, 2014. Escala:1:2000km.
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2.1.1. O vetor e a morfologia das formas evolutivas do Trypanosoma
cruzi

Os barbeiros séo insetos hemipteros da familia Reduviidae e possuem
trés géneros de grande importancia médica: Triatoma, Panstrongylus e
Rhodnius (ARGOLO, 2008).

Ha mais de 130 espécies amplamente espalhadas pelas Ameéricas,
Africa, Asia e Australia (BORGES, 1999; ARGOLO, 2008), mas sete destas s&o
bastante importantes — Triatoma infestans, T. dimidiata, T. sordida, T.



brasiliensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus —
por serem capazes de atuar como vetores exclusivos do T. cruzi e se
localizarem preferencialmente na América Latina (JORGE & CASTRO, 2000;
GALVAO et al, 2003) onde se abrigam, principalmente, em véos de casas
construidas precariamente ou em entulhos.

Pelo barbeiro se procriar em tais ambientes domésticos deficientes de
estrutura basica (além do ambiente selvagem), a DCh apresenta uma endemia
destoante nestes locais de menor poder aquisitivo, ficando fortemente
associado a fragilidade sanitaria e econémica. Tal associacao beira problemas
politicos que explicam a existéncia do negligenciamento da doenca e a enorme
dificuldade em desenvolver melhores métodos de profilaxia, diagnéstico e
tratamento (DIAS, 1986; 2007).

Muitos outros motivos justificam esta dificuldade (DIAS, 2007), e um
deles se encontra no préprio parasito: o seu ciclo evolutivo. O protozoério
apresenta diversas formas celulares que se diferenciam em padroes
moleculares superficiais (TEIXEIRA & YOSHIDA, 1986), no posicionamento do
cinetoplasto em relacdo ao nucleo e na posicdo do flagelo, o que permite que
cada forma sobreviva em seu respectivo hospedeiro e exerca suas fungdes. As
amastigotas (Figura 2a) tém como funcdo principal a replicacdo dentro das
células do hospedeiro vertebrado, contribuindo diretamente para a amplificacdo
parasitolégica no paciente chagasico (CARVALHO & SOUZA, 1986; TEIXEIRA
et al, 2013). Estas tém formas arredondadas, um flagelo curto e discreto, um
ndcleo avantajado e um cinetoplasto em formato de bastonete que se posiciona
entre 0o pequeno flagelo e o nucleo. As epimastigotas (Figura 2b) também
atuam como formas replicativas, mas fazem a multiplicacdo dentro do intestino
do inseto e possuem um formato mais alongado, flagelo aparente e
cinetoplasto mais proximo da bolsa flagelar. Depois de um tempo se
diferenciando na porcao intestinal do triatomineo, o parasito evolui para o
estagio de tripomastigota metaciclico (Figura 2c). Mais afilado e logineo, de
cinetoplasto arredondado e posicionado na extremidade posterior do
organismo, 0s tripomastigotas metaciclicos sdo as formas que fazem a
infeccéo inicial no hospedeiro vertebrado. Uma vez na corrente sanguinea do

mamifero, o parasito precisa se locomover para poder se internalizar em



células e escapar do ataque do sistema imunologico do hospedeiro; para isso,
o flagelo é mais evoluido quando comparado com as demais formas evolutivas,
pois apdés emergir da bolsa flagelar, este se adere por toda extensdo do

parasito e fica livre na extremidade anterior (TEIXEIRA et al, 2013).
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Figura 2. Principais estagios evolutivos do Trypanosoma cruzi. A. Amastigotas ou
esferomastigotas; B. Epimastigotas; C. Tripomastigota Metaciclica. Modificado de: TEIXEIRA et
al, 2013.

2.1.2. Ciclo de vida do T. cruzi

Durante o repasto sanguineo por espécies de triatomineos em um
vertebrado contaminado com T. cruzi, 0 inseto ingere formas circulantes na
corrente sanguinea. Quando as tripomastigotas chegam ao estdmago do
hospedeiro invertebrado, estes se diferenciam tanto em formas amastigotas
guanto epimastigotas; estas ultimas, uma vez na porcao inicial do intestino do
inseto, iniciam um rapido processo de multiplicacdo por fissdo binaria e se
aderem as células intestinais pela extremidade anterior do flagelo. No reto,
ocorre a transformacdo de algumas epimastigotas para a forma infectante,
tripomastigota metaciclico, que é eliminado nas fezes do inseto, sobre a pele
do hospedeiro vertebrado utilizado para a alimentagdo sanguinea. Em contato
com o mamifero, os parasitos entram nas células, seja por acdo mecanica ou
endocitose. Um vacuolo parasitoforo € formado ao redor do tripanossomatideo;
estrutura que sera dissolvida devido a liberacdo enzimatica do parasito. Ainda

dentro do vacuolo, o protozoario vai assumindo a forma de amastigota que,



uma vez liberada do vacuolo, se multiplicara por fissdo binaria até preencher
boa parte do citoplasma. Estas irdo, por sua vez, se diferenciar em
tripomastigotas, romper a célula e cair no espaco extracelular para invadir
novas ceélulas e repetir o processo (SOUZA, 2002; BRENER, 1997).

2.1.3. Proteinas de membrana estagio-especificas

Dentre diversos pacientes infectados, uma grande variedade de
gravidade e sintomas pode ser encontrada. Apesar da influéncia da
variabilidade do hospedeiro na interacdo parasito-hospedeiro, trabalhos
reforcam a contribuigéo atribuida a variabilidade entre as cepas nesta dinamica
(YOSHIDA, 1983).

Por exemplo, foi observado que algumas cepas tendem a produzir um
quadro patologico mais brando em camundongos — como € o caso da cepa G —
cujo diagndstico s6 pode ser confirmado positivo por exames indiretos do tipo
xenodiagnéstico devido a baixa parasitemia produzida, enquanto que outras
cepas — como a CL Brener e Y — apresentam viruléncia e parasitemia
consideravelmente maiores (YOSHIDA, 1983).

Além da viruléncia, os parasitos também necessitam realizar diversos
outros processos (sobrevivéncia, aderéncia e insercdo as células dos seus
hospedeiros) que dependem da presenca de glicoproteinas de membrana com
padrdes variaveis a fim de interagir com o meio de forma adequada. Portanto
podemos inferir que: uma funcao diferente vem seguida de estrutura diferente
gue sustenta as fungdes do parasito.

Devido a essa alta necessidade de adaptacdo, T. cruzi apresenta
diversas familias de proteinas de superficie (Figura 3), tais como: gp63,
gp85/transcialidase, mucinas, gp35, gp50, gp82, gp90, gpl60 e proteinas de
superficie associadas a mucinas, por exemplo, que contribuem na coordenacgéao
dos processos moleculares necessarios para a ativacao corretas das cascatas
de sinalizacéo (TEIXEIRA & YOSHIDA,1986; YOSHIDA et al, 1989; RUIZ et al,
1993; QUEIROZ, 2013).

Neste quesito, muitas proteinas especificas de tripomastigotas
metaciclicas sédo de interesse em estudos como este que visam comprometer a

capacidade de infeccao destas formas evolutivas, prejudicando o



funcionamento natural de proteinas como, por exemplo, gp82 que, quando
atrelada a uma molécula desconhecida, culmina na liberacdo do calcio
presente no reticulo endoplasmético (QUEIROZ, 2013); as glicoproteinas de
35, 50 e 90kDa que, quando neutralizadas com anticorpos especificos,
impedem a internalizacdo do parasito (RUIZ, 1993; YOSHIDA, 1989); a gp82
gue apresenta importante papel na infec¢ao oral (CORTEZ, 2014); a gp160 que
restringe a ativagcdo do sistema complemento do hospedeiro (NORRIS, 1991),
bem como muitas outras proteinas que possam atuar de maneira essencial nas
formas infectantes (BARRIAS et al, 2013).

Tais proteinas de membrana de tripomastigotas de T.cruzi que
desencadeiam processos muito importantes podem servir de sitio de ligacao

para peptideos selecionados, a fim de alterar sua funcdo e impedir a

continuacgéo do ciclo do parasito.
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Figura 3. Modelo esquematico apresentando algumas das proteinas do parasito e da

célula hospedeira que participam da interagdo entre estes. Obtido de BARRIAS et al, 2013.

2.2.  Phage Display

Encontrar ligantes de proteinas de membrana que interfiram na



interacdo parasito-hospedeiro € um objetivo que pode ser alcancado por meio
de varios métodos. Técnicas como F.R.E.T. (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) (HELD, 2012), biotinilacdo (INGARAMA & BECKETT, 2011), co-
imunoprecipitagdao (GOLEMIS, 2002), Phage Display com bilbiotecas de
anticorpos (SMITH et al , 2005) ou peptideos (BONNYCASTLE, 1996), e
ressonancia magnética nuclear (FIGUEIREDO & MARSAIOLI, 2007) sao
algumas das metodologias que podem ser aplicadas, mas que apresentam
requerimentos especificos.

No entanto, quando se deseja obter um produto ligante final de tamanho
reduzido, onde seja possivel ter conhecimento também da sequéncia
codificadora de tal ligante, bem como ser capaz de amplificd-lo utilizando
bactérias, a técnica de Phage Display se destaca.

Primeiramente descrita em 1985 por George P. Smith (SMITH, 1985) e
George Pieczenikv, o Phage Display se mostrou de grande valia para a
elucidacédo de intera¢des entre proteina-proteina e proteina-DNA.

Bacteri6éfagos, como o proprio nome indica, sdo virus (fagos) que tém a
capacidade de infectar células bacteriais, geralmente E.coli, usando a
maquinaria desta para produzir suas préprias proteinas (SCOTT & SMITH,
1990). Na técnica de Phage Display, tal maquinaria é utilizada para produzir
uma sequéncia peptidica de interesse acoplada as proteinas de
encapsulamento de fago filamentoso, ficando exposta na superficie do virion a
fim de interagir com moléculas presentes no meio externo. Isso ocorre, pois a
ligacdo entre peptideos de interesse e proteina de encapsulamento é realizada
a nivel do DNA. O genoma do fago é utilizado como um vetor de expressao por
aceitar segmentos de DNA estranho em sua propria sequéncia (SMITH &
PETRENKO, 1997). Portanto, por meio de técnicas moleculares, a regiao
codificadora do peptideo é colocada apos a regido que codifica as proteinas de
superficie (gene 3, 8 ou 6, na maioria dos casos), e, quando a proteina de
encapsulamento for produzida, os peptideos também serdo, gerando um
proteina hibrida-fusionada (Figura 4). Uma das grandes vantagens da técnica é
a baixa interferéncia que o fusionamento causa tanto no funcionamento do fago
guanto na afinidade e especificidade do peptideo expresso (SMITH et al, 2005;
SMITH & PETRENKO, 1997).



Figura 4. Estrutura basica das proteinas de encapsulamento dos bacteriéfagos: pVIlI
selvagem é mostrada em cinza e pVIlI recombinante (hibrida) para que apresente o peptideo,
se apresenta em coloracéo verde. Modificado de: RANGEL et al , 2013.

Misturas heterogéneas de fagos expressando diferentes peptideos na
superficie constituem uma biblioteca de Phage Display que podem ser usadas
para testar diversos padrbes peptidicos contra um antigeno. Esta selecdo é
realizada por meio de pannings (também chamados de screenings) onde um
determinado antigeno, aderido a parede de uma placa de ELISA ou suspenso
em solucdo, € exposto a bibliotecas de fagos. Virions que apresentarem
peptideos com maior afinidade pelo antigeno testado serdo mantidos enquanto
gue aqueles que nao ligaram ou aderiram fracamente, serdo eluidos em
passos de lavagens. A selecéo de fagos de altissima afinidade é realizada pela
repeticdo do screening, utilizando apenas o pool de fagos ligantes devido a
maior competicdo por sitios de ligagcdo (LOWMAN et al, 1991).

Dentre diversos tipos de vetores utilizados para o Phage Display, este
estudo utilizara fagos contendo vetores do tipo f-88.4 (Figura 5) (GenBank
AF218363), que sao otimizados por terem duas copias do gene VIII; uma cépia
produz a proteina de encapsulamento VIl fusionada a sequéncia peptidica na
porcdo N-terminal (Figura 6A), que pode ser inserida por meio de sitios de
restricdo — Hindlll e Pstl — estrategicamente adicionados (Figura 6B), enquanto
que a outra copia do gene, ndo homologa, esta em sua forma selvagem (WT)
e, portanto, ndo tera nada acoplado a si. A presenca de proteinas fusionadas e
WT permite que, apesar da baixa abundancia, sequéncias peptidicas maiores
sejam expostas na superficie (BONNYCASTLE,1996; SMITH, 2006;
WEISSLEDER et al, 2010). A amplificagdo dos virions selecionados pode ser
feita por meio de infeccdo de E.coli K91, que é a cepa mais indicada para
amplificacéo de bibliotecas de fagos do tipo f88 (BONNYCASTLE, 1996).
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Filamentous phage display vector
Tet,

B Tac promoter

Xbal W pViii gene

pVill

Pstl
Hindlll

Figura 5. Estrutura do vetor de fagos f88.4. O gene VIII selvagem é mostrado em cinza
enquanto que o gene VIII recombinante esta em verde, juntamente com seus dois sitios de

restricdo e apos o promotor Tac. Modificado de: RANGEL et al , 2013.

A 5°—AGC | TTT |GCC |NNN| . . . |NNT | GCA-3°
3°-RAR|CGE | NMM| ... |HNN-57
5 HindIII Pl
+ stuffer ¥

CCT ATG CTAMAGC TTT GCC RARC GTC CCT GCAMGRAR GGT GAT GRC CCOG GCT RRL

P M L 3 F A Vi 15 iy E = D D E riy E
Signal Peptidase

Figura 6. A — Sequéncia consenso dos peptideos que tém maiores chances de serem
inseridos com sucesso. B — Local de insercao da sequéncia peptidica de interesse esta entre
os sitios de restricdo Hindlll e Pstl. O inserto pode ser colocado ap0s a retirada do stuffer

(enchimento).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

ldentificar polipeptideos provenientes de quatro bibliotecas de

bacteri6fagos com afinidade a superficie de tripomastigotas metaciclicos e

derivados de cultivo.

3.2. Objetivos Especificos
Selecionar fagos expressando peptideos com alta afinidade as proteinas
de membrana de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi utilizando
bibliotecas de phage display;
Analisar in silico as sequéncias dos peptideos identificados por

sequenciamento do DNA dos fagos.
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4.  JUSTIFICATIVA

Em 2001, Ghosh e colaboradores observaram, trabalhando com
Plasmodium, que por meio de Phage Display, era possivel destacar um
peptideo de 12 aminoacidos (SM1) ligante a regides especificas participantes
da interagdo parasito-hospedeiro no mosquito vetor. Quando em experimentos
de infeccdo, os resultados demonstraram que o peptideo SM1 inibia com
sucesso a invasdo do Plasmodium nos tecidos do hospedeiro. Com este
conhecimento, novas possibilidades surgiram no estudo de manipulacdes
genéticas vetoriais capazes de reduzir a disseminagdo deste parasito.

Neste contexto, visa-se utilizar abordagem semelhante aplicando esta
metodologia para o T. cruzi. Conhecer um pouco mais sobre possiveis padrdes
de peptideos ligantes a membrana das formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi pode ajudar a direcionar esforcos ndo apenas no
tratamento e diagndstico da DCh, mas também na profilaxia. Além do mais, tais
ligantes poderdo ser otimizados para protocolos de purificacdo destas formas

em amostras bioldgicas.
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5. DESENHO EXPERIMENTAL

Obtengéo das formas tripomastigotas

Metaciclogénese
Obtencéo de TCTs por infeccio de células de mamifero

Fixagdo dos parasitos obtidos

Demonstrar reconhecimento por
anticorpos e amplificar regido codificadora
Western e Dot Blots

PCR

Sequenciamento dos fagos selecionados

Selecdo dos peptideos ligantes a
proteinas de superficie de T. cruzi
por meio de Phage Display

Panning 1
Panning 2

Analises Bioinformaticas
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1.0Obtencao das formas tripomastigotas / cultivo de parasitos

As formas tripomastigotas metaciclicas (TM) foram obtidas por meio de
tripomastigogénese.

Uma cultura de 1x107 epimastigotas por mL foi crescida a 28 °C por 3
dias em um pré iné6culo contendo 3 mL de meio LIT, tendo o volume
aumentado para 10 mL apos este periodo. Os parasitos ficaram crescendo nas
mesmas condi¢Bes por cinco dias ou até atingirem a densidade celular entre 5
e 7x107 parasitos/mL. Em seguida, foram centrifugados a 5000 rpm por 15
minutos a 10 °C e ressuspensos em 1 mL de meio TAU (NaCl 190 mM, KCI 17
mM, MgClz 2 mM, CaCl 2 mM, tampéo fosfato 8 mM pH 6,0), onde ficaram
incubados por 2 horas a 28 °C. A cultura de parasitos em TAU foi adicionada a
99 mL de meio TAU3AAG (meio TAU suplementado com L-prolina 10 mM,
glutamato sédico 50 mM, aspartato sédico 2 mM e glicose 10 mM), e
permaneceu a 28 °C por 7 dias para que o0s protozoarios se diferenciassem em

tripomastigotas.

6.2. Purificacdo de tripomastigotas metaciclicos

ApOs o cultivo, a cultura foi purificada em coluna de cromatografia de troca
ibnica para a obtencao de uma cultura pura de tripomastigotas metaciclicos.

A coluna utilizada, de DEAE-Celulose, é uma matriz anibnica que contém
grupos dietilaminoetil, sendo positivamente carregadas em pH neutro, o que ira
reter as formas néo diferenciadas e eluir apenas os parasitos de interesse.

A coluna foi equilibrada com 3 volumes de coluna (CV) de tampdo PBSG
2% e, na ultima calibracdo, a cultura de tripomastigotas foi centrifugada (5000
rpm / 3 min / 4 °C) e ressuspensa em 1 mL de PBSG 2%. Este volume de
solucdo tampao com parasito foi adicionado na coluna, seguido de 1 CV de

PBSG 2%, concomitante a coleta do eluato.

6.3. Obtencao de Tripomastigotas de Tecido Celular
As formas tripomastigotas provenientes de tecido celular (TCTs) foram

obtidas através de infec¢cdo de células de mamiferos LLC-MK2 (célula epitelial
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de rim de macaco rhezus). Uma quantidade de 2x10° células foi repicada em
garrafas de 170 cm? por 24 horas antes da infecgdo em meio RPMI
suplementados com 5% de soro fetal bovino em atmosfera de 5% de CO2 a 37
°C. Depois de aderidas, as mesmas foram infectadas com 1x108
tripomastigotas metaciclicas obtidas por diferenciacdo em 7 dias em meio
TAU3AAG (conforme item 4.1.) sem purificacéo.

As células infectadas ficaram incubadas com estes TM por 24 horas e,
posteriormente, o meio foi trocado e a garrafa foi submetida a uma lavagem
com meio RPMI sem adicao de soro. A esta mesma garrafa adicionou-se meio
RPMI suplementado com 10% de soro de cavalo por 24 horas com o intuito de
remover as formas epimastigotas pela agcdo das enzimas do sistema
complemento presentes no soro. Apos este periodo, a garrafa passou por uma
nova lavagem com RPMI sem soro e, logo apés, foi adicionado meio RPMI com
5% de soro fetal bovino.

As lavagens e adicdo de meio suplementado com 5% de soro fetal
bovino foram realizadas por 11 dias consecutivos, que € 0 tempo para a

liberacdo das formas TCTs.

6.4. Fixacdo com Paraformaldeido

Depois de obtidos, os protozoarios foram fixados com paraformaldeido
2% (PFA). Para isso, as solucdes de parasitos, tanto MT quanto TCT, foram
centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
pellet foi ressuspenso em 600 uL de PBS e acrescentou-se, em seguida, mais
600 pL de PFA 4% (concentracao final de PFA na solucdo = 2%) que reagiu
por 3 minutos. Uma nova centrifugacédo (9000 rpm / 5 minutos) foi realizada a
fim de precipitar os parasitos fixados. O pellet, apds ter sido lavado uma vez

com tampéao TBE 1X, foi centrifugado novamente.

6.5. Coloracao de Giemsa
Para a verificacdo de que apenas amostras puras de parasitos
tripomastigotas foram utilizadas, foi realizada a coloragdo de Giemsa
(FERNANDES et al, 2013). Para isso, 200 pL de solucdo de 1x10’

parasitos/mL foi centrifugada a 7000 rpm por 5 minutos, tendo 150 pL do
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sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso nos 50 pL restantes. Desta
suspensao, 10 pL foi gotejado e espalhado em uma laminula redonda de vidro,
onde ficou secando por 20 minutos a 37°C.

Metanol gelado foi adicionado até cobrir a laminula, ficando em contato
com esta por 30 minutos, seguido de 2 lavagens com agua. A solucdo de
Giemsa foi entdo adicionada, ficando 40 minutos em reacdo. Em seguida, as
laminulas foram lavadas até ndo se observar a coloracdo azul residual
presente na agua de lavagem, seguindo para a secagem e montagem da
lamina com meio de montagem rapido - Entellan®. Apds montada, a lamina foi

escaneada e fotografada.

6.6.Pannings
Os pannings foram conduzidos com os seguintes componentes:
- 1X107 parasitos/mL (Tripomastigotas TCT ou MT)
- 15% de BSA 1mg/mL
- 5X103 fagos/parasito
- TBST 0,05% q.s.p. ImL

A solugdo permaneceu por 16 horas a 4 °C. No dia seguinte, a amostra
foi colocada sob agitacao leve (70 rpm) em temperatura ambiente por 2 horas.
Logo apds, a solugcdo passou por uma centrifugacdo na velocidade de 9000
rom durante 5 minutos a temperatura de 4 °C, tendo o sobrenadante
descartado. Para retirar os fagos nao ligantes, 15 lavagens foram realizadas.
Cada lavagem consistiu em colocar 1 mL de tampdo TBST 0,05%,
homogeneizar o pellet por inversdo, centrifugar a 9000 rpm por 5 minutos a 4
°C e descartar o sobrenadante por pipetagem.

Ainda, mais quatro lavagens foram feitas utilizando tampé&o Glicina-HCI.
Apés adicdo do tampao acido, a amostra ficou em agitacdo baixa de 70 rpm
durante 3 minutos, sendo centrifugada posteriormente.

A eluicdo dos fagos fortemente ligados foi realizada, também, com a
adicdo de tampao Glicina-HCI incubado com a amostra por meia hora em
agitacdo de 70 rpm e temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo (9000
rom / 4 °C / 5 min). Desta vez, o sobrenadante foi transferido de tubo e

ajustado para pH 7,0 com o tampao de neutralizagao (Tris HCI 2M pH 9,0). A
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solugdo neutralizada contendo o pool inicial de fagos ligantes foi aliquotada
(aliquota parcial) em 100 pL para posterior titulacdo e o restante da solucdo
passou por amplificacdo em E.coli.

Um pré inéculo de células E.coli K91 foi preparado no dia anterior
adicionando uma colbénia de K91 em 10 mL de meio Luria Bertani (LB) (que
deve ficar em agitacdo de 225 rpm a 37 °C durante 16 horas), e deste foi
preparado um inéculo (10 mL do pré inéculo em 100 mL de LB) que ficou em
agitacao de 225 rpm/37 °C durante 4 horas ou até atingir densidade 6ptica de
0.8 em 550 nm. Posteriormente, o inéculo ficou sob agitacdo de 50 rpm/37 °C
durante meia hora para o crescimento do pilli celular.

Os fagos eluidos foram colocados juntamente com as células crescidas,
mantendo a proporcao de 1.7 mL de in6culo para cada 1 mL de solucdo de
fagos. A solucdo de amplificacdo permaneceu sem agitacdo (37 °C) durante
meia hora; apds receber 2% de tetraciclina, o recipiente ficou no agitador por
meia hora a 225 rpm / 37 °C. A concentracdo de antibittico foi ajustada para 20
mg/mL e a solucdo permaneceu no agitador (225 rpm / 37 °C) durante 16
horas.

O volume total foi centrifugado (4000 rpm / 4 °C / 20 min) para precipitar
as células. O sobrenadante, depois de transferido para um novo recipiente,
recebeu 15% de polietilenoglicol (PEG) e, depois de homogeneizado, ficou no
gelo, na geladeira, por 16 horas.

Por fim, para obter uma solugdo amplificada de fagos, a solugdo com
PEG foi centrifugada a 8000 rpm / 4 °C durante uma hora. O pellet,
ressuspenso em 3 mL de tampao TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.0), foi
incubado a 37 °C durante meia hora sob rotacdo de 150 rpm. Uma
centrifugacdo com rotacdo maior (15000 rpm / 10 min) em temperatura
ambiente foi realizada, afim de retirar o restante celular. O sobrenadante foi
trocado de tubo e uma aliquota (final) de 100 pL foi retirada para posterior
titulag&o. O restante foi mantido a -20 °C até a realizag&do do proximo panning.

A fim de saber a concentracdo de fagos obtidos, ambas as aliquotas
(final e parcial) obtidas no panning foram tituladas em placa de petri com meio
LB com &gar contendo 20 mg/mL de tetraciclina. Foram preparadas diversas

diluicdes de cada aliquota. Para a parcial, as diluices de 101, 10, 10“ e 10
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foram feitas, enquanto que para as aliquotas finais, as diluicbes realizadas
foram: 10, 108, 1010 e 1012,

Para chegar ao valor de concentracdo de fagos de cada diluicdo, a
seguinte férmula foi aplicada:

TU/mL = nimero de colbnias contadas na placa x fator de diluicdo x 100,

onde TU/mL se refere a quantidade de fagos por mililitro.

As colbnias obtidas nas placas referentes as aliquotas parciais foram
inoculadas em um pré inéculo pequeno de 150 pL de meio LB contendo 20
mg/mL de tetraciclina durante 16 horas (a 225 rpm e 37 °C) e foram, apds este
periodo, centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos. O pellet, ressuspenso em
100 pL de meio LB e tendo 10 pL de Glicerol 50% adicionado, foi levado ao
freezer -20 °C para que a amostra fique preservada.

6.7. Dot Blot
A fim de detectar a eficiéncia dos anticorpos utilizados para confirmar a
presenca de fagos ligantes, quantidades diferentes de parasitos foram aderidos
em spots na membrana de nitrocelulose que foi, apés bloqueio com leite em pé
5%, incubada por duas horas com uma solucéo de 5X10%° fagos diluidos em 30
mL de PBS Tween 0,05%. Apds lavagens com PBS tween 0,05%, a membrana
foi incubada por uma hora com anticorpos (anti-fago HRP ou anti-fago M13

conjugado a peroxidase), sendo posteriormente revelada em papel filme.

6.8.Western Blot

Géis de SDS-PAGE 12% foram corridos sob voltagem de 200 V por
duas horas e meia, aproximadamente, e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose, utilizando-se um sistema de transferéncia semi-seco que fara a
transferéncia sob voltagem de 80 V durante 1 h 20 m. O bloqueio da membrana
foi feito com solucéo de lavagem (PBS Tween 0,05%) complementada com 5%
de leite em po e os anticorpos (diluidos em solucdo de lavagem) foram
incubados com a membrana durante uma hora, sempre sob agitacao leve e em
temperatura ambiente. Entre cada passo, a membrana foi lavada 4X de 5
minutos com solucao de lavagem.

A revelacdo do western blot foi realizada tanto por revelacdo em papel
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filme quanto por coloracdo com DAB-Naftol a fim de demonstrar a
especificidade dos anti-fagos utilizados em reagir de modo cruzado com o

extrato dos parasitos..

6.9. Amplificagao por PCR’s
Bactérias estocadas em glicerol apds a titulagdo parcial realizada nos
pannings, foram utilizadas no método de amplificacdo pela reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), a fim de obter as regifes codificadoras do vetor de cada
clone de bacteriéfago. Para isso, cada clone foi inoculado em 3 mL de meio LB
e ficou em agitacdo sob temperatura de 37°C durante 16 horas e, plaqueados
em seguida em spots em uma placa de petri com meio LA suplementado com
tetraciclina 20 mg/mL que ficou na estufa 37°C por 16 horas. Apds crescimento
das colbnias, o DNA destas foi coletado para realizacdo da amplificacao.
Os primers utilizados foram (Tabela 1):
- Hindp-F88.4_For(forward) ou F88.4_1 sFor
-Zhong-F88.4 _Rev (ZHONG et al, 1994) ou Claude-F88.4 Rev
(FERRIERES et al, 2000)

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizado para amplificacdo por PCR e/ou

sequenciamento

Nome Sequéncia (5’ - 3’)

F88.4 1 For CCTTTAATCGGCCTCCTGTT
Hindp-F88.4_For GCGACTCTTGTTCCTATGCTAAGC
Claude-F88.4_Rev | TCGGCAAGCTCTTTTAGG
Zhong-F88.4_Rev AGTAGCAGAAGCCTGAAGA

Para o mix de PCR, utilizou-se o Kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos -
Mistura de PCR 3X e os primers Hindp-F88.4 For ou F88.4 1 For combinado
com o primer reverso Claude-F88.4_Rev ou Zhong-F88.4 Rev.

Cinquenta microlitros do mix foi aliquotado em cada tubo de reacéo,
sendo adicionado o dna das colbnias posteriormente. A reacdo consistiu de 25
ciclos, sob temperatura de anelamento igual a 52°C e 1m30s de tempo de

extensao.

20



6.10. Purificacdo do Amplificado

O produto de amplificagcéo foi corrido em pequena quantidade (3 pL) em
gel de agarose 1.2% a 80V por uma hora, para verificar tanto a eficiéncia
qguanto o funcionamento da reacdo de PCR. Em seguida, as amostras validas
tiveram todo o seu contetudo corrido em gel de agarose 1,2%, para realizar
purificacdo de DNA em banda de gel com o kit Illlustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE healthcare) (VOGELSTEIN, 1979; MARKO, 1982). O
purificado foi eluido em agua estéril livre de nucleases, sendo esta a condi¢ao

mais ideal para estocar a amostra a ser sequenciada.

6.11. Sequenciamento

Os fagos selecionados foram sequenciados através do método de
Sanger, a fim de elucidar quais insertos presentes nos vetores dos
bacteriofagos ligantes tém maior potencial de ligacdo, podendo ser utilizados
para analise in silico.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em volumes de 10uL
/cada, consistindo de 0,5 uL de primer Zhong-F88.4_Rev a 10uM, 1 uL de
tampéao Big Dye, 2,5 uL de tampao Save Money, 3 uL de DNA (100 ng); e agua
MiliQ estéril g.s.p. 10 puL.

Os DNAs sequenciados foram colocados para amplificar numa reacgéo
com 0s seguintes tempos e temperaturas:

- 96°C por 1 minuto; 35 ciclos de 96°C por 15 segundos, 54°C por
15 segundos e 60°C por 4 minutos.

Apbs o procedimento realizado acima, as amostras foram purificadas.
Na purificacdo, foram adicionados sob a reacdo de sequenciamento: 10 pL de
agua MiliQ estéril, 2 uL de Acetato de Amobnio 7,5M, 66 uL de Etanol 99,5%. A
mistura ficou em temperatura de -20°C durante 20 minutos, sendo
posteriormente centrifugada a 14000rpm durante meia hora. O sobrenadante
foi descartado por inversao até ficar o minimo possivel de remanescente no
tubo. Cem microlitros de etanol 70% foi adicionado a cada tubo, seguido de
outra centrifugacdo sob mesma rotacdo que a anterior durante 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as amostras seguiram para leitura no

sequenciador.
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6.12. Analise de Resultados
Os dados obtidos dos sequenciamentos foram analisados por meio de
ferramentas bioinformaticas, como ExPASy, BLAST e Clustal Omega. Os
pannings foram avaliados também quanto a qualidade conforme a estabilidade

da quantidade de fagos obtidos e amplificados.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Isolamento de clones de uma biblioteca de Phage Display
reativos com parasitos fixados

Depois da padronizacdo do procedimento de Phage Display em formas
epimastigotas, as formas tripomastigotas foram cultivadas com sucesso, sendo
utilizadas suspensdes puras destas para a realizacdo dos procedimentos da
técnica (Figura 7). Na figura supracitada é possivel verificar que os parasitos
apresentam morfologia esperada e ndo tém agregacao. Optou-se por utilizar
parasitos fixados para evitar a manipulacao de formas infectivas vivas.

Utilizando-se os parasitos fixados, foram realizados 2 pannings, a fim de
obter uma menor diversidade de peptideos. Em cada etapa de selecédo, 1x107
parasitos tripomastigotas foram incubados com 5x10!° fagos. Nesses
procedimentos, os dados de titulacdo apontaram uma eficiéncia de 1x10* a
6x10° fagos (TU/mL) como mostrado na Tabela 2.

Observa-se também que a quantidade final de bacteriéfagos se manteve
relativamente estavel (uma média de 3x10° TU/mL recuperados para
metaciclicos e 1,95x10* TU/mL para TCTs) entre os rounds 1 e 2, sugerindo
gue estes valores indicam uma saturacao dos locais disponiveis para ligacao
na membrana do parasito. Nos préximos passos, 0s eluatos de bacteriéfagos

foram amplificados em E.coli de 1 até 2x10*2 TU/mL.
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Figura 7. Coloracdo das suspensdes puras de formas tripomastigotas metaciclicas (A) e

tripomastigotas de cultivo celular (B) utilizadas para a realizagdo dos pannings (Giemsa 100X) .
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Tabela 2. Concentracdo de fagos recuperados dos pannings realizados tanto com
parasitos tripomastigotas metaciclicos (MT) quanto com tripomastigotas derivadas de cultivo
tecidual (TCT).

MT TCT

Panning 1 3,3 x 10%(TU/mL) 2,9 x 10*(TU/mL)
Panning 2 6,0 x 10°(TU/mL) 1,0 x 104(TU/mL)

Com o intuito de availar capacidade de ligagéao, e a eficiéncia de ligacao
dos diferentes clones de fagos isolados, a capacidade de ligacdo dos fagos
foram testadas por western blot e dot blot. Estes testes permitem triagem de
clones expressando peptideos com melhor reconhecimento do parasito, uma
vez que ensaios de ELISA ndo sdo aplicaveis para teste de parasitos fixados.
ApOs diversas tentativas, os testes dos ensaios de dot blot com anticorpos anti-
fago, tanto com fagos silvestres (que ndo apresentam a sequéncia peptidica
conjugada a suas proteinas de encapsulamento) quanto fagos recuperados do
segundo panning contra MT, foram bem sucedidos quando utilizou-se o anti-
fago HRP, que é diretamente conjugado a peroxidase (Figura 8). No entanto,
tal anticorpo ndo permitiu deteccdo de fagos em suspensdes de parasitos
incubados com fago, em ensaios de western blot, ou em ensaios de
imunofluorescéncia. Estes ensaios apontam uma forte reacdo cruzada com o
extrato proteico do parasito por parte dos anticorpos secundarios (anti-IgG de
coelho, por exemplo). Sendo assim, optou-se por sequenciamento aleatério

dos clones enriquecidos no segundo panning.

Silvestre Panning 2 TM

1:800
1:1600
1:2000

¢/NaQH s/NaOH c¢/NaOH s/NaOH

Figura 8. Dot blot — 1x10'° TU/mL colocados sob a membrana de nitrocelulose
demonstraram ter um reconhecimento melhor quando os fagos se apresentam na forma
desnaturada (com NaOH 0,02M) para as duas amostras, mas é possivel observar

reconhecimento dos fagos recuperados no segundo panning deTM.
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7.2. Sequenciamento dos clones com reatividade com formas
tripomastigotas.

Diante do grande numero de fagos estimado nas titulagbes pré-
amplificacdo dos fagos, e o interesse em evitar purificacbes de DNA do fago
filamentoso F88.4 (DNA circular fita simples) optou-se por realizar reacdes de
PCR utilizando primers previamente descritos na literatura (Claude-F88.4_Rev
ou Zhong-F88.4 Rev) ou desenhado nesse trabalho (Hindp-F88.4_For). O par
de primers Hindp-F88.4_For e Claude-F88.4_Rev permite a amplificagdo de um
fragmento de ~330 pb e Hindp-F88.4_For e Zhong-F88.4 _Rev um fragmento
de 96 pb (desconsiderando-se os tamanhos dos insertos referentes aos
peptideos), como pode ser visto na Figura 9A.

Ambos os pares de primers funcionaram para amplificar tanto DNA de
interesse, a partir do DNA da colbnia crescida em placa contendo antibidtico,
qguanto da suspenséao de fagos amplificados. Desta forma, optou-se por realizar
as PCRs com o par Hindp-F88.4 For e Claude-F88.4 Rev, utilizando DNA
proveniente de coldnias, sequenciando os produtos de PCR com o primer
Zhong-F88.4_Rev (nested primer).

1kb Hindp—Claude  Hindp — Zhong - TCT
B 57 9 9 1350
.- .
2000 po_ 2000pbE
1500 pb! 1500 pb -
1000 pb 1000 pb e
750 pb
. 7500
S00 pb
= - 500> e
250 pb - T R
—— - i
250 pb
Col Amp Col Amp

Figura 9. A - Produtos de PCR corridos em gel de agarose 1,2%. Cada par de primers foi
testado em amplificacdes com DNAs provenientes de duas fontes diferentes. Col — DNA vindo
de colbnia de E.coli infectada. Amp — DNA vindo da solugdo de fagos amplificados. B —
Diversidade de tamanhos entre os diferentes clones amplificados (utilizando par de primers
Hindp — Claude).

Das coldnias obtidas na titulacdo dos fagos pré amplificacdo, oito clones

positivos com screening com TCTs e oito de MT foram escolhidos para
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seguirem para sequenciamento. Nestas 16 amostras, observa-se variagcoes de
tamanho sutis quando em gel de agarose 1,2%, sugerindo presenca de
diversidade entre os fagos selecionados (Figura 9B). A presenca de tal
variacdo € interessante por permitir identificacdo de fagos expressando
peptideos em diferentes formatos.

Os dados de sequenciamento dos fagos utilizando o primer Zhong-
F88.4_Rev identificou sequéncias de nucleotideos codificadora de
polipeptideos de tamanhos variaveis. Estes dados sdo compativeis com a
diversidade sugerida na interpretacdo da figura 9B. O alinhamento multiplo
destas sequéncias, utilizando Clustal Omega, demonstrou que, apesar da
diversidade, agumas das sequéncias apresentam um nivel de conservagao
entre si (Tabela 3). Nos sequenciamentos provenientes de amostras de fagos
recuperados dos pannings realizados com TCTs por exemplo, de sete
amostras sequenciadas, trés se apresentaram idénticas, indicando que apesar
da complexidade da membrana do parasito devido a presenca de diversas
biomoléculas, um mesmo clone se repetiu trés vezes. Ainda neste grupo
amostral, outras duas sequéncias apresentaram cerca de 86% de identidade
(Figura 10), o que indica que dos 15 aminoécidos codificado pelo fago 11
podem ser cruciais para interacdo com a superficie do parasito. Os outros dois

clones apresentam sequéncias distintas.

Tabela 3. Caracteristicas dos clones identificados por afinidade com tripomastigotas.

Clone Sequéncia do peptideo Padrao do peptideo
TCT 01 M%SH@S$%H%&N*8&% @ X15

TCT 05 M%SH@S$%H%&N*8&% @ X15

TCT 07 %CSHVRC@ XCX4CX

TCT 09 M%SH@S%H#%&N*&% @ X15

TCT 11 &CSHP@C% XCX4CX

TCT 13 SS&*##@S#GRDDON X15

TCT 15 SS&*##ESHDAYVON X15
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MT 13 E@#S%RA%SH* #S%K X15

MT 15 &CWS%MCL XCX4CX

MT 17 SCHSH*CM XCX4CX

OBS: %5"%&* @# sdo caracteres utilizados para ocultar aminoacidos nas
sequéncias.

TCT 13 - %SERE@HESESG@DDOA
TCT 15 - %SRE@ESESD@Y V52

Figura 10. Sequéncia de dois peptideos encontrados que apresentam 11 aminoacidos
conservados, aqui demarcados nos trechos em cinza, tendo 86,36% de identidade. A porgéo
conservada no inicio pode ser utilizada em constru¢des futuras, pois parece ser importante

para a ligacdo do peptideo na superficie do parasito.

Cabe ressaltar que trés clones (MT13, MT 15 e MT 17) selecionados por
afinidade com formas tripomastigotas metaciclicas codificam peptideos
distintos. Apesar da identificacdo dos peptideos mencionados acima, pretende-
se ampliar o numero de fagos sequenciados, pois na etapa de caracterizacdo
funcional, selecionaremos o0s peptideos com caracteristicas ideais de
solubilidade para validagdo em ensaios in vitro.

Com os dois grupos de peptideos identificados, os ligantes de MT e os
ligantes de TCT partiremos para dois interesses de pesquisa. Primeiro: 0s
peptideos ligantes de MT tem potencial para manipulacdo da viruléncia de
formas metaciclicas liberadas pelo inseto vetor, logo trabalhos posteriores
validaréo estes peptideos para este fim. Ja o segundo grupo de peptideos pode
nos fornecer pistas para provaveis proteinas do hospedeiro mamifero que
interajam com a superficie de TCT. A fim de avaliar in silico esta possibilidade,
foram realizadas pesquisas de homologia utilizando o algoritmo BlastP e o
banco de dados de sequéncias de humanos.

Na analise de BlastP contra o banco de dados de proteinas de humanos
(ALTSCHULT et al, 1997), péde-se notar que ha uma quantidade consideravel

de proteinas humanas que apresentam identidade com o0s peptideos
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encontrados. Contudo os “valores de e” (e-value) sdo muito baixos devido ao
tamanho da sequéncia isca. Por exemplo, a sequéncia de TCT 13 apresenta
identidade (88% e e-value de 131) com uma regidao Ship2 do dominio SH2 de
inositol polifosfato 5- fosfatases de mamiferos, uma familia de proteinas
intimamente relacionadas com sinalizacao e interacdo celular (ERNEUX et al,
2011). Caso seja real, é possivel que essas interagfes interfiram no curso da
infeccdo (Figura 11A). Outro peptideo, TCT 15, teve similaridade com.proteinas
ainda ndo bem descritas como a tetratricopeptideo e outras ainda néo
nomeadas (Figura 11B). No entanto, ambos os peptideos apresentaram
semelhancas com a familia proteica RAD51, recombinases que realizam o
reparo de DNA em eucariotos, estando muito relacionadas com perda do
controle de ciclo celular e tumorigénese em humanos (CHEN, 2015).
Considerando que as quatro bibliotecas de fagos utilizadas apresentam
construcBes caracteristicas (Tabela 4), foi possivel observar também que os
peptideos selecionados e caracterizados no sequenciamento pertenciam a
construcbes provenientes de 2 bibliotecas: LX4 eX15, o que demonstra uma

preferéncia por tais padroes.

Chain B, Crystal Structure Of Human Ship? A
Sequence ID: pdb|3NREIE Length: 316 Number of Matches: 1
b See 3 more title(s)

GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps
21.4 bits(43) 131 7/8(88%) 7/8(87%) 1/8(12%)
PREDICTED: tetratricopeptide repeat protein 394 isoform X7 [Homo sapiens] B

Sequence ID: reflXP_005270701.1] Length: 574 Mumber of Matches: 1

GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps
23.1 bits(47) 33 7/11(64%) 7/11(63%) 0/11(0%)

unnamed protein product [Homo sapiens]
Sequence ID: dbj|[BAH12705. 1] Lengthz 550 Number of Matches: 1

GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps

23.1 bits(47) 33 7/11(54%) 7/11(63%) 0/11(0%])

Figura 11. Proteinas semelhantes aos peptideos que interagem com os parasitos de
cultivo em monocamada (TCT). A: Regido do dominio da proteina SHIP2 que apresenta
similaridade com o peptideo TCT 13. B: Proteinas ainda ndo bem descritas que apresentam
parte da sequéncia semelhante ao peptideo TCT 15. Obtido e modificado do servidor NCBI
BLAST em 12/12/2015.
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Tabela 4. Estrutura dos peptideos randémicos presentes na biblioteca de peptideos.
X representa que a posicdo pode apresentar qualquer um dos 20 aminoacidos e C representa

a presenca de uma Cisteina na posicao.

Nome Sequéncia Tamanho (aa)
LX4 XCXXXXCX 8
L X8 XCXXXXXXXXCX 12
XBCX8 | XXXXXXXXCXXXXXXXX 17
X15 XXXXXXXXXXXXXXX 15




8. PERSPECTIVAS

Apesar de demonstrar que a técnica de Phage Display é capaz de
produzir resultados promissores, outros tipos de analises podem ser realizadas
para optimizar os resultados. A utilizacdo de uma biblioteca de peptideos
humanos é um modo ideal de dar continuidade a este trabalho, no sentido de
identificar provaveis proteinas humanas que interajam com T. cruzi. O uso de
uma biblioteca capaz de cobrir todo 0 peptoma humano permitiu encontrar
auto-anticorpos envolvidos em doecas autoimunes para Larman e
colaboradores (LARMAN et al, 2011).

Ampliar a determinacdo das sequéncias para permitir uma maior
seguranca em inferir quais regiées sao criticas na interacdo, ou seja, uma
maior niumero de sequéncias variantes de um mesmo peptideo permitira a
obrtencdo de um padrdo consenso. A partir dos variantes poderemos tentar
identificar a proteina do hospedeiro mamifero e tentar utilizar ambos, o
peptideo derivado da biblioteca e o peptideo equivalente da proteina humano
no bloqueio da viruléncia.

Uma vez identificados e testados varios peptideos no bloqueio da
viruléncia, os peptideos mais promissores, poderdo ser construidos na forma

quimérica (Figura 12) e ter sua funcionalidade avaliada.

Figura 12. Representacdo esquematica de um peptideo (em azul) aderido a membrana
do protozoario. Este peptideo pode ser tanto apenas a porcao ligante quanto um potenciador

juntamente com o polipeptideo litico. Modificado de Tribuna Parana Online, 2009.
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Semelhante ao demonstrado na figura 12, os peptideos com alta
afinidade a MT serdo expressos de diferentes formas no inseto barbeiro, por
meio de bactérias do microbioma. Por exemplo, Durvarsula et al
desenvolveram um vetor para expressado estavel de um peptideo litico para
T.cruzi, a Cecropina A, a ser produzida na bactéria Rhodococcus rhodnii, um
endosimbionte do triatomineo Rhodnius prolixus (DURVASULA et al, 1997). As
concentracbes de Cecropina produzidas foram suficientes para eliminar o
parasito do intestino do inseto e a bactéria mutada fica no organismo deste
duranto todo seu ciclo, além de ser capaz de passar para as proximas
geracoes (DURVASULA et al, 1999b).

Também € possivel verificar se um peptideo altamente aderente a
membrana do parasito ndo seria capaz de aumentar o potencial do peptideo
litico, uma vez que permitiria este ultimo a ficar mais tempo em contato com

seu alvo.
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9. CONCLUSOES

A semelhanca dos peptideos com proteinas humanas levam a
formulacbes de diversas hipoteses, abrindo leques de possibilidades para
novos estudos e, consequentemente, novas maneiras de combater ou interferir
com a progressao da doenca.

Um melhor conhecimento sobre quem interage com o protozoario é
extremamente necessario para chegarmos a novas metodologias que
consigam desacelerar ou parar a progressdao da Doenca de Chagas e o
surgimento de novos casos. Neste contexto, a técnica de Phage Display
contribui para a criacdo de tal conhecimento, por conseguir selecionar ligantes
gue possam ser utilizados como ferramentas progndsticas.

Embora ainda prelimiar, este trabalho consegue demonstrar que a
metodologia € eficiente e, se aprofundado, pode possibilitar a criacdo de uma

ferramenta poderosa de controle vetorial.
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