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RESUMO

A tripanossomiase americana, causada pelo Trypanosoma cruzi, € de carater crénico
e progressivo. Até o momento, ndo ha vacinas ou medicacgdes eficazes para a cura
da enfermidade. A superficie do parasito apresenta um repertério diversificado de
moléculas que podem ser utilizadas como alvo por moléculas ligantes conjugadas com
farmacos para desenvolver novas terapias antichagasicas. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi identificar peptideos que interagem com a superficie de formas
tripomastigotas derivadas de cultivo celular (TCT) através da técnica de Phage
display, utilizando uma biblioteca de peptideos denominada X15. Para o processo de
selegdo, quatro rounds de biopanning foram feitos. Clones de bacteri6fagos
selecionados foram sequenciados e submetidos a analise de BLASTp utilizando
dados de proteoma humano. As sequéncias apresentaram homologia com proteinas
dos hospedeiros mamiferos, principalmente com as imunoglobulinas. Nossos
resultados sugerem que esses peptideos identificados podem mimetizar possiveis
interacdes parasito-hospedeiro. A capacidade de ligagao dos fagos selecionados foi
avaliada pelo teste de ELISA, sendo que 6 clones mostraram fortes interagdes com o
parasito. O peptideo de maior reatividade, denominado T2, foi sintetizado e testado
em ensaios de invasdo e ensaios de viabilidade. Os resultados mostram que o
peptideo prejudicou a capacidade das formas tripomastigotas de invadir
monocamadas celulares em todas as concentracdes utilizadas, indicando que o
peptideo pode interagir com sitios importantes para o processo de infeccdo do
parasito. Por outro lado, o peptideo ndo demonstrou toxicidade para os parasitos e
para as células hospedeiras (LLC-MK2). Os resultados descritos aqui reforgam nossa
ideia de que alvejar a superficie de TCTs pode constituir uma boa estratégia para
prejudicar o processo de infecgao do parasito e para o desenvolvimento de moléculas
terapéuticas alternativas.

PALAVRAS CHAVE: Bioppaning, Peptideos ligantes, Phage display, Trypanosoma

cruzi.



ABSTRACT

American trypanosomiasis is caused by Trypanosoma cruzi, showing a chronic and
progressive stage. Until now, there is no vaccine or effective medications to cure this
disease. The parasite surface shows a diverse repertoire of molecules that can be
used as target by ligand molecules conjugated with drugs to develop new antichagasic
therapies. Thus, mail goal of the present work is to identify peptides that interact with
the surface of tissue-culture derived trypomastigotes (TCT) through the Phage display
technique using a peptide library named X15. For the selection process, four rounds
of biopanning were performed. Selected bacteriophage clones were sequenced and
subjected to BLASTp analysis against human proteome data. The sequences showed
homology to mammalian host proteins, mainly to immunoglobulins. Our results suggest
that these identified peptides may mimic possible parasite-host interactions. The
binding capacity of the selected phages were validated by ELISA, where 6 clones
showed strong interactions with the parasite. The most reactive peptide, named T2,
was synthesized and tested in invasion assays and viability assays. The results show
that the peptide impaired the ability of trypomastigotes forms to invade cell monolayers
in all tested concentrations, indicating that the peptide may interact with sites important
for the parasite infection process. On the other hand, the peptide showed no toxicity to
the parasites or host cells (LLC-MK2 cells). The results described here reinforces our
idea that targeting TCT surface can be a good strategy to impair parasite infection, and
can be used to develop alternative therapeutic molecules.

KEYWORDS: Bioppaning, Binding peptides, Phage display, Trypanosoma cruzi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: O curso da Doenga de Chagas. ...........cccovviiiiiiiiiii e, 17
Figura 2: T. cruzi apresenta diversas proteinas de superficie que interagem com o
=TS o1=Tox (1Yo T a0 1= o= =1 (o JA S 20
Figura 3: Representacéo do ciclo de vida do T. Cruzi..........ccccoooeeveeeiiiiiiiiiiiiiieeeas 22

Figura 4: Bacteridfagos filamentosos sdo modificados geneticamente para expressar
peptideos fusionados a proteinas do capsideo viral. ............cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 29
Figura 5: Representacdo das etapas realizadas para cada ciclo do processo de
o) [0] o= T2 1o RS 38
Figura 6: Esquematizacéo do processo de titulagdo dos bacteriofagos................... 40
Figura 7: Eficiéncia de recuperagao dos clones de bacteriéfagos ligantes a superficie
de formas tripomastigotas de T. cruzi apds quatro rounds de selegao. .................... 45

Figura 8: Predicdo da estrutura 3D das proteinas humanas mimetizadas pelos

peptidens SEleCIONAAOS. ........coueiiiiee e 50
Figura 9: Dominios conservados entre os peptideos selecionados. ........................ 52
Figura 10: Representagcao dos dominios encontrados.............coevvvviiiiieveiiiiiiieeeeeeenns 52

Figura 11: Avaliagcdo da capacidade de ligacdo dos clones selecionados através do
Ensaio de Imunoadsorgédo enzimatica (ELISA). .......oooommmeiiiiiee e, 53
Figura 12: Ensaio de bloqueio de infec¢do utilizando os clones de bacteriéfagos
S 1=To7 o = To [ 1 54
Figura 13: Ensaio de bloqueio de infecgao utilizando o clone de bacteriéfago T2....55
Figura 14: Ensaio de bloqueio de infec¢ao utilizando o peptideo sintético T2.......... 57
Figura 15: Padrao de infecgdo de células LLC-MK2 em ensaios de bloqueio de
infeccao utilizando o peptideo SINtético T2..........cooiiiiiiiiiiiiccce e, 58
Figura 16: Ensaio de bloqueio de infecgdo em células LLC-MK2 utilizando o peptideo
S]] (=] (oo T ISP ORRSR 61
Figura 17: Ensaio de viabilidade em formas tripomastigotas de T. cruzi.................. 63

Figura 18: Ensaio de viabilidade em células da linhagem LLC-MK2....................... 63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Iniciadores e condi¢des utilizadas para a realizagdo da PCR................... 41
Tabela 2: Porcentagem de formas tripomastigotas utilizadas em cada ciclo de
o) [0] o= T2 o 44
Tabela 3: Frequéncia e porcentagem apresentada pelos peptideos selecionados apés
O Processo de SEQUENCIAMENTO. ........uuii i e et e e e e e e eenn e eeees 46

Tabela 4: Parametros fornecidos pela ferramenta de bioinformatica BLASTp

LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Possiveis proteinas humanas que mimetizam a interacao dos peptideos

selecionados com formas tripomastigotas de T. Cruzi............ccccoovvvvvevnivncciieeenenn.. 47



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIAGOES

Sigla Correspondéncia
| BSA | Soro albumina bovina (do inglés, bovine serum albumin)

BLAST Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico (do inglés,
Basic local alignment search tool)

DAPI 4',6'-diamino-2-fenil-indol (do inglés, 4',6-diamidino-2-phenylindole)

DEAE- Dietilaminoetil celulose

celulose

DMSO Dimetilsulfoxido

ELISA Ensaio de imunoadsorgéao enzimatica (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

g Aceleragao da gravidade

H Hora (s)

HCI Acido cloridrico

H202 Perdxido de hidrogénio

LA Luria bertani agar

LB Luria bertani

LIT Infusdo de figado e triptose (do inglés, Liver infusion triptose)

LLC-MK2 Célula epitelial de rim de macaco Rhesus

M Molar

MEME Multiple EM for Motif Elicitation

mg Miligrama

mM Milimolar

Min Minuto(s)

mL Mililitro

N Normal/normalidade

NaCl Cloreto de sédio

NM

Nandbmetro



OPD

PBS
PCR

PEG

RPM
RPMI

RT

SFB

TAU
TAU3AAG
TBS

TCT

TU
VSG

Mg
ML
°C

O-Fenilenodiamina dihidrocloreto (do inglés, o-phenylenediamine
dihydrochloride)

Tampao fosfato salino (do inglés, Phosphate-buffered saline)

Reacado da polimerase em cadeia (do inglés, Polymerase Chain
Reaction)

Polietilenoglicol

Rotagdes por minuto

Roswell Park Memorial Institute

Temperatura ambiente (do inglés, room temperature)

Soro fetal bovino

Urina artificial de triatomineo (do inglés, Triatomine artificial urine)
Meio TAU suplementado com glicose e aminoacidos

Solucéo salina tris tamponada (do inglés, Tris-buffered saline)

Tripomastigotas derivados de cultivo celular (do inglés, Tissue
culture trypomastigotes)

Unidades de transducéao (do inglés, Units transducing)

Glicoproteinas variantes de superficie (do inglés, variant surface
glycoprotein)

Micrograma
Microlitro

Graus celsius




SUMARIO

1 INTRODUGAOD ... 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 15
21. ADOENGCA DE CHAGAS. ... ..o 15
N B B o= Ter (01 o [T = PP 15
2.1.2. FOrmas de tranSmiSS80 .......ccceviiiiiiiiie e 16
2.1.3. O PAraSIO....cccceiiieeeee e ——————————— 18
2.1.4. Proteinas de superficie dO T. CrUZi............ccooeeeieeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19
2.1.5. 0 ciclo de Vida dO T. CrUZi .........cuuuuieeeeie et 20
2.1.6. Mecanismos de evasé&o do sistema imune e de sobrevivéncia do T. cruzi.....23
P2 B I =1 =1 0 =T o o RS 24
2.2. ABUSCA POR NOVOS COMPOSTOS ANTICHAGASICOS E ABORDAGENS

TERAPEUTICAS ALTERNATIVAS ...ttt 25
2.2.1. Estratégias alternativas para alvejar patdogenos: scFv e nanobodies.............. 27
2.2.2. Utilizagao da técnica de Phage display para identificagdo de ligantes............ 29
3. JUSTIFICATIVA 31
O 1= N 1 I 1 P 32
T @ 1= N 1 I AV @ ] = P 32
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 32
5. METODOLOGIA. ... .. 33
5.1. CONDICOES DE CULTIVO E MANUTENCAO DE CELULAS .......ccoocevenenn 35
5.2. OBTENCAO DOS PARASITOS .....ciiiieeieeeee et ee et 35
5.2.1. Manutencao dos parasitos e condicdes de Cultivo ............coooveeeiiiiiiieiiiiiinnn.... 35
5.2.2. MetaCiClOGENESE ......cooeeeeeeeeeeeee e 35
5.2.3. Obtengao das formas tripomastigotas derivadas de cultivo celular (TCT) ...... 36
5.3. SELECAO IN VITRO DOS PEPTIDEOS LIGANTES ......coovoiieeeeeeeeeeeeee 36
5.3.1. BIOPANNING ..o 36
5.3.2. Amplificacao e purificagdo dos bacteriofagos.........cceevvveevvieeeiiiiiiieeee e, 38
5.3.3. Titulagado dos bacteriofagos...........oouvvuiiiiiiiiiie e 39
5.4. PCR E SEQUENCIAMENTO ....coiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
5.5. ANALISE DE BIOINFORMATICA ..o 41

5.6. CONFIRMAGCAO DE LIGAGCAO DOS CLONES SELECIONADOS..................... 42



5.7. ENSAIO DE BLOQUEIO DE INFECGAO.......ccocoieeiieieeeeieeeeeeeeeee e 42

5.8. ENSAIO DE VIABILIDADE IN VITRO ..ot 43
5.9. EXPERIMENTOS E ANALISE ESTATISTICA ...ocoviveeeeeee e 43
B. RESULTADOS ...ttt 44
6.1. SELECAO DE CLONES QUE INTERAGEM COM A SUPERFICIE DE FORMAS
TRIPOMASTIGOTAS DE T, CrUZi ..o, 44
6.2. IDENTIFICACAO DOS PEPTIDEOS LIGANTES E ANALISES DE

BIOINFORMATICA ...t ettt ettt 45

6.2.1. Determinacao da sequéncia dos peptideos selecionados e identificacao de

Proteinas MIMETICAS .......cooiiiiiiiiiie e e e e e e e e eeeaan s 45
6.2.2. Localizagao das sequéncias peptidicas selecionadas nas proteinas preditas..49
6.2.3. Determinagao de dominios conservados entre os peptideos selecionados....51
6.3. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE LIGACAO DOS CLONES

SELECIONADOS ... oot 53
6.4. ENSAIO DE BLOQUEIO DE INFECGAO ........cociiieieeeeeeeeeeeeee e 54
6.5. ENSAIO DE VIABILIDADE IN VITRO ....ccccoiiiiiiiieeee e 61
7. DISCUSSAD ..ottt ettt sttt s et sseb e 64
8. CONCLUSOES ..ottt ettt sttt 74
9. PERSPECTIVAS ..t 75

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooieieeeceeeeeeeeeeee e 77



14

1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
afeta milhées de pessoas em todo o mundo. Segundo a Organizagcdo Mundial de
Saude (WHO), aproximadamente 6-7 milhdes de pessoas estao infectadas com o
parasito e cerca de 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de transmissao.
Apesar da doenca ter sido descoberta ha mais de um século, essa enfermidade ainda
€ extremamente prevalente, principalmente em 21 paises latino-americanos onde a
doenga é endémica, o que faz com que a Doenga de Chagas constitua um grave
problema de saude publica (PINHEIRO et al., 2017). Ainda que a tripanossomiase
americana seja endémica na América Latina, a migragao de pessoas infectadas tem
contribuido para a expansao da doenca para outros continentes, em locais onde a
transmissao vetorial ndo era encontrada, de forma que essa infecgao parasitaria tem
se tornado um problema de saude global (MACLEAN et al., 2018; PAROLI et al.,
2018).

A populagéo infectada pelo T. cruzi geralmente se encontra nas classes
socioecondmicas mais baixas de seus respectivos paises. Levando em consideracao
que os sintomas clinicos sao cronicos e progressivos, os cuidados com a saude
podem ser muito caros, acumulando custos ao longo dos anos. Tal realidade faz com
que a doenga de Chagas seja considerada a doenga negligenciada de maior impacto
socioecondmico na América Latina devido a perda de produtividade causada por
invalidez ou mortalidade precoce das pessoas infectadas, o que causa sérias
consequéncias a saude publica e para a economia nacional (CUCUNUBA et al., 2017,
2016; LEE et al., 2013; MUCCI et al., 2017).

Uma vez que nao ha vacina contra o parasito e tendo em vista que os
tratamentos atualmente existentes para a doenga apresentam muitos efeitos
colaterais aos pacientes e possuem eficacia variavel, o desenvolvimento de novas
terapias constitui uma necessidade urgente (CAl et al., 2016).

A heterogeneidade antigénica encontrada na superficie do T. cruzi é essencial
para a adaptacao e sobrevivéncia do parasito durante o seu ciclo de vida (PECH-
CANUL et al., 2017). Assim, as proteinas de superficie constituem alvos potenciais de
estudo para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento dos pacientes e

para prevengao da infecgao.
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Nesse contexto, a técnica de Phage display se mostra de facil realizagao e
de baixo custo para a identificacdo de ligantes que podem auxiliar no estudo de
interacao patogeno-hospedeiro. A abordagem também pode ser utilizada para outras
aplicagdes, como o desenvolvimento de novas terapias baseadas na conjugacéo de
farmacos a peptideos que possam ser internalizados pelo patégeno, assim como para
a elaboragdo de vacinas e novos métodos de diagnéstico (EBRAHIMIZADEH e
RAJABIBAZL, 2014).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. ADOENCA DE CHAGAS
2.1.1. Aspectos gerais

Descrita em 1909 por Carlos Chagas (CHAGAS, 1909), a tripanossomiase
americana, mais conhecida como doenga de Chagas, € uma zoonose causada pelo
parasito protozoario Trypanosoma cruzi e € considerada pela Organizagao Mundial
da Saude (WHO) como uma doenca tropical negligenciada.

A doenga se apresenta em duas fases distintas, sendo uma fase aguda
estabelecida inicialmente apds a contaminagao e uma fase crdnica que é mantida ao
longo da vida do hospedeiro infectado. A fase aguda é caracterizada por alta
parasitemia e, na maioria dos casos, se apresenta de forma assintomatica. Porém,
alguns sinais relacionados com o local da introdugdo do parasito, como o sinal de
romafa, que corresponde a um edema indolor geralmente bipalpebral e unilateral,
assim como o chagoma de inoculagdo, um nédulo subcutaneo arredondado, podem
estar presentes nessa fase, além de outros sinais sistémicos inespecificos como
febre, mal-estar e linfadenopatia. Geralmente esses sinais desaparecem apoés
algumas semanas, mas a sintomatologia pode se agravar, sendo que miocardite e
meningoencefalite resultam na pequena parcela de mortes que ocorrem durante esse
periodo (LIDANI et al., 2017; PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2017).

Por outro lado, a fase cronica é caracterizada pela reducdo/auséncia da
parasitemia e pode se apresentar em trés formas principais: indeterminada, cardiaca
e digestiva. Na forma indeterminada, como ocorre em aproximadamente 60-70 % dos

casos, 0 paciente ndo desenvolve sintomas clinicos e pode permanecer dessa
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maneira durante toda a vida, os exames cardiacos e radiolégicos se mostram normais,
mas ha sorologia positiva (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2018).

A forma cardiaca é a principal causa de morte pela doenga, havendo hipertrofia
do musculo cardiaco (cardiomegalia) que provoca disturbios como arritmias e outras
alteragdes no sistema de condugao cardiaco e, em casos mais graves, insuficiéncia
cardiaca e morte subita. Na forma digestiva podem ocorrer alteracbes na motilidade
esofagica (megaesodfago) e do colon (megacdlon) em virtude da denervagdo do
sistema nervoso autbnomo, que leva a reducéo ou perda da peristalse. Ainda que as
formas existentes na fase cronica sejam descritas separadamente, uma combinagao
das formas cardiacas e digestivas também pode ocorrer (BERMUDEZ et al., 2016;
DURAN-REHBEIN et al., 2014; SIMOES-SILVA et al., 2017).

2.1.2. Formas de transmissao

Os humanos podem se infectar através do contato com fezes e urina
contaminadas (contendo formas tripomastigotas metaciclicas) que s&o liberadas
durante o repasto sanguineo de insetos triatomineos, conhecidos popularmente como
barbeiros. Os triatomineos, além de um ciclo silvestre, passaram a apresentar ciclos
peridomiciliares e domiciliares ao encontrarem condigdes de sobrevivéncia nas
habitagdes humanas quando o homem passou a invadir o habitat inicial do vetor e
comecgou a alterar o ambiente por meio de desmatamentos e queimadas (COURA,
2015; KLOTZ et al., 2014; VIEIRA et al, 2018).

O controle vetorial foi adotado em muitas localidades endémicas, mas outras
formas de transmissao nao vetoriais podem ocorrer, como a via oral devido a ingestao
de alimentos e bebidas contaminadas com fezes de triatomineos, assim como pela
presencga de sangue de outros mamiferos contaminados que podem ser utilizados na
alimentagdo. A transmissdo materna, assim como transfusdes de sangue e
transplante de 6rgaos contaminados sustentam a infecgdo, ainda que praticas de
controle nos bancos de sangue contribuam para a redugdo da transmissao
transfusional (GONZALEZ-ORTIZ et al., 2019; HOTEZ et al., 2016; ZINGALES et al.,
2014). Mais recentemente, a transmissado por via sexual também foi demonstrada
(ARAUJO et al., 2017; GOMES et al., 2019).

De maneira geral, o curso da doenga de Chagas pode ser representado como

mostrado na figura 1:
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2.1.3. O parasito

T. cruzi € uma espécie de parasito protozoario hemoflagelado pertencente a
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. O parasito apresenta um unico
flagelo e uma mitocéndria uUnica alongada e ramificada contendo uma regido
denominada cinetoplasto, que armazena o DNA mitocondrial (kDNA) (BAKER et al.,
2015; DEWAR et al., 2018; MESSENGER et al., 2015).

Devido a elevada diversidade genética e fenotipica observada no protozoario,
foram propostos seis grupos genéticos ou Unidades de Tipagem Discretas (DTUs),
denominadas por Tcl-TcVI. Mais recentemente foi proposta a sétima DTU, Tcbat,
identificada inicialmente em morcegos, mas ja encontrada em humanos, sendo que
varias DTUs podem coexistir no mesmo hospedeiro (BALOUZ et al., 2017; BRENIERE
et al., 2016).

A variabilidade presente em diferentes isolados de T. cruzi contribui para o
estabelecimento do curso clinico da doenga de Chagas, tendo em vista que determina
fatores como a capacidade de invasdo na célula hospedeira, taxa de crescimento
intracelular, evasédo do sistema imunoldgico, tropismo por determinados tecidos do
hospedeiro e sensibilidade as medicagbes antichagasicas (ALESSIO et al., 2017,
2018; DARIO et al., 2016).

Dentre os tripanossomatideos sequenciados até o momento, o T. cruzi é o que
apresenta o maior conteudo génico, definido pela presenca de genes agrupados em
familias multigénicas e pela grande quantidade de sequéncias repetitivas. A grande
diversidade de proteinas encontradas na superficie de T. cruzi tem um importante
papel na interacdo que o parasito estabelece com o hospedeiro, e essa variagao
observada nas caracteristicas biolégicas individuais, como infectividade, € em parte
determinada pelas proteinas que o parasito expressa em determinado momento.
Durante o complexo ciclo de vida, varias alteragbes morfolégicas ocorrem e sao
acompanhadas por alteracbes na expressao das proteinas de superficie, que
permitem a adaptagdo e sobrevivéncia do protozoario no hospedeiro, além de
dificultarem o desenvolvimento de medicagbes e vacinas (EICKHOFF et al., 2016;
PABLOS e OSUNA, 2012; PECH-CANUL et al., 2017).



19

2.1.4. Proteinas de superficie do T. cruzi

Ao se considerar as proteinas mais relevantes durante o ciclo de vida do T.
cruzi, encontram-se as mucinas, que sao as glicoproteinas mais abundantes na
superficie do parasito. A regido proteica das mucinas apresenta grande quantidade
de residuos de treonina e serina, que sao sitios de O-glicosilagao de oligossacarideos
compostos por galactoses terminais e N-acetilglicosamina. Essas glicoproteinas estéo
envolvidas em processos de adesdo celular e também na evasdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro, como sera relatado posteriormente (BUSCAGLIA et al.,
2006; ROWE et al., 2017).

Outras proteinas importantes sao as transialidases, que correspondem a
maior familia génica encontrada no parasito, estdo associadas a membrana
plasmatica do protozoario por ancoras de GPI e apresentam duas regides principais:
a regiao N-terminal, que contém o dominio catalitico da enzima, e a regiao C-terminal,
composta por repeticdes de 12 aminoacidos denominadas de SAPA (Shed Acute
Phase Antigen). As transialidases s&o divididas em grupos, sendo que no grupo |
encontram-se enzimas capazes de transferir acido sialico do hospedeiro para as
mucinas de superficie do parasito, o que confere carga negativa ao protozoario e
protege os tripomastigotas do reconhecimento pelos anticorpos, com consequente
evasao da resposta humoral do hospedeiro (LANTOS et al., 2016; WILBRINK et al.,
2014; YOSHIDA, 2006).

Relatada exclusivamente para formas tripomastigotas metaciclicas, a proteina
gp82 é pertencente ao grupo |l das transialidases e esta envolvida no processo de
internalizacao do parasito em células hospedeiras ao ativar uma via de sinalizagédo de
Ca?*. Tal sinalizagdo desencadeia a exocitose de lisossomos das células para a
membrana plasmatica, favorecendo a entrada do parasito por uma das vias de
internalizacao conhecidas do protozoario, que € lisossomo dependente. Assim como
gp82, as glicoproteinas gp35/50 também auxiliam no processo de invasdao do
parasito (CLEMENTE et al., 2016; DORTA et al., 1995; YOSHIDA, 2009).

Para ultrapassarem os componentes da matriz extracelular da célula
hospedeira, os parasitos podem se ligar a fibronectina e laminina através de
glicoproteinas da familia gp85, e sdo capazes de hidrolisar colageno e fibronectina

por meio da atividade de POP gp80.Também ja foi relatado que penetrina é capaz de
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interagir com componentes da matriz extracelular, contribuindo para processos de
adeséo e invasado do T. cruzi (GIORDANO et al., 1999; OUAISSI et al., 1986).

As amastinas e as proteinas de superficie associadas as mucinas (MASP)
constituem outros exemplos de proteinas de superficie envolvidas nos processos de
adaptacédo do parasito aos hospedeiros (BAYER-SANTOS et al., 2013; KURUP e
TARLETON, 2014).

De maneira geral, o parasito apresenta diversas moléculas de superficie que

podem interagir com uma infinidade de moléculas da célula hospedeira (Figura 2).

W )
o2
-

Figura 2: T. cruzi apresenta diversas proteinas de superficie que interagem com o respectivo
hospedeiro.
Fonte: Barrias, DeCarvalho e DeSouza (2013).
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2.1.5. O ciclo de vida do T. cruzi

T. cruzi possui um ciclo de vida complexo que alterna entre hospedeiros
vertebrados, que inclui uma grande variedade de espécies de mamiferos; e
hospedeiros invertebrados, que correspondem a insetos triatomineos hematéfagos
(Hemiptera, Reduviidae) (BERMUDEZ et al., 2016; FAVILA-RUIZ et al., 2018). O
parasito também alterna entre fases replicativas e nao replicativas, sendo que nos
hospedeiros mamiferos sdo encontradas duas formas evolutivas principais:

amastigotas, que correspondem as formas replicativas detectadas no citoplasma da
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célula infectada, e formas nao replicativas tripomastigotas, fase extracelular infecciosa
originada de amastigotas ao final do ciclo intracelular e que pode ser encontrada na
corrente sanguinea do hospedeiro. Por outro lado, no caso dos insetos vetores,
encontram-se as formas replicativas epimastigotas e as formas nao replicativas
infecciosas tripomastigotas metaciclicas, localizadas no intestino médio e posterior do
inseto, respectivamente (CALDERANO et al., 2014; DAMASCENO et al., 2018; DOS
SANTOS et al., 2018).

O inseto vetor se contamina ao ingerir formas tripomastigotas presentes na
circulagcao sanguinea de um hospedeiro mamifero infectado. No intestino médio do
inseto, as formas tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, que por sua vez
se dividem por fissdo binaria e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos no
intestino posterior do hospedeiro invertebrado. Tais formas sao liberadas nas fezes e
urina do triatomineo e infectam o hospedeiro vertebrado através da porta de entrada
gerada pela picada do vetor durante o repasto sanguineo, por alguma solugédo de
continuidade da pele ou mucosa (FUENTES-VICENTE et al., 2019; RAMIREZ-
GONZALEZ et al., 2019).

Uma vez no hospedeiro mamifero, os tripomastigotas metaciclicos possuem a
capacidade de invadir uma ampla gama de células nucleadas fagociticas e nao
fagociticas, se diferenciam e se multiplicam como amastigotas. Por sua vez, as formas
amastigotas replicativas se diferenciam em tripomastigotas no citoplasma da célula
infectada. Em seguida, as células séo lisadas, os tripomastigotas sao liberados, caem
na corrente sanguinea e infectam novas células, perpetuando os ciclos de
multiplicagdo intracelular (BARRIAS et al., 2019; HERREROS-CABELLO et al.,
2019).

Entdo, quando as formas tripomastigotas circulantes sdo captadas novamente
pelos triatomineos, a sequéncia de eventos descritos acima se repete (CARREA e
DIAMBRA, 2016; CERETTI-JUNIOR et al., 2018; VANRELL et al., 2017).

O ciclo do parasito pode ser ilustrado como mostrado na Figura 3, abaixo.
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em tripomastigotas metaciclicos

Os tripomastigotas se
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Figura 3: Representacao do ciclo de vida do T. cruzi.
Fonte: Imagem adaptada de Pérez-Molina e Molina (2018).
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2.1.6. Mecanismos de evasao do sistema imune e de sobrevivéncia do T. cruzi

Como mencionado anteriormente, o T. cruzi possui a capacidade de infectar
uma ampla variedade de células dos hospedeiros vertebrados. Mas para que o
parasito possa estabelecer uma infecgdo a longo prazo, é necessaria a evasao do
sistema imunologico do hospedeiro infectado, assim como o parasito também precisa
resistir a ambientes altamente oxidativos intrinsecos as células fagociticas
profissionais (ALVAREZ et al., 2011; NAGAJYOTHI et al., 2012; PIACENZA et al.,
2009).

As formas tripomastigotas metaciclicas e tripomastigotas sanguineas sao
internalizadas por intermédio da formagao de uma vesicula denominada de vacuolo
parasitoforo, que posteriormente se funde ao lisossomo para formar os
fagolisossomos (DeSOUZA, DeCARVALHO e BARRIAS, 2010). A partir desse
momento, a sobrevivéncia do T. cruzi € dependente da produgcdo de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) e peroxidases, que permitem que
o parasito resista a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio produzidas pelas células
fagociticas profissionais que podem elimina-lo. Além disso, a acidificagdo do
fagolisossomo estimula vias de sinalizagdo do parasito, que o permite sair desse
compartimento e contribui para a diferenciagdo do protozoario e multiplicagdo como
amastigotas no citoplasma da célula infectada (CARDOSO, CUNHA e
BARTHOLOMEU, 2016; GOES et al., 2016; NARDY, FREIRE-DE-LIMA e MORROT,
2015).

O processo de evasao do parasito dos fagolisossomos esta associado a um
processo de desialisacdao de proteinas desse compartimento. As transialidases
encontradas na superficie do parasito transferem o acido sialico presente em
proteinas na superficie interna do fagolisosssomo (conhecidas como proteinas de
membrana 1 e 2 associadas ao lisossomo (LAMP-1 e LAMP-2)) para as mucinas de
superficie do protozoario, facilitando o rompimento do fagolisossomo por enzimas (Tc-
Tox) produzidas e secretadas pelo T. cruzi, e que sado formadoras de poros
transmembranicos (ALBERTTI et al., 2010; CARDOSO et al., 2015; RUBIN-DE-CELIS
et al., 2006).

O parasito apresenta diversas moléculas, como as mucinas e
glicoinositolfosfolipideos, que podem ativar os receptores toll-like presentes em

abundancia em células apresentadoras de antigenos, como os macréfagos e células
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dendriticas. A ativagcao dos receptores toll-like provoca a ativagcdo de vias de
sinalizagao que culminam na formacéo de uma resposta pro-inflamatoéria, necessaria
inicialmente para o controle da infecgdo. Apesar da taxa de infeccao poder ser
controlada e o controle da parasitemia parecer prejudicial ao parasito, tais
mecanismos nao sao suficientes para eliminar a infecgao, contribuindo tanto para que
0 hospedeiro ndo va a obito pela presenca do parasito, assim como para a
perpetuacdo do parasitismo (DosREIS, 2011; PELLEGRINI et al., 2011;
RODRUIGUES, OLIVEIRA e BELLIO, 2012).

Outra barreira a ser evadida é o sistema complemento do hospedeiro. E
relatado que proteinas de superficie do parasito, como calreticulina, GP160, CRIT, T-
DAF e gp58/68 séao importantes para bloquear diversas etapas das diferentes vias do
complemento. O bloqueio impede a cascata de sinalizacdo necessaria para a
formagao do complexo de ataque a membrana que promove a lise do parasito (LIDANI
etal., 2017; RAMIREZ et al., 2011; SOSONIUK et al., 2014).

O protozoario também apresenta mecanismos de evasdo de anticorpos
produzidos pelo hospedeiro vertebrado, contudo, tal mecanismo sera visto

posteriormente.

2.1.7. Tratamento

Introduzidos na década de 1970, os nitroderivados heterociclicos Benznidazol
(BZ) e Nifurtimox s&o as unicas drogas disponiveis até o momento para o tratamento
da doenca de Chagas, sendo que o Benznidazol é a primeira escolha para o
tratamento da doencga. No Brasil, 0 BZ € o unico que tem a comercializagcédo autorizada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) devido a alta toxicidade do
Nifurtimox. Tais farmacos agem através da formacdo de radicais livres e/ou
metabdlitos eletrofilicos que provocam a morte do parasito por estresse oxidativo. Um
problema enfrentado € que as drogas possuem maior eficacia na fase aguda da
doenca e nao existe um tratamento eficaz quando a fase crénica, que é a forma clinica
predominante, é estabelecida (CAMPO et al., 2018; MACLEAN et al., 2018; VALLE-
REYES et al., 2017).

Mesmo nas doses terapéuticas, os medicamentos também afetam os tecidos
saudaveis dos pacientes, provocando diversos efeitos colaterais como anorexia,
insdnia, nausea, cefaleia, tontura, astenia, dermatite esfoliativa, trombocitopenia,

nervosismo, alucinagdes e convulsdes. Tais efeitos, associados ao fato de o acesso
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a medicacao ainda ser limitado em muitos paises endémicos, e juntamente com o
longo periodo de tratamento, acabam afetando negativamente a ades&o dos
pacientes aos tratamentos (DANTAS et al., 2017; FORSYTH, 2016; MORENQO, et al.,
2018; TARLETON, 2016).

Apesar dos esforgos que vém sendo realizados, ndo existe vacina para a
doenga de Chagas ou novas opgoes terapéuticas, de forma que a busca por
compostos antichagasicos mais baratos, mais eficazes e melhor tolerados pelos

pacientes é extremamente necessaria.

2.2. A BUSCA POR NOVOS COMPOSTOS ANTICHAGASICOS E ABORDAGENS
TERAPEUTICAS ALTERNATIVAS

Mesmo que a descoberta de farmacos mais eficazes e menos toxicos seja
necessaria para o tratamento da Doenga de Chagas, poucos ensaios clinicos foram
realizados nos ultimos tempos (JUNIOR et al., 2017).

Dentre os ensaios feitos, encontra-se o Posaconazol como uma possibilidade
de quimioterapico. O farmaco atua como um inibidor seletivo da sintese de ergosterol
necessario para o crescimento e sobrevivéncia do parasito em todos os estagios do
ciclo de vida, e se mostrou eficiente contra o T. cruzi in vitro e in vivo, mas falhou na
fase Il dos ensaios clinicos. Outro problema é que o alto custo associado ao
Posaconazol inviabiliza sua utilizagcdo em paises em desenvolvimento (LEAVER,
2018; LINARES, 2018; MOLINA et al., 2014).

O Ravuconazol também foi testado na fase Il de ensaios clinicos e, ainda que
promissor, apresentou desvantagens em relagao a utilizagédo do Benznidazol (DNDi,
2013; TORRICO et al., 2018).

Também ha estudos que visam a melhoria das condigdes de saude da
populagao infectada com o T. cruzi, como é o caso da iniciativa da Fundagao Oswaldo
Cruz e o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. A
Fundacéo esta realizando ensaios clinicos de fase Ill (ClinicalTrials.gov, identificador:
NCT00875173) para avaliar se a suplementagéo oral com selénio é capaz de reduzir
a progressao de disfungbes cardiacas em pacientes chagasicos, com previsdo de
finalizacao dos estudos em 2020.

Outras pesquisas apostam na busca de moléculas com atividade tripanocida a
partir de compostos naturais (IZUMI et al., 2011), como aqueles provenientes de algas

marinhas vermelhas (Plocamium brasiliense), hidroides (Macrorhynchia philippina),
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Oleos essenciais de Lippia alba e Phania matricarioides (Spreng.) Griseb, e que foram
descritos em trabalhos por Teixeira et al. (2019), Lima et al. (2019), Moreno et al.
(2018) e Gutiérrez et al. (2019), respectivamente.

Contudo, mesmo que os produtos naturais sejam uma fonte para a busca de
novos compostos terapéuticos, as empresas farmacéuticas sao hesitantes em investir
nessa area, e passam a explorar bibliotecas disponiveis de compostos quimicos para
o encontro de novas medicagdes (PATRA et al., 2018). A busca de novas abordagens
terapéuticas voltadas para melhorar a aplicabilidade de medicamentos ja existentes
também vem sendo exploradas, como aquelas associadas a area da nanotecnologia
(SHI et al., 2010).

Na medicina, a nanotecnologia pode ser investigada para diversas aplicagdes,
como compondo sistemas de entregas de drogas, que podem contribuir para
direcionar medicacbes de forma localizada, reduzindo doses e efeitos colaterais
associados aos medicamentos (ASHFAQ et al., 2017; PATRA et al., 2018). No
diagndstico in vitro, os nanosensores podem ser aplicados para detectar
biomarcadores de doengas e, para imageamento in vivo, as nanossondas se mostram
uma maneira mais rapida e menos invasiva para diagnosticar enfermidades (BAETKE,
LAMMERS e KIESSLING, 2015; DU et al., 2019; SHI et al., 2010; WOLFRAM et al.,
2016).

As nanoparticulas também podem ser aplicadas em novas técnicas
terapéuticas, como no caso de nanoparticulas metalicas e semicondutoras, em que o
elemento quimico associado, como 0 ouro, é capaz de converter luz absorvida em
calor localizado, podendo ser exploradas para a terapia fotoelétrica (Prashant et al.,
2007).

Em tripanossomatideos, Momeni et al. (2013) encapsularam Miltefosina em
lipossomos (nanoparticulas de composigdo lipidica) para o tratamento de
camundongos infectados com Leishmania major. A formulagao foi capaz de reduzir o
numero de amastigotas intracelulares e o tamanho da lesdo cutédnea. Asthana et al.
(2015) relataram que Anfotericina B encapsulada em nanoparticulas de quitosana com
manose podem constituir uma alternativa mais seletiva para o tratamento de
leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum, assim como Morilla, Prieto e
Romero (2005) também demonstraram a possibilidade de melhorar o tratamento da

Doenca de Chagas ao encapsularem o Benznidazol em lipossomos.
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2.2.1. Estratégias alternativas para alvejar patégenos: scFv e nanobodies

Com a limitagdo de opg¢des terapéuticas para diversas doengas, novas
abordagens estdo sendo desenvolvidas para estudos que contribuem para a
elaboragdo de novos tratamentos, técnicas de controle e diagndstico de infecgdes.
Além do que foi descrito anteriormente, muitas abordagens tentam contornar as
limitagcdes apresentadas para a utilizagao de anticorpos, como a dificuldade e os altos
custos para serem produzidos devido a necessidade de imunizagao animal. Outro
obstaculo é que o tamanho da molécula dificulta a penetragdo tecidual e,
consequentemente, sua biodistribuicao (STEELAND, VANDENBROUCKE e LIBERT,
2016).

Nesse sentido, ha um aumento em estudos que utilizam Single-chain variable
fragment (scFv), que sdo anticorpos engenheirados para possuirem apenas 0s
dominios variaveis das cadeias leves e pesadas de imunoglobulinas, conectados por
um peptideo curto. Essa estrutura permite que a molécula mantenha a capacidade de
reconhecimento ao antigeno e, em virtude do tamanho reduzido, ha maior difusao
tecidual da molécula e menor tempo de retengdo em tecidos nédo alvo (FERCHER et
al., 2017, XU et al., 2017).

Ainda que inicialmente produzidos a partir de hibridomas, células esplénicas de
camundongos imunizados e linfécitos B (apesar de o design dos scFvs também poder
ser feito in silico), os scFvs, uma vez clonados, podem ser produzidos mais facilmente,
por exemplo, em sistemas procarioticos, permitindo a expressdo de uma quantidade
muito maior da molécula em comparagdo com os rendimentos obtidos para a
producao de anticorpos convencionais. Também, quando consideramos a busca por
moléculas ligantes a determinados alvos, a geragao de bibliotecas de scFvs permite
a substituicdo de processos de imunizagao animal e geragao de hibridomas. A busca
por ligantes pode ser ainda mais facilitada quando bibliotecas de scFvs séo criadas a
partir da expressédo das moléculas na superficie de bacteridfagos filamentosos, em
uma técnica conhecida como Phage display (ver a seguir) (AHMAD et al., 2012; MALA
et al., 2017; NELSON, 2010).

A utilizag&o de scFvs é muito relatada em estudos de diversos tipos de cancer
(SOKOLOWSKA-WEDZINA et al., 2017; DURANTI et al., 2018; KELLY et al., 2008;
LU et al., 2019), mas as moléculas também podem contribuir no estudo de inumeras

outras areas. No caso de parasitoses, a utilizagado de anticorpos recombinantes na
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forma de scFv ja foi relatada para desenvolver uma estratégia de vacinagéo para
melhorar a protegdo contra a infec¢ao cronica por T. gondii (LAKHRIF et al., 2018),
assim como foi elaborado um scFv por Ayub et al (2012) que reconhece a porgao C-
terminal da proteina P2[3 ribossomal de T. cruzi, demonstrando que a proteina pode
constituir um alvo para agentes terapéuticos.

E notavel que os scFvs sdo moléculas promissoras, mas a sua producao inicial
pode ser laboriosa e dispendiosa e, apesar de os niveis de produgao serem maiores
em comparagao com a produgao de anticorpos convencionais, os rendimentos podem
variar muito de acordo com o sistema de expressdo (CRIVIANU-GAITA e
THOMPSON, 2016).

Ha também um aumento no emprego de nanobodies, que sdo anticorpos de
dominio unico derivados de anticorpos de cadeia pesada encontrados em camelideos,
apresentam um tamanho ainda mais reduzido em comparagao com os scFvs, o que
favorece a sua aplicagao para o reconhecimento de alvos de dificil acesso, além de
possuirem alta solubilidade e estabilidade (INGRAM, SCHIMIDT e PLOEGH, 2018;
SHATALOVA et al., 2019).

A metodologia ja foi realizada por Obishakin et al (2014), que identificaram um
nanobody que alvejava uma proteina paraflagelar de diversas espécies de
Trypanosoma, apresentando potencial para o desenvolvimento de novos métodos de
diagndsticos. A estratégia também foi utilizada por Seow et al (2017) para estudos que
contribuem com o desenvolvimento de vacinas contra Plasmodium falciparum.

Os nanobodies sao considerados de baixa imunogenicidade por possuirem
sequéncias semelhantes a dominios variaveis de cadeias pesadas de anticorpos
humanos, mas ja foi relatado que as moléculas apresentam meia-vida curta em
experimentos in vivo. Um outro problema enfrentado que dificulta a realizagdo da
abordagem € a necessidade de expor os camelideos ao antigeno de interesse
(AUDENHOVE e GETTEMANS, 2016; LIU et al., 2018).

Por outro lado, uma metodologia baseada na busca por peptideos, a partir de
bibliotecas, que se liguem a determinados antigenos com alta afinidade tem um
enorme potencial para a elaboracdo de novas metodologias de tratamento e para
prevencao de infec¢des. A vantagem é que essa abordagem pode se mostrar mais
barata, rapida, facil e os peptideos selecionados podem mimetizar proteinas do
hospedeiro, reduzindo sua imunogenicidade e favorecendo sua utilizagdo em

hospedeiros infectados.
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2.2.2. Utilizagcao da técnica de Phage display para identificagao de ligantes

A técnica de Phage display foi inicialmente desenvolvida por Smith (1985) e se
baseia na apresentacdo de peptideos/proteinas na superficie de bacteriéfagos
filamentosos (M13, fd, f1) a partir da manipulagado de genes que codificam proteinas
de revestimento viral (RAMI et al., 2017).

Tais fagos possuem um ciclo de vida nao litico, liberando continuamente novas
particulas virais a partir da infeccdo de estirpes de E. coli que expressam o pilus sexual
(F+), necessario para a ancoragem e infec¢do do virus. Nessa técnica, os materiais
genéticos que codificam os peptideos de interesse sao inseridos no genoma viral em
uma regiao que codifica proteinas de revestimento do fago, levando a expressao de
peptideos recombinantes fusionadas na regido N-terminal de proteinas do capsideo
(figura 4) (LOPES et al., 2018; LOSET e SANDLIE, 2012).

sl

_

¢ )

[ &

) O

 { 4

@ @ > pVIll pVIIR

) 4

@ & & .

L é egenda:

D -

q 4 @ pvil # pVil

\’- pﬁ @ rV | pxi
| F

T b’ | el

Figura 4: Bacteriéfagos filamentosos sdo modificados geneticamente para expressar peptideos
fusionados a proteinas do capsideo viral.

A esquerda, representacdo de um bacteriéfago selvagem (WT), que corresponde ao fago ndo
modificado, enquanto que a direita, um bacteriéfago modificado para expressar peptideos fusionados
na porgao N-terminal da proteina pVIIl pode ser observado.

Fonte: A autora.

Todas as proteinas de superficie viral podem ser empregadas para a realizagao
da técnica, mas as principais utilizadas nesse sistema sao as pVIll, que constituem as
principais proteinas de capsideo viral, estdo presentes aproximadamente em 2.700
copias no fago e sao utilizadas geralmente para a apresentacdo de pequenos
peptideos; e plll, muito utilizadas para a apresentagcdo de peptideos maiores,
dominios proteicos ou até mesmo proteinas inteiras. A técnica, de baixo custo e facil

realizacéo, permite a identificagdo de ligantes para diversos alvos, como proteinas,
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células, carboidratos e até mesmo organismos inteiros a partir de varios ciclos de
selegdo, denominados de biopanning, e amplificagdo viral. Assim, o isolamento de
ligantes de alta afinidade é feito a medida que ocorre o enriquecimento progressivo
dos fagos apds cada ciclo de selegcao (LAUSTSEN et al., 2017; LU et al., 2018;
MARVIN, SYMMONS e STRAUS, 2014).

Através da técnica de Phage display, Gan et al. (2018) encontraram um
peptideo de penetracéo celular (CPP) que foi internalizado em células A341 (células
epiteliais de carcinoma epidermdide de pele humana) via receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFr), mas ndo em células normais NHDF (Fibroblastos
dérmicos humanos normais). Estes resultados demonstraram que esse peptideo pode
servir como um ligante para direcionar e entregar nanoparticulas conjugadas contendo
farmacos, aumentando a eficacia das drogas ao mesmo tempo que reduziria a
toxicidade medicamentosa.

A técnica tem aplicacdes diversas e ja foi utilizada em estudos que contribuem
para o desenvolvimento de vacinas contra a raiva (YANG et al., 2013), candidiase
sistémica (SHI et al., 2018) e contra o virus influenza (HIRANO et al., 2018). A mesma
estratégia também foi abordada nos trabalhos de Oliveira et al (2016), Peng et al
(2018), Kumar et al., (2017), Wang et al., (2016), Wang et al (2014), que relataram a
descoberta de peptideos que podem ser utilizados como ferramentas para
diagndsticos ou para novas terapias relacionadas com infecgdo contra
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii, cancer de bexiga, HIV-1,
cancer de ovario e glioblastoma, respectivamente.

Com relacao aos tripanossomatideos, a técnica de Phage display foi utilizada
por Costa et al (2017), Machado et al (2015a, 2015b) e por Ramos et al (2016) em um
estudo para identificagcao de peptideos que podem ser utilizados no diagndstico e para
o desenvolvimento de vacina contra leishmaniose visceral causada por Leishmania
infantum, assim como para melhorar o diagnodstico de leishmaniose tegumentar
(COSTA etal., 2016). Em T. cruzi, Teixeira et al (2015) encontraram um peptideo que
inibiu a invasdo dos parasitos em células LLC-MK2, possivelmente em virtude da
impossibilidade de o protozoario interagir com citoqueratinas, proteinas do filamento
intermediario, via gp85. Além disso, também ja foi relatado que o receptor de
proquinecitina esta envolvido no processo de invasao do parasito via interagédo com

Tc85, que sao glicoproteinas pertencentes as transialidases (KHUSAL et al., 2015).
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Tais estudos auxiliam na descoberta dos detalhes moleculares pelos quais o parasito
€ capaz de infectar as células.

De maneira geral, a técnica de Phage display se mostra promissora no estudo
de ligantes que podem ser utilizados para diversas finalidades, como o
desenvolvimento de novas terapias medicamentosas, vacinas e diagnosticos, como

relatado anteriormente.
3. JUSTIFICATIVA

Anteriormente restrita as Américas, a doenga de Chagas agora esta também
presente na Europa, Asia e Oceania, e causa sérios prejuizos para a economia dos
paises afetados. As Unicas duas medicacdes existentes possuem eficacia variavel e
provocam diversos efeitos colaterais aos pacientes, sendo necessario que novas
terapias sejam desenvolvidas, assim como melhorias nas medicagdes em uso
precisam ser realizadas (JUNIOR et al., 2017; MONCAYO e SILVEIRA, 2009; THE
LANCET, 2019).

As interagbes que os patdogenos realizam com os hospedeiros s&o essenciais
para a perpetuacao da infeccéo e sua sobrevivéncia. Apesar de muitos estudos serem
realizados para a descoberta de moléculas essenciais para a interagao patogeno-
hospedeiro, as técnicas bioquimicas convencionais utilizadas s&o limitadas para a
avaliagao de um numero elevado de moléculas de superficie. Nesse cenario, a técnica
de Phage display constitui uma abordagem facil e de rapida realizac&o para se fazer
a selecdo de moléculas ligantes em bibliotecas de fagos expressando
peptideos/anticorpos para se encontrar alvos potencialmente importantes dos
patégenos (COELHO et al., 2015; FERMIN, RAMPERSAD e TENNANT, 2018; FREI
e LAI, 2016).

Recentemente, MacGregor et al. (2019) utilizaram a técnica de Phage display
e encontraram um anticorpo ligante a superficie de Trypanosoma brucei. Tal
anticorpo, fusionado a uma toxina (PBD), foi capaz de alvejar especificamente o
protozoario e de eliminar totalmente o parasito 2 dias pds-tratamento em
camundongos infectados. Tais resultados demonstram a grande capacidade da
técnica de Phage display para encontrar moléculas ligantes com potencial para serem

utilizadas no tratamento de doencgas que precisam de novas terapias.
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Como mencionado em tépicos prévios, o T. cruzi apresenta uma grande
diversidade de proteinas de superficie que constituem importantes alvos de moléculas
que podem interferir na viabilidade do parasito, seja no hospedeiro vertebrado ou
invertebrado. Assim, a utilizacdo da técnica de Phage display para selecionar
moléculas que alvejam formas tripomastigotas derivadas de cultura de células do
parasito podera contribuir no desenvolvimento de terapias antichagasicas.

As pesquisas envolvendo a descoberta de moléculas ligantes podem permitir
avancgos nos sistemas de entrega de drogas por proporcionar interagao de forma mais
especifica com o parasito e, consequentemente, aumentam a eficiéncia do tratamento

com drogas ja liberadas, reduzindo possiveis efeitos adversos aos pacientes.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar a capacidade de interagcao de peptideos a superficie
de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi utilizando a tecnologia de Phage

display.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2 1. Identificar, a partir de uma biblioteca denominada X15, clones de bacteriéfagos
que expressam peptideos ligantes a superficie de formas tripomastigotas de T. cruzi

por meio da técnica de Phage display;
Metas:

e Realizar biopannings para identificagao de clones ligantes de superficie de

formas tripomastigotas;

e Sequenciar e analisar in silico as sequéncias de DNA que codificam os

peptideos expressos pelos clones de fagos ligantes selecionados.

4.2.2. |dentificar provavel interagao parasito::hospedeiro por analises in silico;

1 A biblioteca X15 foi construida por Bonnycastle et al (1996) através de clonagem de cddons aleatorios
e é composta por bacteri6fagos que expressam em sua superficie peptideos contendo 15
aminodcidos randémicos e fusionados na proteina VIII dos fagos f88.4.
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4.2.3. Validar a capacidade de ligagao dos clones de bacteridofagos que interagem com

as formas tripomastigotas por meio de Cell-ELISA,;

4.2.4. Avaliar a capacidade dos peptideos (bacteri6fagos, ou peptideo sintético) em

interferir com a infectividade dos parasitos em monocamadas celulares.

4.2.5. Avaliar se peptideo sintético selecionado € capaz de alterar a viabilidade dos

parasitos e das células hospedeiras.

5. METODOLOGIA

Nossos ensaios realizados podem ser resumidos conforme demonstrado no

fluxo de trabalho abaixo.
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5.1. CONDIGOES DE CULTIVO E MANUTENGAO DE CELULAS

Células da linhagem LLC-MK2 (célula epitelial de rim de macaco Rhesus) foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com
10 % de soro fetal bovino (SFB). O cultivo celular foi realizado em frascos de cultura,
em incubadora a temperatura de 37 °C, com 5 % de CO2¢e 95 % de umidade relativa
(MARCHIORI et al., 2017; WANG et al., 2018).

Quando em semi confluéncia, as culturas celulares foram tripsinizadas e
mantidas nas mesmas condi¢coes acima descritas. As culturas foram periodicamente
observadas em microscopio de luz invertido e monitoradas quanto ao aspecto
morfoldgico, crescimento celular e presenga de contaminantes. Além disso, aliquotas
de células foram congeladas e descongeladas de acordo com a necessidade dos

experimentos.

5.2. OBTENGCAO DOS PARASITOS

5.2.1. Manutengao dos parasitos e condi¢oes de cultivo

Formas epimastigotas da cepa DM28c de T. cruzi foram cultivadas e mantidas
a 28 °C e em meio LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (SFB) (PASCUALE et al., 2017) e 1 % de antibiéticos (10.000 Ul penicilina e
10.000 mg estreptomicina).

5.2.2. Metaciclogénese

A obtencéo das formas tripomastigotas metaciclicas pode ser realizada in vitro
sob condi¢des quimicamente definidas, como reportado por Contreras et al. (1985).
Neste processo, formas epimastigotas sdo submetidas a um estresse nutricional ao
serem incubadas em um meio artificial, denominado TAU (Triatomine Artificial Urine),
que possui composi¢cdao e pH semelhantes a urina do inseto vetor, seguido de
incubagcdo em meio TAU3AAG (meio TAU suplementado com glicose e aminoacidos)
(GONCALVES et al., 2018). Para a diferenciagao in vitro, uma concentragao de 5 x
107 parasitos/mL de formas epimastigotas ao final da fase exponencial foram
recuperadas por centrifugagéo a 3000 x g, 10 minutos e a 10 °C, e incubadas em meio
TAU por 2 h a 28 °C, com posterior diluicdo dos parasitos em meio TAU3AAG para
uma concentracéao final de 5 x10° parasitos/mL (AMORIM et al., 2017).
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Apos um periodo de aproximadamente 5 dias, as formas tripomastigotas
metaciclicas foram purificadas utilizando DEAE-celulose (SOUSA, 1983) empacotada
em coluna pequena (seringa de 10 mL) e previamente equilibrada com trés volumes
de coluna de PBS 1 x contendo 2 % de glicose.

O processo de purificacdo foi acompanhado através da observagdo em
microscopio, com o auxilio da camara de Neubauer, de 10 pyL de aliquotas de 1 mL
recolhidas a partir do momento da insergao da amostra na coluna.

A quantidade de parasitos/mL foi determinada pela contagem na céamara de
Neubauer e utilizando a seguinte formula:

Parasitos/mL = N° de parasitos contados nos 5 quadrantes x 5 x 10.000
5.2.3. Obtencao das formas tripomastigotas derivadas de cultivo celular (TCT)

Para a obtencdo dos TCTs, monocamadas de células LLC-MK2 foram
infectadas com formas tripomastigotas metaciclicas (item 5.2.2) na propor¢ao 10:1
parasitos/célula por 24 h a 37 °C (LEITE et al., 2018; VALENZUELA et al., 2018).
Entéo, as culturas foram lavadas com RPMI sem soro para remover os parasitos nao
internalizados e tratadas com meio RPMI suplementado com 10 % de soro de cavalo
para remover as formas epimastigotas sensiveis a lise por fatores do sistema
complemento (RAMIREZ-TOLOZA e FERREIRA, 2017). Posteriormente, as culturas
infectadas foram mantidas em meio RPMI suplementado com 5% de SFB, sendo o
meio de cultivo trocado diariamente até a liberacdo dos TCTs.

Os TCTs obtidos foram congelados (1 x 107 parasitos/mL) em solugdo contendo
90 % de SFB e 10 % de DMSO para serem utilizados na manutencéo da infeccao em
novas monocamadas celulares para producdo de TCTs necessarios em ensaios
posteriores. Nesse caso, a manutencao das culturas infectadas foi realizada como

descrito no paragrafo acima.

5.3. SELEGAO IN VITRO DOS PEPTIDEOS LIGANTES
5.3.1. Biopanning

A selecéo in vitro (Figura 5), assim como a amplicagéo, purificagéo (item 5.3.2)
e titulacdo dos bacteriofagos (item 5.3.3) foi feita de acordo com Saénz-Garcia (2020),
com algumas modificagdes. No procedimento de selegdo, 1 x 107 tripomastigotas

vivos foram recuperados de cultura por centrifugagdo a 5.000 x g, 4 °C durante 5 min,
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e incubados em RPMI sem soro. Posteriormente, os parasitos foram mantidos em
solugao de bloqueio (TBS + BSA 5 mg/mL) e expostos a 10'° TU de bacteriéfagos da
biblioteca X15 (construida por Bonnycastle et al. (1996) e fornecida gentilmente pela
Dra Juliana Ferreira de Moura). Para retirar os fagos nao ligantes, os parasitos foram
lavados 10 vezes em solugao de lavagem (TBS acrescido de 0,1 % de Tween 20) por
3 min, 6.000 x g a 4 °C. Para recuperar os fagos ligantes, adicionou-se 150 pl da
solugéo de eluicdo (0,1 N HCI, glicina 0,1 M e BSA 1 mg/mL) por 10 min, RT e em
baixa agitagao, seguido da adi¢ao de 200 pl de solugdo de neutralizagéo (Tris-HCI 0,1
M, pH 9,0).

ApOs os processos de incubagdao com RPMI sem soro e solugao de bloqueio,
os parasitos foram lavados com solugéo de lavagem por 5 min, 5.000 x g e 4 °C. Tais
condigdes de centrifugagdo também foram utilizadas ap6s a adigdo da solugéo de
neutralizacdo para recuperar os fagos ligantes (presentes no sobrenadante apés a
centrifugacao) a serem utilizados para titulagao (item 5.3.3) e amplificagao (item 5.3.2)
necessarias para a realizagao do biopanning seguinte.

Ao total, o procedimento foi feito 4 vezes para a selecdo dos clones que
interagem com maior afinidade com a superficie de T. cruzi, sendo que todos os

biopannings foram realizados nas mesmas condigdes acima descritas.
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Figura 5: Representacéo das etapas realizadas para cada ciclo do processo de biopanning.

1 x 107 formas tripomastigotas foram incubadas com 10'° TU de bacteriéfagos da biblioteca X15 por 1
h. Posteriormente os fagos nao ligantes foram lavados e os fagos selecionados foram recuperados,
amplificados, titulados e utilizados para os demais ciclos de biopanning.

Fonte: A autora.

5.3.2. Amplificagao e purificagao dos bacteriéfagos

Uma colbnia isolada de E. coli K91 foi inoculada e cultivada em 5 mL de meio
LB (Luria Bertani) por aproximadamente 16 h a 37 °C e 150 rpm. Posteriormente, 1
mL da cultura foi adicionada em 50 mL de meio LB a 250 rpm e 37 °C. Quando a
densidade ética (D.Oss0) atingiu 1,8, a rotagao foi reduzida para 50 rpm durante 30
min para o crescimento do pilus sexual.

Em seguida, a cultura foi infectada com 20 pL de fagos por 15 min, RT e leve
agitacado a cada 2 min. Entao, 1 mL da cultura infectada foi diluida em 50 mL de meio
LB contendo 4 pg/mL de tetraciclina e incubada por 30 min, 250 rpm e 37 °C. Por fim,
a concentracao de tetraciclina foi ajustada para 20 uyg/mL e a cultura foi mantida em

agitacao overnight nas mesmas condi¢gdes acima descritas.
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No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 3.000 x g, 4 °C por 20 min, o
sobrenadante foi recuperado e adicionou-se 20 % (v/v) de PEG 8000. Os frascos
foram invertidos 150 vezes e os fagos foram deixados em precipitagao overnight a 4
°C. Entao, a amostra foi centrifugada a 3.500 x g, 4 °C por 1 h 30 min, o sobrenadante
foi eliminado e o pellet foi ressuspendido em 3 mL de TBS, com adigdo subsequente
de 20% (v/v) de PEG 8000 por 4-5 h a 4 °C.

Para a recuperagao dos fagos em precipitagcdo, a solugéo foi centrifugada a
6.000 x g, 4 °C por 40 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido
em 1 mL de TBS, que novamente foi centrifugado a 6.000 x g, 4 °C por 10 min para
retirar as bactérias residuais e, por fim, o sobrenadante foi recuperado e estocado a 4
°C.

5.3.3. Titulagao dos bacteriéfagos

A titulacdo dos bacteriéfagos provenientes apds o processo de biopanning
(titulacao parcial) e apés amplificacao (titulagao final) (item 5.3.2) foi feita utilizando E.
coli K91.

Inicialmente, as amostras contendo os bacteriéfagos foram diluidas em meio
LB nas concentragdes de 101, 102, 104, 10 e 10 (Figura 6) e aquecidas a 65 °C
por 15 min para eliminar bactérias residuais.

Uma colbnia isolada de E. coli K91 foi preparada conforme descrito no item
5.2.2. Apo6s o crescimento do pilus sexual, 10 yuL de cada diluicdo foram incubados
com 200 pL de bactéria por 15 min, RT e ent&o, as bactérias foram plaqueadas em
placas de agar contendo 20 pg/mL de tetraciclina. Subsequentemente, as placas
foram incubadas em estufa a 37 °C por aproximadamente 16 h e, em seguida, as
colonias foram contadas. A quantidade de fagos, expressa em TU/mL, foi calculada

segundo a férmula abaixo:

Quantidade de fagos (TU/mL) = N° de colbnias x fator de diluigdo x 100

Observagao 1: Apdés o aquecimento das diluicbes dos fagos, as amostras eram
imediatamente incubadas em gelo para que os bacteri6fagos ndao perdessem a

viabilidade (e o tempo de incubagao nao deve exceder 15 min).
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Observacao 2: O tempo de infecgao das bactérias ndo deve ultrapassar 15 min, para
que o ciclo do bacteriéfago ndo se complete e o fago passe a infectar novas bactérias

(o resultado seria superestimado).

Bacteridfago
10 pL 10 uL 10 pL 10 L
(10 uL) (10 L) (10 pL) (10 pL) (10 pL)

N N (N (N (N
RO R & K

Meio LB == 90 L 90 uL 990 uL 990 uL 990 uL
Diluigdo == 10 102 10+ 106 108

l 10 pL de cada diluicdo
%

/
200 pL de bactéria (K91) = 15 minutos, RT

=

—

Meio LA + tetraciclina 20 pg/mL

Figura 6: Esquematizagéo do processo de titulagdo dos bacteriéfagos.

As dilui¢cdes de fagos foram incubadas com bactérias E. coli K91 por 15 min. Em seguida, as bactérias
foram plaqueadas em placas de agar contendo tetraciclina e, apds aproximadamente 16 h, o nUmero
de colbnias foi contado e a concentragédo de fagos é calculada.

Fonte: A autora.

5.4. PCR E SEQUENCIAMENTO

Para identificar os peptideos expressos pelos fagos ligantes, colbnias de
bactérias E. coli K91 infectadas com os fagos selecionados foram aleatoriamente
escolhidas e a regido PVIIIR (regido que contém a sequéncia do peptideo expresso
pelo fago) do genoma do fago foi amplificada duas vezes por PCR (Polymerase Chain
Reaction) para obter maior quantidade do produto da PCR (uma amplificagdo unica
se mostrou pouco eficiente). Finalmente, os produtos de amplificacdo foram
sequenciados utilizando a tecnologia de Sanger (GOMES e KORF, 2018) pela
empresa GoGenetic.

A PCR foi realizada por 35 ciclos em um termociclador Applied Biosystems

2720 Thermal Cycler. As condi¢des e os iniciadores utilizados para a reagao estao
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resumidos na Tabela 1. Para o sequenciamento, o iniciador F88.4 1 Forward foi

utilizado.

Tabela 1: Iniciadores e condic¢des utilizadas para a realizacdo da PCR

Iniciador forward | F88.4 1 Forward: 5-CCTTTAATCGGCCTCCTGTT-3’

| Iniciador reverse Claude-F.88.4 Rev: 5-TCGGCAAGCTCTTTTAGG-3’ |
| Desnaturacéo inicial 95 °C - 5 minutos |
| Desnaturacéo 95 °C - 1 minuto 35 ciclos

| Anelamento 57 °C - 30 segundos

| Extensao 72 °C - 45 segundos |
| Extenséo final 72 °C - 5 minutos |
| Resfriamento 10 °C - = |

Fonte: A autora (2019).

5.5. ANALISE DE BIOINFORMATICA

As sequéncias obtidas com o sequenciamento foram traduzidas com o auxilio
da ferramenta EMBOSS translation tools (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/) e
analisadas através da ferramenta de bioinformatica BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), baseando-se nos dados de proteinas
humanas para encontrar proteinas do hospedeiro vertebrado mimetizadas pelos
peptideos selecionados.

A ferramenta online Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) foi utilizada
para fazer as predicdes das estruturas 3D das proteinas preditas pelo BLASTp, no
intuito de visualizar a localizacdo da sequéncia da proteina predita que foi coberta pelo
alinhamento. As estruturas 3D foram visualizadas e modificadas com o auxilio do
programa Swiss PDB Viewer (https://spdbv.vital-it.ch/)2.

Além disso, a ferramenta MEME (http://meme-suite.org/tools/meme) foi
utilizada para encontrar dominios conservados entre as sequéncias dos peptideos

selecionados.

2 Necessario a realizagdo do download do programa.
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5.6. CONFIRMAGAO DE LIGAGAO DOS CLONES SELECIONADOS

O ensaio de imunoadsorgao enzimatica (ELISA) foi realizado para confirmar a
capacidade de ligagdo dos clones isolados apos a realizagdo dos quatro ciclos de
biopannings (NORBURY et al., 2019; SAW e SONG, 2019).

Para isso, 1 x 106 formas tripomastigotas foram fixadas overnight em placa de
96 pocos utilizando 2 % de paraformaldeido (GALETOVIC et al., 2011; TAYLOR et al.,
2020). Entdo, os parasitos foram incubados com solugédo de bloqueio (PBS 1 x
contendo 5 % de leite em p6 desnatado) e, em seguida, com 10°TU de bacteriofagos.
Para detectar os fagos ligantes, anticorpos anti-M13 (diluigdo 1:2.000 (MA et al.,
2019)) conjugados com peroxidase foram adicionados aos pocos da placa, com
posterior incubacao com solucao de revelagao (0,2 mg/mL de OPD em tampéo citrato,
pH 5,0, contendo 0,03 % de H202) por 15 min. Por fim, a placa foi lida em leitor de
placas a 495 nm.

Entre todos os passos realizados, os poc¢os da placa foram lavados trés vezes
com solugao de lavagem (PBS 1 x com 0,05 % de Tween e 150 mM de NaCl), com
centrifugacao a 3000 rpm, 4 °C e 2 min entre cada lavagem. As etapas de incubagao
com a solugéo de bloqueio, bacteriéfagos e anticorpo anti-M13 foram feitas por 1 h e
a 37 °C e as duas ultimas etapas mencionadas foram feitas em tamp&o de incubacéao
(PBS 1 x contendo 0,5 % de leite desnatado em p6 e 0,03 % de Tween 20).

5.7. ENSAIO DE BLOQUEIO DE INFECGAO

Primeiramente, 5 x 10* células da linhagem LLC-MK2 foram plaqueadas 24
horas antes da realizacdo dos experimentos e em laminulas de 13 mm. Também, 5 x
10° formas tripomastigotas (TCT) foram incubadas com 5 x 108 bacteriéfagos
expressando o peptideo T2, com o peptideo sintético T22 e com o peptideo ScT24 nas
concentragdes de 5 uM, 25 uyM e 50 pM, assim como com o peptideo ScT3 na
concentracao de 25 pM, por 1 h. Os parasitos foram lavados duas vezes com RPMI
sem soro para retirar os fagos e peptideos ndo ligantes, e recuperados por

centrifugacéo em 5.000 x g, 5 min e 4 °C.

3 Os peptideos sintéticos foram gentilmente produzidos em colaboragdo com o professor Dr. Ricardo
Andrez Machado de Avila da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

4 Os peptideos ScT2 e ScT3 referem-se aos peptideos Scrambled de T2 e T3, respectivamente.
Peptideos Scrambled sdo aqueles que possuem a mesma composi¢cdo de aminoacidos do peptideo
de referéncia, porém organizados com uma sequéncia diferente.
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Em seguida, monocamadas de células LLC-MK2 foram infectadas por 24 h
com os fagos e por 2 h com os fagos e com os peptideos sintéticos. Nesse ultimo
caso, as células infectadas foram avaliadas 12 h pds infecgao.

Por fim, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 10 min e lavadas
com PBS 1 x. As laminulas foram coradas com DAPI (1 ug/ml) por 10 min no escuro,
as laminas foram montadas utilizando glicerina 1 % em PBS e o numero de células
infectadas e de amastigotas intracelulares foi determinado utilizando microscépio de
fluorescéncia (BX51 Olympus).

O ensaio também foi realizado com células da linhagem LLC-MK2 plaqueadas
previamente, e incubadas por 1 h com as mesmas concentragcdes dos peptideos
utilizados. As células foram infectadas com 5 x 10° formas tripomastigotas por 2 h,
sendo que o numero de células infectadas foi avaliado 12 h pds infeccdo apos

coloragcao com DAPI, como descrito acima.
5.8. ENSAIO DE VIABILIDADE IN VITRO

Uma quantidade de 1 x 10° células da linhagem LLC-MK2, preparadas 24 h
antes da realizagdo dos experimentos, e 1 x 108 formas tripomastigotas foram
plaqueadas em placa de 96 pogos. Uma vez plaqueados, os parasitos e as células
foram incubados com o peptideo sintético T2 e com o peptideo ScT2 nas
concentragdes de 5 pM, 25 uM e 50 uM, e com o peptideo ScT3 na concentragao de
25 uM.

O tempo de exposicao dos parasitos aos peptideos foi de 3 h e 5 h, enquanto
que para as células, o tempo de 24 h e 48 h foi utilizado. A viabilidade celular foi
determinada utilizando o reagente Resazurina (Alamar Blue™) por 2 h, seguindo as
orientagdes do fabricante (Sigma-Aldrich). Posteriormente, a absorbancia das placas
foi medida em leitor de placa em 595 nm (BONNIER et al., 2015).

5.9. EXPERIMENTOS E ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e em trés experimentos
independentes. Os resultados foram avaliados com o auxilio do software GraphPad
Prism 7, sendo que as analises estatisticas foram consideradas significantes com
p<0,05.



44

6. RESULTADOS

6.1. SELECAO DE CLONES QUE INTERAGEM COM A SUPERFICIE DE FORMAS
TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi

Inicialmente, as formas tripomastigotas de T. cruzi foram produzidas para a
realizacdo dos ciclos de selecao por Phage display através da infeccdo de formas
tripomastigotas metaciclicas em monocamadas de células LLC-MK2. T. cruzi
expressa genes de forma diferencial ao longo do ciclo de vida, de maneira que
diferentes formas evolutivas podem expressar diferentes proteinas de superficie (LI et
al., 2016). Dessa forma, considerando-se que formas amastigotas podem estar
presentes em menor propor¢ao durante o cultivo celular para obtencédo das formas
tripomastigotas, nds realizamos os ciclos de selegdo com o maior nivel de pureza

possivel das formas de interesse (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de formas tripomastigotas utilizadas em cada ciclo de biopanning

Round Porcentagem de tripomastigotas (%)

1 94
2 96
3 94
4 98

Fonte: A autora (2019).

Para a selegdo de bacteridfagos da biblioteca X15 (composta por peptideos
contendo 15 aminoacidos aleatérios) que se ligam a superficie de formas
tripomastigotas, quatro ciclos de biopanning foram feitos. Em seguida, para avaliar a
eficiéncia de recuperacéo, os fagos selecionados foram titulados a cada round (Figura
7).
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Figura 7: Eficiéncia de recuperacao dos clones de bacteridfagos ligantes a superficie de formas
tripomastigotas de T. cruzi apos quatro rounds de selegao.

1 x 107 parasitos foram incubados com 10'° TU de bacteriofagos da biblioteca X15. Apds 1 h, os fagos
nao ligantes foram removidos e os fagos selecionados foram titulados em placas de agar contendo 20
Mg/mL de tetraciclina.

Considerando o bacteriofago selvagem (WT), o rendimento médio de
recuperacdo dos fagos foi de 7,1 x 104 enquanto que para a biblioteca X15, no
primeiro round, o rendimento médio foi de 1,5 x 10°, e no ultimo round foi de 5,7 x 107.

Ao final, houve uma recuperacao de aproximadamente 802 vezes mais fagos
da biblioteca em relagédo ao fago selvagem, demonstrando que a maior eficiéncia de
recuperacao € provavelmente devido a presengca dos peptideos expostos na
superficie do fago e nao em fungao de proteinas préprias do bacteridfago.

E possivel concluir que houve um enriquecimento dos fagos ligantes ao longo
dos ciclos de selegédo, como esperado (BROCKMANN, 2012; HOEN et al., 2012;
MIMMI et al., 2019).

6.2. IDENTIFICAGAO DOS PEPTIDEOS LIGANTES E ANALISES DE
BIOINFORMATICA

6.2.1. Determinacao da sequéncia dos peptideos selecionados e identificagao

de proteinas miméticas

Para descobrirmos a sequéncia dos peptideos expressos na superficie dos

bacteriéfagos apds os quatro ciclos de selegdo, colbnias isoladas de E. coli K91
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infectadas foram aleatoriamente escolhidas e a regido génica pVIIIR, que é a regiao
correspondente a proteina pVIII recombinante do fago, foi amplificada duas vezes por
PCR, com posterior sequenciamento seguindo a tecnologia de Sanger. Nos
sequenciamos com sucesso 12 clones, sendo 9 deles nao redundantes (Tabela 4), e
apenas os peptideos denominados de T3 e T9 foram observados repetidamente. Além
disso, as sequéncias obtidas dos peptideos se mostraram pouco similares quando
comparadas.

Tabela 3: Frequéncia e porcentagem apresentada pelos peptideos selecionados apds o processo de

sequenciamento. Um total de 12 sequéncias de peptideos foram obtidas por meio do sequenciamento
da regido génica de pVIIl dos fagos selecionados.

Peptideo Frequéncia Porcentagem

T1 1/12 8,33

| | ] |
T2 1/12 8,33

| | | |
T3 3/12 25

| | | |
T4 1/12 8,33

| | | |
T5 112 8,33

| | | |
T6 1/12 8,33

| | I |
T7 1/12 8,33

| | | |
T8 112 8,33

| | ] |
T9 2/12 16,6
Total 12 100

Fonte: A autora (2019).

Uma vez que as sequéncias de aminoacidos dos peptideos foram
determinadas, ndés utilizamos a ferramenta de bioinformatica BLASTp para encontrar
proteinas do hospedeiro vertebrado que possuam sequéncias de aminoacidos

similares aos peptideos selecionados, baseando-se nos dados de proteinas humanas
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(human (taxid:9606)) (Quadro 1). A interpretagédo dos dados nos fornece uma base

para predizer possiveis interagdes que o protozoario pode realizar com o hospedeiro.

Quadro 1: Possiveis proteinas humanas que mimetizam a interagao dos peptideos selecionados com
formas tripomastigotas de T. cruzi.

Os dados foram fornecidos pela ferramenta de bioinformatica BLASTp. Por questdes de
confidencialidade, as sequéncias dos peptideos ndo serdo expostas completamente, sendo X qualquer
aminoacido.

Peptideo Sequéncia Descrigao

Immunoglobulin heavy chain variable region
T1 RQMXXXXXXXXXXXX

Immunoglobulin heavy chain V region
T2 TTAXXXXXXXXXXXX

Immunoglobulin heavy chain junction region
T3 AQPXXXXXXXXXXXX

T cell receptor beta chain

!
T4 MTAXXXXXXXXXXXX Mucin-16 isoform X12

Immunoglobulin light chain junction region_
T5 PILXXXXXXXXXXXX

Immunoglobulin light chain junction region_
T6 CNEKXXXXXXXXXXXX

|
T7 LKY XXXXXXXXXXXX Phospholipase A2

|
T8 MTAXXXXXXXXXXXX Myosin light chain kinase

|
T9 MTAXXXXXXXXXXXX  Immunoglobulin heavy chain junction region
Fonte: A autora (2019).

Analisando os dados fornecidos pelo BLASTp, observa-se que a maior parte
dos resultados remete para as imunoglobulinas, o que pode ser um indicio de
interacdes que o parasito realiza para evadir-se do sistema imunoldgico e perpetuar a
infeccdo no hospedeiro ou um mecanismo de defesa associado ao hospedeiro
vertebrado na tentativa de eliminar o parasitismo. Outras proteinas, como fosfolipase
A2 e miosina quinase, foram preditas, sendo que ha estudos que especulam o
envolvimento de tais proteinas com o parasito, como veremos posteriormente.

Além das predicbes das proteinas relatadas no Quadro 1, os dados referentes
aos parametros dos alinhamentos gerados pelo BLASTp podem ser vistos na Tabela
4.
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Tabela 4: Pardmetros fornecidos pela ferramenta de bioinformatica BLASTp.
Os alinhamentos foram obtidos para os peptideos selecionados utilizando dados de proteinas
humanas.

Peptideo Query Cover Identidade (%) e-value N° de acesso

(%)
T1 73 63,64 14 ABI35452.1
T2 66 64,29 4,9 AMK70134.1

60 88,89 13 MCB56830.1
T3 86 56,25 4,9 ABO26961.1
T4 100 66,67 4,9 XP_016882989.1
T5 73 72,73 0,67 MCD10740.1
T6 46 85,71 40 MCA54479.1
T7 53 87,50 20 EAW92533.1
T8 53 87,50 4,8 2YR3_A
T9 46 100 16 MOK42744.1

Fonte: A autora (2019).

Considerando os dados obtidos, é possivel notar que o e-value, que é uma
medida da confiabilidade do alinhamento e representa a probabilidade de o resultado
fornecido ter sido encontrado ao acaso (VANDERWEELE e DING, 2017), foi alto para
o alinhamento referente as sequéncias, principalmente dos peptideos T6 e T7. O alto
valor de e-value ja era esperado em virtude de as sequéncias dos peptideos
submetidas ao alinhamento serem muito curtas, mas o ocorrido n&o afeta a viabilidade
do estudo.

Ainda que mediante a valores elevados de e-value, consideramos os dados
fornecidos pela ferramenta de bioinformatica pela similaridade da respectiva proteina
humana predita com a predi¢ao fornecida para os outros alinhamentos de e-value de
menor valor e/ou pela molécula predita ter sido descrita na literatura como tendo
relagdo com processos de invasdao ou sobrevivéncia do parasito no hospedeiro

vertebrado.
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6.2.2. Localizagcao das sequéncias peptidicas selecionadas nas proteinas

preditas

Uma vez que as sequéncias dos peptideos selecionados foram descobertas
€ que encontramos proteinas humanas que podem mimetizar a interagcao que esses
peptideos realizam com o parasito, nossa préxima analise de bioinformatica foi feita
para avaliar a localizacdo dos residuos de aminoacidos cobertos pelo alinhamento
dos peptideos selecionados nas estruturas 3D das proteinas que foram preditas pelo
BLASTp.

Com a determinagao das estruturas 3D das proteinas, nosso objetivo foi
analisar se as regides cobertas pelo alinhamento das proteinas humanas estavam
expostas o suficiente para que a proteina predita pudesse ser considerada como um
possivel candidato que pode realizar interagdes reais com o parasito. Para isso,
utilizamos a ferramenta online Phyre2 para obtermos as estruturas 3D das proteinas
preditas e a ferramenta Swiss PDB Viewer para visualizagéo e edigdo das estruturas.

Uma observacdo que vale ser ressaltada € que a ferramenta Phyre2
apresenta um limite minimo e maximo de 30 e 3.500 residuos de aminoacidos para
predicao, respectivamente. Levando em consideragéo essa limitagdo da ferramenta,
as predi¢cdes das estruturas 3D foram obtidas com sucesso para as proteinas
referentes ao alinhamento dos peptideos T1, T2, T3, T7 e T8. Contudo, nao foi
possivel obter o resultado para a proteina referente ao peptideo T4 em virtude de
a sequéncia proteica ser muito longa (11.159 residuos de aminoacidos), assim como
a estrutura 3D para as proteinas correspondentes aos peptideos T3 (uma das
possibilidades avaliadas), T5, T6 e T9 foi inviabilizada pelo fato de as sequéncias
possuirem tamanho menor que o minimo suportado pela ferramenta.

Na Figura 8 estdo representadas as estruturas proteicas 3D obtidas. As
regides das proteinas correspondentes com o alinhamento dos peptideos estéo

marcadas em verde e as regides nao relacionadas estéo representadas pela cor rosa.
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A B
Peptideo: T1 Peptideo: T2
[ | 1
Proteina predita pelo BLASTp: Proteina predita pelo BLASTp:
Immunoglobulin heavy chain variable Immunoglobulin heavy chain V
region region
! | 1
Estrutura 3D Estrutura 3D

C D
Peptideo: T3 Peptideo: T7
I | 1
Proteina predita pelo BLASTp: Proteina predita pelo BLASTp:
T cell receptor beta chain Phospholipase A2
| I |
Estrutura 3D Estrutura 3D

Figura 8: Predigao da estrutura 3D das proteinas humanas mimetizadas pelos peptideos selecionados.
A predigao foi realizada utilizando a ferramenta Phyre2 e visualizadas utilizando o programa Swiss PDB
Viewer. As sequéncias proteicas cobertas pelo alinhamento estdo marcadas em verde, os sitios de
ligacdo ao antigeno das imunoglobulinas estdo marcados em azul (quando os dados de anotagcédo eram
disponiveis), e as regides nao relacionadas estdo representadas em rosa. Predicdes referentes aos
peptideos T1 (A), T2 (B), T3 (C) e T7 (D).
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E

Peptideo: T8

|
Proteina predita pelo BLASTp:

Myosin light chain kinase

Estrutura 3D

Figura 8 (continuagao): Predicdo da estrutura 3D das proteinas humanas mimetizadas pelos
peptideos selecionados.

A predigao foi realizada utilizando a ferramenta Phyre2 e visualizadas utilizando o programa Swiss PDB
Viewer. As sequéncias proteicas cobertas pelo alinhamento estdo marcadas em verde, os sitios de
ligacdo ao antigeno das imunoglobulinas estdo marcados em azul (quando os dados de anotagcao eram
disponiveis), e as regides nao relacionadas estédo representadas em rosa. (E) Predigédo referente ao
peptideo T8.

6.2.3. Determinacao de dominios conservados entre os peptideos selecionados

Posteriormente, a ferramenta de bioinformatica MEME (Multiple Em for Motif
Elicidation) foi utilizada para encontrarmos dominios semelhantes nos diferentes
peptideos selecionados, que poderiam constituir regides importantes de interagéao
com o parasito. O peptideo T8 foi excluido da analise pela similaridade com os
peptideos T4 e T9, o que prejudicava o encontro de dominios pela ferramenta.

Ao total, 5 dominios foram preditos (Figura 9). O dominio XQXXXW,
representado em azul, foi encontrado nos peptideos T1 e T5, enquanto o dominio
representado em roxo, TXXXKX, foi observado nos peptideos T1 e T2. Por sua vez,
as coloragdes em vermelho, verde e laranja determinaram os dominios XXXXXXSXX,
MTAXXX e PXXXXX, respectivamente, e foram encontrados nos peptideos T2, T3,
T4, T6, T7 e T9; T4 e T9; e T5 e T9, nessa ordem. A posicao de cada aminoacido

(conservado ou variante) nos dominios encontrados pode ser visto na Figura 10.
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Name p-value Motif Locations

T1 3.72e-8 I I
T2 200~
T3 1042 — — - —————————ses
T4 1.75e-11 | T —
T5 7.20e-6 : 1

T6 5.57e-5 I
T7 1274 —

T9 2.64e-12 | | T —

Figura 9: Dominios conservados entre os peptideos selecionados.

A predicao foi realizada utilizando a ferramenta de bioinformatica MEME. As cores azul, roxo, vermelho,
verde e laranja representam os dominios XQXXXW, TXXXKX, XXXXXXSXX, MTAXXX e PXXXXX,
respectivamente.

A B
44 4
34 3
T R
1 K 1 L
Ll e N e 0 ©
C D
- .
%3_ ‘ m3. W
nz-V NCS Y Ef
D-IQ Nééﬁ,{?&.‘?l‘ e v m e w A

~ N M = 1 O

Figura 10: Representagdo dos dominios encontrados.
A representagao grafica dos dominios foi feita utilizando o formato WebLogo.
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(Fig. 10, continuagao) Apds alinhamento das sequéncias de interesse, os aminoacidos conservados
e os variantes dos dominios encontrados sdo mostrados em suas respectivas posi¢des. (A) Dominio
roxo. (B) Dominio verde. (C) Dominio vermelho. (D) Dominio azul e (E) dominio laranja.

6.3. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE LIGAGAO DOS CLONES SELECIONADOS

Subsequente ao processo de selecdo e analises de bioinformatica, os clones
de bacteriéfagos selecionados foram testados quanto a capacidade de ligacao atraves
do ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica (ELISA). Conforme mostrado na figura 11,
sete clones apresentaram ligacao estatisticamente significante em relagéo a ligagéao
observada para o bacteriéfago selvagem (WT), sendo que destes, seis demonstraram

maior reatividade.

Ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica

ek

-
o
1

dededede dekkdk

v 7 ig

Absorbancia (495 nm)
o
(3, ]

0.0 l T T . T iy T T T
& Q > P R PR

Clones selecionados

Figura 11: Avaliagdo da capacidade de ligagdo dos clones selecionados através do Ensaio de
Imunoadsorgéo enzimatica (ELISA).

1 x 10 formas tripomastigotas foram expostas a 10° TU de bacteriéfagos referentes aos clones
selecionados, por 1 h. Posteriormente, a absorbancia foi medida a 495 nm apds 1 h de incubagédo com
anticorpos anti-M13.

Dentre os clones de bacteri6fagos selecionados, o clone que expressa o
peptideo denominado T2 demonstrou maior reatividade, sendo 2,5 vezes maior em
relacdo ao bacteriéfago selvagem (WT). Na sequéncia, os fagos expressando os
peptideos T9, T8, T6, T4, T3 e T7 apresentaram 2,3, 2,13, 2, 1,86, 1,83 e 1,56 vezes

maior capacidade de ligagdo quando comparados com o controle negativo.
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6.4. ENSAIO DE BLOQUEIO DE INFECGAO

Apos verificagdo da capacidade de ligacdo dos clones de bacteriéfagos
testados, nosso proximo passo foi avaliar se os clones com maiores reatividades (Fig.
11) poderiam apresentar outra atividade, além da de ligagdo, em relagdo aos
parasitos, como a interferéncia no processo de infectividade.

Inicialmente, o numero de células da linhagem LLC-MK2 infectadas foi
avaliado apds 24 h de infeccdo com as formas tripomastigotas que foram pré-
incubadas com os clones de fagos expressando os peptideos T2, T3, T4, T6, T8 e T9
(Figura 12).

Ensaio de bloqueio de infecg¢ao utilizando
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1009 —*

80+ -|-

n

©

g

3

Q

2

= =

& 601 -[

E P

S 40-

[+]

g

o 20-

£

g 0- T T T Vl': T I/
A A
&G \Y\ 4(1* ,<‘.) «b‘ «6 ,(b «Q

Clones selecionados

Figura 12: Ensaio de bloqueio de infec¢éo utilizando os clones de bacteriéfagos selecionados.
Formas tripomastigotas foram incubadas com os clones de bacteri6fagos selecionados por 1 h.
Posteriormente, monocamadas de células LLC-MK2 foram infectadas (razdo 10:1 parasitos/célula) por
um periodo de 24 h, sendo que o numero de células infectadas foi determinado em microscoépio de
fluorescéncia ap6s coloragdo com DAPI. TCT corresponde as formas tripomastigotas derivadas de
cultivo celular que ndo foram incubadas com fagos; WT refere-se ao bacteriéfago que nao é modificado
geneticamente para expressar peptideos recombinantes em sua superficie e TX (em que X é um
numero) é o bacteriéfago que expressa o peptideo designado pelo numero que lhe foi atribuido.

O unico clone de bacteriofago que demonstrou reducédo estatisticamente
significante foi o clone expressando o peptideo T2, que reduziu a taxa de infec¢ao das
formas tripomastigotas em 2,5 vezes.

Assim, nds prosseguimos 0s N0ssos ensaios com o clone de bacteriéfago que

expressa o peptideo T2, e também passamos a utilizar o peptideo T2 sintético.
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Utilizamos como controle negativo o scrambled do peptideo T2 e do peptideo T3 para
avaliarmos se a interacdo do peptideo com o parasito € dominio especifico.

Li et al. (2016) ja relataram que em periodos de 24 h, as formas amastigotas
intracelulares ja estdo em processo de replicagao. Dessa forma, para associarmos o
numero de amastigotas intracelulares com o numero de formas tripomastigotas que
infectaram as células LLC-MK2, o ensaio de bloqueio de infeccao seguinte foi
realizado novamente com o clone de bacteridfago expressando o peptideo T2, porém,
nessa ocasiao, nés reduzimos o tempo de infecgcdo de 24 h para 2 h e avaliamos o
numero de células infectadas (Fig. 13A) e o numero de amastigotas intracelulares (Fig.
13B) apds 12 h.

A Ensaio de bloqueio de infecgdo com o bacteriéfago
expressando o peptideo T2
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Figura 13: Ensaio de bloqueio de infecgéo utilizando o clone de bacteriéfago T2.
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(Fig. 13, continuagdo) Formas tripomastigotas foram incubadas com o clone de bacteri6fago
expressando o peptideo T2 por 1 h. Posteriormente, monocamadas de células LLC-MK2 foram
infectadas por um periodo de 2 h, sendo que o numero de células infectadas (A) foi determinado em
microscoépio de fluorescéncia 12 hpi apds coloragédo por DAPI e o nimero de amastigotas intracelulares
(B) foi determinado em microscoépio de fluorescéncia 12 hpi apoés coloragao por DAPI. TCT corresponde
as formas tripomastigotas derivadas de cultivo celular que nao foram incubados com fagos; WT refere-
se ao bacteriéfago que nao é modificado geneticamente para expressar peptideos recombinantes em
sua superficie e Fago T2 & o bacteriéfago que expressa o peptideo T2. TCT corresponde as formas
tripomastigotas derivadas de cultivo celular que n&do foram incubados com fagos; WT refere-se ao
bacteriéfago que ndo é modificado geneticamente para expressar peptideos recombinantes em sua
superficie e Fago T2 é o bacteriéfago que expressa o peptideo T2.

O bacteriéfago expressando o peptideo T2 reduziu as taxas de infecgao das
formas tripomastigotas em 1,6 vezes, enquanto nenhuma diferenca foi observada nas
taxas de infeccdo de formas tripomastigotas pré-incubadas com o bacteriéfago
selvagem. Também observamos que das células infectadas, a porcentagem de 1 (um)
amastigota por célula foi maior quando consideramos o fago T2.

A fim de obtermos resultados mais conclusivos sobre a influéncia do peptideo
T2 no processo de infeccdo, e para descartar a influéncia de outras proteinas
associadas ao bacteriéfago, nds utilizamos o peptideo T2 sintético em ensaios de
bloqueio de infeccdo nas mesmas condi¢gdes descritas. O numero de células
infectadas e o numero de amastigotas intracelulares pode ser visto nas figuras 14A e

14B, respectivamente.
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A Ensaio de bloqueio de infecgdo
utilizando o peptideo sintético T2
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Figura 14: Ensaio de bloqueio de infec¢céo utilizando o peptideo sintético T2.

Formas tripomastigotas foram incubadas com o peptideo sintético T2 nas concentragbes de 5 uM, 25
MM e 50 uM por 1 h. Posteriormente, monocamadas de células LLC-MK2 foram infectadas por um
periodo de 2 h, sendo que o numero de células infectadas (A) e o nUmero de amastigotas intracelulares
(B) foi determinado em microscépio de fluorescéncia 12 hpi apds coloragao por DAPI. TCT, formas
tripomastigotas derivadas de cultivo celular que nao receberam nenhum tratamento; T2 corresponde
ao peptideo sintético cuja sequencia foi determinada por Phage display, ScT2 e ScT3 sao peptideos
controles negativos de ligagéo, que correspondem a peptideos na forma embaralhada (scrambled) dos
peptideos T2 e T3, respectivamente.
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A taxa de infec¢ao dos parasitos foi reduzida em 1,8; 2,4 e 3 vezes quando as
formas tripomastigotas foram tratadas com 5 pM, 25 uM e 50 uM do peptideo T2, em
comparagao com a infecgéo realizada com as formas tripomastigotas ndo submetidas
a nenhum tratamento. Uma redugao na taxa de infeccao de 1,2 vezes foi observada
para os parasitos tratados em todas as concentragdes do peptideo ScT2, assim como
uma reducao de 1,4 vezes foi obtida quando utilizamos o peptideo ScT3.

Nenhuma diferenca estatistica foi observada nas taxas de infec¢ado entre os
tratamentos com o peptideo T2 nas concentracdes de 5 pM, 25 uM e 50 uM. Essas
taxas de infeccdo foram menores também em comparacdo com as taxas observadas
quando os parasitos eram tratados com o scrambled T2 e T3, como relatado acima.

Com relagdo ao numero de amastigotas intracelulares, observamos que uma
maior porcentagem das células infectadas com os parasitos tratados com 25 yM e 50
MM do peptideo T2 apresentou um unico amastigota, enquanto que uma reducgao de
quantidades maiores de amastigotas intracelulares (3) também pode ser visualizada
nas mesmas concentragdes do peptideo T2 utilizadas.

A figura 15 ilustra o processo de infecgdo quando os parasitos eram pré-
incubados com os peptideos sintéticos, em que podemos perceber visualmente a

reducdo das taxas de infecgao.

A LLC-MK2 BTCT

Figura 15: Padrao de infecgédo de células LLC-MK2 em ensaios de bloqueio de infecg¢ao utilizando o
peptideo sintético T2.

(A) Células da linhagem LLC-MK2 sem infecgéo e (B) Células infectadas com formas tripomastigotas
que nao foram pré-incubadas com peptideos sintéticos. As formas amastigotas intracelulares séo
mostradas em estruturas semelhantes aquelas apontadas pelas setas vermelhas.
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Figura 15 (continuacao): Padrdo de infecgéo de células LLC-MK2 em ensaios de bloqueio de infec¢ao
utilizando o peptideo sintético T2.

Células da linhagem LLC-MK2 infectadas com formas tripomastigotas que foram pré-incubadas com 5
pMM (C), 25 uM (D) e 50 uM (E) do peptideo sintético T2 e 5 uM (F), 25 uM (G) e 50 uM (H) do peptideo
sintético Scrambled ScT2. As formas amastigotas intracelulares sdo mostradas em estruturas
semelhantes aquelas apontadas pelas setas vermelhas.
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Figura 15 (continuagao): Padrao de infecgao de células LLC-MK2 em ensaios de bloqueio de infecgao
utilizando o peptideo sintético T2.

Células da linhagem LLC-MK2 infectadas com formas tripomastigotas que foram pré-incubadas com
25 uM (1) do peptideo sintético Scrambled ScT3. As formas amastigotas intracelulares sdo mostradas
em estruturas semelhantes aquelas apontadas pelas setas vermelhas.

Também, para verificarmos se o peptideo T2 poderia interferir na infectividade
do parasito através de interacdes com células de mamiferos e, assim, bloquear sitios
importantes de interacdo com o protozoario, nés pré-incubamos células da linhagem
LLC-MK2 com o peptideo. Em seguida, as células foram infectadas por 2 h com os
parasitos. Doze horas pdés-infecgdo, nds avaliamos o numero de células infectadas
(Figura 16). Observamos que nao houve diferenca nas taxas de infeccdo das formas
tripomastigotas, indicando que o peptideo tem interagdo especifica com o parasito,

ainda que mais ensaios sejam necessarios para a confirmag¢ao de nossos resultados.
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Ensaio de bloqueio de infecgdo em células LLC-MK2
pré-incubadas com o peptideo T2

60+

40-

20+

Numero de células infectadas

T2 ScT2  ScT3

Figura 16: Ensaio de bloqueio de infecgdo em células LLC-MK2 utilizando o peptideo sintético T2.

5 x 10 células da linhagem LLC-MK2 foram pré-incubadas com o peptideo sintético T2 nas
concentragdes de 5 uM, 25 uM e 50 uM por 1 h. Posteriormente, a monocamada celular foi infectada
com 5 x 10%formas tripomastigotas por um periodo de 2 h, sendo que o nimero de células infectadas
foi determinado em microscépio de fluorescéncia 12 hpi apds coloragdo por DAPIL. TCT, formas
tripomastigotas derivadas de cultivo celular que ndo receberam nenhum tratamento; T2 corresponde
ao peptideo sintético cuja sequencia foi determinada por Phage display, ScT2 e ScT3 séo peptideos
controles negativos de ligagéo, que correspondem a peptideos na forma embaralhada (scrambled) dos
peptideos T2 e T3, respectivamente

6.5. ENSAIO DE VIABILIDADE IN VITRO

Por fim, uma vez que observamos uma redug&o nas taxas de infecgdo quando
as formas tripomastigotas foram tratadas com o peptideo T2, analisamos se esse
comportamento poderia ser explicado pelo fato de o peptideo afetar a viabilidade
celular. De forma preliminar, testamos se o peptideo T2 poderia exercer atividade
citotoxica para os parasitos e para as células hospedeiras utilizando o reagente
Resazurina (Alamar Blue™), que é captado por células viaveis e reduzido a resorufina
(coloragao rosa).

Para esse ensaio, formas tripomastigotas foram submetidas ao tratamento com

o peptideo T2 por 3 h e 24 h (Figura 17), nas concentragdes de 5 uM, 25 uM e 50 uM.
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Ensaio de viabilidade em formas tripomastigotas
expostas ao peptideo T2 por3 he 24 h
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Figura 17: Ensaio de viabilidade em formas tripomastigotas de T. cruzi.

O ensaio foi feito utilizando-se as concentragdes de 5 M, 25 uM e 50 uM do peptideo T2, e avaliado
por 3 h e 24 h de exposigdo ao tratamento. Para a detecgdo da viabilidade, o reagente Alamar Blue™
foi utilizado e a absorbéancia foi medida a 595 nm. TCT, formas tripomastigotas derivadas de cultivo
celular que nao receberam nenhum tratamento; T2 corresponde ao peptideo sintético cuja sequencia
foi determinada por Phage display, ScT2 e ScT3 sao peptideos controles negativos de ligacdo, que
correspondem a peptideos na forma embaralhada (scrambled) dos peptideos T2 e T3,
respectivamente. DMSO 10% foi utilizado como uma condigéo de controle de reducgéo de viabilidade
celular.

Nos dois tempos avaliados de exposicdo dos parasitos ao peptideo T2, nao
houve diferenca estatistica entre os parasitos que foram tratados com as diferentes
concentracbes do peptideo tanto em relagdo as formas tripomastigotas que nao
receberam nenhum tratamento, assim como em relacdo ao grupo de controle
negativo. Nenhuma diferengca de viabilidade foi observada entre os grupos de
parasitos que foram tratados com as diferentes concentracdes utilizadas do peptideo.

Ainda que a viabilidade dos parasitos tenha reduzido quando consideramos o
tempo de exposicdo de 24 horas em comparagdo com a exposicdo de 3 h,
percebemos que os parasitos que nao foram tratados também apresentaram
viabilidade reduzida. Dessa forma, nao foi possivel associar a reducao da viabilidade
com uma possivel atividade toxica do peptideo T2.

Também avaliamos o efeito do peptideo T2 em células da linhagem LLC-MK2
que foram submetidas ao tratamento por 24 h (Figura 18A) e 48 h (Figura 18B) e nas

mesmas concentragdes anteriormente citadas.
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A Ensaio de viabilidade em células LLC-MK2
expostas ao peptideo T2 por 24 h
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Figura 18: Ensaio de viabilidade em células da linhagem LLC-MK2.

O ensaio foi feito utilizando-se as concentragdes de 5 uM, 25 yM e 50 uM do peptideo T2, e avaliado
por 24 h (A) e 48 h (B) de exposicao ao tratamento. Para a deteccao da viabilidade, o reagente Alamar
Blue™ foi utilizado e a absorbancia foi medida a 595 nm. T2 corresponde ao peptideo sintético cuja
sequencia foi determinada por Phage display, ScT2 e ScT3 séo peptideos controles negativos de
ligacdo, que correspondem a peptideos na forma embaralhada (scrambled) dos peptideos T2 e T3,
respectivamente. DMSO 10% foi utilizado como uma condigdo de controle de reducéo de viabilidade
celular.

De maneira semelhante ao observado para os parasitos, ndo houve alteracao
da viabilidade celular quando as células que foram tratadas com o peptideo T2 séo

comparadas com as celulas que nao receberam tratamento e também entre os grupos
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tratados nas diferentes concentragdes, tanto no tempo de exposicdo de 24 h quanto
de 48 h.

Nossos resultados sugerem que o peptideo T2 nao apresenta toxicidade para
0s parasitos e para as células da linhagem LLC-MK2 nas concentragdes e tempo de

exposicao avaliados.

7. DISCUSSAO

Ao longo dos anos, muitos estudos vém sendo realizados para elucidar os
mecanismos envolvidos para o estabelecimento de doengas infecciosas, e grande
parte desses estudos se concentram na identificacdo de moléculas alvo dos
patdgenos e dos hospedeiros. A contribuicdo da descoberta de moléculas ligantes a
patogenos ocorre em diversas areas do conhecimento, como novas terapias,
candidatos vacinais, métodos de diagnosticos, além de estudos de interagao
patégeno-hospedeiro (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016; BAZAN, CALKOSINSKI e
GAMIAN, 2012).

As técnicas bioquimicas classicas, como coimunoprecipitagcdo e ensaios de
pull-down, s&o limitadas para a avaliagcdo de um numero elevado de moléculas alvo.
Para contornar esse problema, a técnica de Phage display constitui uma abordagem
muito efetiva, rapida e facil para se fazer o screening de bibliotecas inteiras de
peptideos, anticorpos e/ou proteinas para se encontrar multiplos alvos
potencialmente importantes dos patégenos (ALMEIDA et al., 2011; COELHO et al.,
2015; NAGANO e TSUTSUMI, 2016; RHAIEM e HOUIMEL, 2016).

Como relatado por Nixon, Sexton e Ladner (2016), diversas medicagoes ja
foram descobertas pela técnica de Phage display, como Adalimumabe, usada para o
tratamento de artrite reumatoide, artrite idiopatica juvenil poliarticular, psoriase em
placas, Doenca de Crohn, colite ulcerativa e artrite psoriasica, assim como as
medicagcdes Belimumab e Ecallantide, empregadas no tratamento de lupus
eritematoso sistémico e ataques agudos de angioedema hereditario, respectivamente.

Na literatura, com relagdo a utilizagado de moléculas ligantes, a aplicagao de
anticorpos é muito relatada para o reconhecimento de antigenos. Contudo, a produgao
dessas moléculas, principalmente de anticorpos monoclonais, € dispendiosa,
laboriosa e necessita de processos de imunizacdo de animais. Uma alternativa a
imunizagao para a obtencéo de anticorpos, sejam eles policlonais ou monoclonais, é

realizar a busca de ligantes através de bibliotecas de scFvs, que sao anticorpos
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engenheirados de tamanho reduzido, e que mantém o sitio de ligagdo aos antigenos.
Apesar de anticorpos monoclonais serem apontados como tendo maior afinidade pelo
alvo, tal afinidade pode ser obtida utilizando a técnica de Phage display através dos
ciclos de biopanning, que selecionam os scFvs com maior capacidade de ligagcéo. O
aumento na afinidade e especificidade dessas moléculas também pode ser obtido
mais facilmente através de mutagénese aleatodria ou sitio dirigida (AHMAD et al., 2012;
FREI e LAI, 2016). Além disso, sabendo-se que as bibliotecas podem ter diversas
origens, os scFvs podem ser humanizados para reduzir fatores relacionados com a
imunogenicidade e facilitar a utilizagdo em abordagens que envolvam os seres
humanos (AYYAR e ATASSI, 2017; KHANTASUP et al., 2015).

Outra abordagem que pode ser utilizada € a busca de ligantes através de
peptideos sintéticos. A desvantagem é a necessidade de grande quantidade do
peptideo, de forma que uma biblioteca de peptideos expressa em fagos € uma
alternativa mais viavel em virtude da facilidade de se produzir elevadas quantidades
de bacteridfagos que expressam o peptideo de interesse.

No nosso estudo, utilizamos a biblioteca de peptideos construida por
Bonnycastle et al. (1996) denominada X15, em que X significa qualquer
aminoacido, para selecionar ligantes de superficie de formas tripomastigotas de T.
cruzi. A biblioteca utilizada apresenta tamanho de 1,3 x 10° clones e 0% de fagos
selvagens (WT), que s&o aqueles que nao apresentam peptideos recombinantes
expressos associados a proteinas de capsideo viral. O fago empregado na construgao
das bibliotecas € 0 f88.4, que contém duas copias do gene que codifica para a proteina
VIII (principal proteina do capsideo viral), sendo que uma copia codifica a proteina
normal (pVIll) e a segunda coépia codifica a proteina fusionada com peptideos na
porcao N-terminal (pVIIIR), além de possuir um gene de resisténcia a tetraciclina.

Optamos também por utilizar formas intactas de tripomastigotas vivos, no
intuito de preservar a conformacdo das proteinas encontradas na superficie do
parasito, ja que a extragao poderia prejudicar a conformacgao proteica. Mais ainda, a
utilizacao de parasitos intactos fornece a vantagem de os peptideos expressos na
superficie dos fagos interagirem apenas com as regides das proteinas do protozoario
que estao expostas, eliminando a possibilidade dos peptideos se ligarem a regides
que naturalmente se encontram internalizadas pelo parasito, o que inviabilizaria a

utilizagado das moléculas ligantes selecionadas.
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Utilizando a técnica de Phage display, ha o enriquecimento de bacteri6fagos
com maior capacidade de ligagao ao alvo ao longo dos ciclos de sele¢gao (ARAP, 2005;
LIM, WOO e LIM, 2019). Nossos resultados confirmam o enriquecimento progressivo
dos bacteriéfagos ligantes (Fig. 7). Outro ponto a se destacar € que a recuperagao
dos bacteriofagos selvagens ligantes foi menor em relagdo a todos os ciclos de
biopanning avaliados, como era esperado, ja que o enriquecimento dos fagos durante
o processo de selecao deve ocorrer devido aos peptideos que sao expressos
fusionados a proteina pVIII do fago, mas que ndo estdo presentes nos fagos nao
modificados.

Nosso dado de sequenciamento mostrou que os 12 clones de bacteriéfagos
sequenciados codificam 9 peptideos distintos (n&o redundantes) (Tabela 4). Dos
peptideos, 3 deles apresentaram sequéncias similares (T4, T8 e T9). Essa alta
variabilidade indica que um numero maior de clones deve ser sequenciado para
obtermos dados mais confiaveis sobre a frequéncia apresentada pelos peptideos
ligantes. Por outro lado, a alta variabilidade também pode refletir a diversidade das
moléculas de superficie encontradas em formas tripomastigotas de T. cruzi.

Quando as sequéncias obtidas foram analisadas utilizando a ferramenta de
bioinformatica BLASTp, percebemos que a maior parte das sequéncias dos peptideos
compartilham similaridade com imunoglobulinas humanas (Tabela 5), o que pode
indicar uma possibilidade de interacdo real com moléculas do hospedeiro. As
provaveis interacoes identificadas precisam ser validadas, pois estas podem constituir
mecanismos de resisténcia (escape) do sistema imune, ou de sensibilidade, seja via
opsonizagao ou via classica do sistema complemento.

Os tripanossomatideos, principalmente quando nos referimos a Trypanosoma
brucei e T. cruzi, apresentam mecanismos para evadir da resposta imunologica
mediada por anticorpos dos hospedeiros (NARDY, FREIRE-DE-LIMA, MORROT,
2015; STIJLEMANS et al., 2016), como veremos a seguir.

O conteudo génico de T. cruzie T. brucei é organizado em familias multigénicas
(PITA et al., 2019), permitindo a expressao de moléculas de superficie com epitopos
nao idénticos, porém semelhantes. T. brucei apresenta a variagao antigénica classica,
em que a maior parte dos parasitos expressam uma determinada variante antigénica,
enquanto uma parcela menor da populacdo expressa uma variante antigénica
diferente. Por exemplo, as glicoproteinas variantes de superficie (VSG) sdo as

principais proteinas de revestimento e constituem a chave para o estabelecimento da
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infeccdo a longo prazo por T. brucei. Quando s&o alvejadas por anticorpos, o
complexo VSG-anticorpo € internalizado pelo parasito para destruicdo do anticorpo e
a VSG, ou uma nova variante de VSG, que nao é reconhecida pelo anticorpo
anteriormente formado, € exposta, permitindo a evasdo do sistema imune e a
perpetuacdo da infeccdo. Além disso, a alta densidade de VSG na superficie do
protozoario protege outras proteinas nao variantes do reconhecimento dos anticorpos,
ainda que algumas proteinas ndo VSGs possam estar acessiveis as imunoglobulinas
(AITCHESON et al., 2006; MUGNIER, STEBBINS e PAPAVASILIOU, 2016; SUNTER,
WEBB e CARRINGTON, 2013).

Por outro lado, T. cruzi expressa simultaneamente varios determinantes
antigénicos, sendo que essa variagao € observada intra e inter cepas, dificultando o
encontro de moléculas de superficie comuns para o desenvolvimento de terapias
(TARLETON, 2015). Ja foi descrito que a expansao policlonal de células B,
principalmente nas fases iniciais da infecgao por T. cruzi, produz anticorpos de baixa
especificidade e afinidade pelo parasito. Também ja foi relatado que a acéo das
transialidases, que transferem 4acido sialico de glicoconjugados do hospedeiro
vertebrado para as mucinas de superficie do parasito, gera uma carga negativa na
superficie do protozoario e protege determinantes antigénicos das mucinas do
parasito do reconhecimento de anticorpos anti-galactosil (CARDOSO, REIS-CUNHA
e BARTHOLOMEU, 2015; PABLOS e OSUNA, 2012).

Ainda como um mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro, o T.
cruzi, principalmente as formas tripomastigotas, secreta espontaneamente moléculas
de membrana com potencial antigénico em um mecanismo conhecido como shedding
(GONCALVES et al., 1991). Das moléculas secretadas, o antigeno SAPA (Shed Acute
Phase Antigen) tem sido apontado como uma molécula capaz de induzir a formagao
de anticorpos em pessoas infectadas e, sendo o antigeno secretado, o parasito evade
do reconhecimento dos anticorpos produzidos (BRENIERE et al., 1997; VOLTA et al.,
2015).

Também referente as analises de BLASTp, encontramos as mucinas e as
fosfolipases A2. Relatos da literatura indicam que a glicoproteina gp82 é capaz de se
ligar na mucina gastrica, contribuindo para o estabelecimento da infec¢cdo de formas
tripomastigotas metaciclicas por via oral (NEIRA et al.,, 2003; YOSHIDA, 2009;
YOSHIDA, 2006). Apesar do fato de que nenhuma proteina especifica de formas

tripomastigotas tenha sido relatada como ligante de mucinas, € possivel que o parasito
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apresente moléculas de superficie de interajam com tais glicoproteinas,
principalmente quando consideramos o contato de hospedeiros vertebrados com
sangue contaminado. Esse tipo de contaminagao pode ocorrer, por exemplo, de forma
acidental ou quando levamos em consideragao a manutengéo do ciclo do parasito no
meio silvestre, em que os animais podem se contaminar através da predacao de
outros mamiferos parasitados (JANSEN, 2013; JANSEN, XAVIER e ROQUE, 2018;
TELLERIA e TIBAYRENC, 2017). Dessa maneira, assim como ocorre com as formas
tripomastigotas metaciclicas, a interagcao de proteinas de formas tripomastigotas com
as mucinas pode consistir em uma forma de adesdo do parasito ao sistema
gastrointestinal, para posterior invasédo de células epiteliais subjacentes.

Em contrapartida, quando consideramos as fosfolipases A2 em
tripanossomatideos, alguns estudos relacionam as enzimas com a regulagdo da
entrada de calcio em Trypanosoma brucei (EINTRACHT, 1998), assim como com a
progressao de lesdes cutaneas causadas por Leishmania amazonensis (PASSERO
et al., 2008). Bordon et al. (2018) observaram que inibidores de fosfolipase A2 de
Leishmania amazonensis reduziu o parasitismo na pele de camundongos infectados.
Em T. cruzi, Connelly e Kierszenbaum (1984) expuseram que o pré-tratamento de
formas tripomastigotas com fosfolipase A2 aumentou a infectividade em macréfagos,
e a presenga de inibidores da enzima impediu a associagdo dos parasitos com
macrofagos e também com células n&o fagociticas, mas a fonte da enzima nao foi
bem esclarecida pelos autores. E notavel a caréncia de estudos que relacionam
fosfolipases do hospedeiro mamifero com o parasito, ndo nos permitindo tirar
conclusdes mais precisas acerca da possivel interagcado patégeno-hospedeiro.

Semelhante ao observado em relacdo as fosfolipases A2, os estudos que
relacionam miosina quinase (também encontrada nas analises de BLASTp) ao
parasito sao incipientes. Especulacdes sao feitas em virtude de ser demonstrado que
0 parasito provoca alteracdes no citoesqueleto de células infectadas, que o auxilia nos
processos invasao, estabelecimento da infeccdo e multiplicagcdo no citoplasma da
célula infectada, além do fato de ja ser demonstrado que o parasito afeta a
contratilidade de cardiomiocitos (MOTT et al., 2009; TANIWAKI et al., 2006).

Apesar de todas as predicdes realizadas com o BLASTp a respeito de possiveis
proteinas humanas que podem mimetizar a interagado que os peptideos selecionados
realizam com moléculas de superficie de formas tripomastigotas de T. cruzi, ensaios

de competicao precisam ser feitos para comprovar a possivel interagao.
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Nossas analises utilizando a ferramenta Phyre2 demonstraram que as
sequéncias cobertas pelo alinhamento das proteinas mimetizadas pelos peptideos
selecionados estdo expostas (Figura 8), indicando que tais moléculas podem constituir
reais sitios de interagdo com o parasito. As predigdes 3D também demonstraram que
muitas das sequéncias estdo presentes nos sitios de ligacdo ao antigeno das
imunoglobulinas, o que poderia indicar um mecanismo de defesa dos hospedeiros
vertebrados na tentativa de eliminar o protozoario, ainda que predigdes de regides de
juncdo também apareceram nos resultados. Nesse caso, o resultado encontrado
sinaliza que o parasito pode ter mecanismos de ligagao aos anticorpos em regides
que impedem seu reconhecimento efetivo pelas moléculas, evadindo do sistema
imunoldgico.

A localizagdo da sequéncia referente ao peptideo T3 em sitios de
reconhecimento ao antigeno presente em receptores de células T (Figura 8C) pode
indicar que as moléculas alvo nas formas tripomastigotas sdo potencialmente
antigénicas. Consequentemente, tais moléculas poderiam ser processadas e
expressas por células apresentadoras de antigenos, que expdem os antigenos aos
linfécitos T para desenvolver uma resposta imune na tentativa de combater o
protozoario.

Saénz-Garcia (2018, dados nao publicados), apds utilizagcdo da técnica de
Phage display para encontrar peptideos ligantes de formas epimastigotas de T. cruzi,
também utilizou a ferramenta Phyre2 para demonstrar que os residuos do peptideo
encontrado, denominado EPI18, estavam expostos nas proteinas preditas na analise
de BLASTp. O trabalho demostra a possibilidade de outros sitios reais de interacéo
de proteinas do hospedeiro invertebrado com outra forma evolutiva do protozoario.

Utilizando a ferramenta MEME, encontramos 5 dominios conservados entre os
peptideos (Figura 9). Tendo em vista que as sequéncias dos peptideos obtidos n&o
apresentam alto grau de similaridade, os dominios observados podem constituir sitios
importantes para a interagdo com o parasito.

Assim como Costa et al. (2019), Li et al. (2019), Li et al. (2019) e Liu et al.
(2019), uma vez que os clones de bacteriofagos foram selecionados, nos utilizamos o
ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) para comprovar a capacidade de
ligacao dos clones com a superficie das formas tripomastigotas (Figura 11). Nos
encontramos sete clones de bacteriéfagos em que é possivel notar que os peptideos

expressos na superficie do fago podem reconhecer e se ligar a moléculas presentes
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na superficie das formas tripomastigotas com maior seletividade, quando comparados
com o bacteriofago ndo modificado (WT). Novamente, o resultado indica que a
interacdo ocorre em virtude dos peptideos nao proprios do bacteriéfago. O clone
expressando o peptideo T2 foi o que demonstrou maior reatividade, sendo que nés o
escolhemos para prosseguir com os demais testes, porém, os outros peptideos
também serdo avaliados posteriormente.

Ainda que o ensaio de imunoadsorgédo enzimatica seja uma forma simples de
fazer uma avaliagdo dos clones de bacteri6fagos de maior reatividade, nés ainda
realizaremos testes de ligagdo com os peptideos sintéticos (tanto T2 quanto os demais
peptideos selecionados) utilizando outras metodologias, como por exemplo, usando
os peptideos com marcacao. Tal necessidade ocorre em virtude de que a reatividade
observada quando o ELISA é realizado com os bacteriéfagos pode ser influenciada
pelas proteinas proprias do bacteriéfago, que podem estabilizar ou prejudicar a
ligacao dos peptideos com a superficie das formas tripomastigotas. Além disso, o
resultado obtido pode ser influenciado pela quantidade de proteinas recombinantes
que o fago expressa, que pode variar para cada peptideo.

Além de se ligar na superficie do parasito, nés também avaliamos se o peptideo
T2 poderia influenciar os processos de infecg¢ao, ja que muitos peptideos sdo descritos
com atividade de redugao e/ou bloqueio da infecgao de células por patégenos. Por
exemplo, Krepstakies et al. (2012) demonstraram que peptideos sintéticos anti-
lipopolissacarideos (SALPS) podem inibir a infecgdo dos virus HIV-1, HSV (1 e 2),
HBV e HCV, através da ligacao em porc¢des de heparan sulfato nas respectivas células
hospedeiras, podendo-se desenvolver terapias visando o bloqueio de infecgdes virais
multiplas. Também, Jakobsen et al (1998) relataram um peptideo que bloqueou a
infeccao de merozoitos de Plasmodium falciparum em eritrécitos e Ye et al. (2016)
encontraram um peptideo através da técnica de Phage display que impediu a adeséo
do virus HBV em células hepaticas, acdo que culminou no impedimento da infecgao
viral por meio do bloqueio da regido preS1 de glicoproteinas de envelope do virus.

Recentemente, nosso grupo desenvolveu um scFv, denominado 10D8, que
reduziu as taxas de infeccdo de formas tripomastigotas metaciclicas em
monocamadas de células LLC-MK2, por alvejar gp35/50 do parasito. Dessa forma,
pode-se pensar na utilizacdo do scFv 10D8 em estratégia de paratransgénese, no
intuito de alvejar o parasito no hospedeiro invertebrado e impedir os ciclos de

perpetuacdo de contaminacdo dos hospedeiros mamiferos (DEMEU et al., 2019).
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Neste trabalho, demonstramos que, dos clones de bacteriéfagos selecionados
através da técnica de Phage display, o clone que expressa o peptideo denominado
T2 se mostrou mais promissor para bloquear a infec¢ao de formas tripomastigotas em
monocamadas de células LLC-MK2 (Figura 12). Sendo assim, o peptideo T2 sintético
foi escolhido para a realizacdo dos demais ensaios de bloqueio de infeccdo. Nossos
resultados inicialmente demonstraram que a taxa de infecgdo dos parasitos que
estiveram em contato com os fagos que expressam o peptideo T2 foi maior quando o
tempo de infeccao foi de 24 h, em comparacado com a infecgao realizada por apenas
2 h (Figura 13), mas utilizando-se as mesmas concentragdes de fagos em ambos
ensaios. Tal resultado pode indicar que o parasito possui mecanismos de eliminagao
de moléculas ligantes quando em contato com essas moléculas por um tempo
prolongado, ou a ligacdo do fago a superficie do parasito é capaz de atrasar a
infeccao, porém nao bloqueia permanentemente o processo infeccioso.

Observamos ainda que o peptideo sintético foi capaz de reduzir as taxas de
infeccdo em todas as concentragdes utilizadas (5 uM, 25 uM e 50 uM) (Figura 14A).
Apesar de nossos peptideos controle (Scrambled) causarem uma leve reducao na
infectividade independente da concentracdo, podemos inferir que a escolha da
sequéncia dos scrambled eliminou dominio(s) importante(s) para a interagdo com o
parasito. Contudo, a capacidade de ligacdo devera ser validada também pela
incubagao com peptideos marcados.

Além do numero de células infectadas ter sido reduzido quando os parasitos
foram tratados com o peptideo sintético, o numero de amastigotas intracelulares
também foi reduzido nas concentragcées de 25 yM e 50 uM de T2 (Figura 14B),
refletindo a menor capacidade de invasao das formas tripomastigotas.

Posteriormente fomos avaliar se a reducdo da capacidade de infecgcdo dos
parasitos poderia estar associada a uma reducao da viabilidade do protozoario em
virtude de uma possivel atividade téxica exercida pelo peptideo T2.

Nesse contexto, diversos autores ja relataram a acdo de peptideos
potencialmente toxicos e com atividade litica, que se da inicialmente pela interagao
eletrostatica com a membrana plasmatica, com posterior formagdo de um poro na
membrana, provocando a morte do alvo por necrose (CHEN et al., 2012). Por
exemplo, Liu et al. (2016) desenvolveram um peptideo litico e demonstraram a
reducao de viabilidade de células U937 através de ensaios mediados por MTT, além

de ZHONG e CHAU (2008), que expuseram a possibilidade de utilizagédo de peptideos
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liticos como agentes com atividade anticancer para contornar problemas relacionados
a resisténcia a drogas.

Em T. cruzi, ja em 1995, Barr, Rose e Jaynes relataram a atividade litica do
peptideo denominado DC-1 em formas amastigotas intracelulares. A molécula
promoveu a redugao da parasitemia em camundongos infectados que foram tratados
com o peptideo. Por outro lado, Durvasula et al (1997) apresentaram a potencial
aplicacdo em paratransgénese do peptideo antimicrobiano Cecropin A, ao
observarem que o peptideo expresso no intestino do vetor Rhodnius prolixus pela
bactéria Rhodococcus rhodnii modificada era capaz de reduzir a quantidade de formas
tripomastigotas metaciclicas presentes no inseto. Adade et al. (2016) também
relataram a atividade toxica do peptideo antimicrobiano (AMP) melitina em formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas intracelulares.

Contrariamente ao que é relatado na literatura para outros peptideos, o
peptideo T2 nao apresentou atividade toxica para os parasitos em 3 h de exposigao.
Quando o tempo de exposicao foi elevado para 24 h, observamos uma redugao na
viabilidade dos parasitos (Figura 17). Contudo, n&do podemos associar o peptideo T2
ao decréscimo da viabilidade, tendo em vista que as formas tripomastigotas que nao
foram expostas a nenhum tipo de tratamento também apresentaram viabilidade
reduzida quando comparados com os parasitos nao tratados que foram avaliados por
3 h. Levando em consideragédo que as formas tripomastigotas s&o mantidas atraves
de infecgdo em monocamadas celulares, nosso resultado pode indicar que a taxa de
sobrevivéncia dos tripomastigotas é baixa quando o parasito se encontra em um
ambiente fora de cultivo celular. Dessa maneira, podemos concluir que o peptideo T2
€ capaz de interagir com a superficie das formas tripomastigotas de T. cruzi, mas nao
apresenta atividade toxica e, consequentemente, atividade litica para o parasito.

De forma semelhante, a viabilidade das células LLC-MK2 nao foi reduzida
quando as células foram tratadas com o peptideo T2 por 24 h e 48 h nas mesmas
concentracgodes testadas (5 uM, 25 yM e 50 uM) para os parasitos (Figura 18).

Em virtude da nao toxicidade do peptideo T2 para o parasito, a utilizacdo da
molécula para alvejar os protozoarios poderia ser associada a moléculas toxicas,
como o Benznidazol, ja utilizado no tratamento de pessoas infectadas, e Cecropin A,
como foi mencionado anteriormente nesse topico.

Ainda com relagado as moléculas téxicas, Madison et al. (2007) demonstraram

que as defensinas a-1 induzem a apoptose de formas tripomastigotas de T. cruzi apos
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mediarem a formacdo de um poro na membrana do parasito e induzirem a
fragmentacdo do DNA nuclear e mitocondrial. Johnson et al. (2013) expuseram que
as mesmas defensinas sao capazes de promover o descolamento e liberagdo do
flagelo do parasito e reduzem as taxas de infeccdo em aproximadamente 80%. Os
trabalhos sugerem que derivados de defensivas podem ser explorados como agentes
com atividade tripanocida a serem direcionados especificamente ao protozoario
mediante moléculas ligantes de superficie.

Ja relatamos que MacGregor et al. (2019) utilizaram um anticorpo fusionado a
pirolobenzodiazepina (PBD) para eliminar a infeccdo em camundongos por T. brucei.
Similarmente, poderiamos avaliar a atividade da toxina associada ao peptideo T2 em
T. cruzi, tendo em vista que os tripanossomatideos podem ser suscetiveis a drogas
que se liguem ao sulco menor do DNA (BARRET, GEMMEL e SUCKLING, 2013),
como ocorre com o0 mecanismo de agao de PBD. Com acao similar, dois derivados de
N-fenilbenzamida bis (2-aminoimidazol) e de cinco compostos estruturalmente
similares a distamicinas foram relatados por Millan et al. (2017) e Scott et al. (2016),
respectivamente, contra T. brucei. Além de também ja ser mostrado a atividade de
compostos ligantes a DNA em outras infecgbes parasitarias, como nas leishmanioses
e malaria (SANDS, KRON e BROWN, 1985; YERAMIAN et al., 2005).

Sabemos que muitas doengas precisam urgentemente de novas terapias, mas
também é sabido acerca da dificuldade do desenvolvimento de novas medicagdes.
Dessa forma, paralelamente aos estudos de descobrimento de moléculas terapéuticas
mais eficazes, € possivel se pensar em novas abordagens terapéuticas para melhorar
a atuacao das drogas atualmente existentes (que em sua maioria sdo apontadas como
possuindo elevada toxicidade ao paciente) para essas diversas enfermidades.

Uma nova abordagem terapéutica que tem despertado o interesse nas mais
diversas areas da medicina € a utilizagdo de nanoparticulas. No campo biolégico, os
relatos variam desde tratamentos a métodos de diagnostico (KHAN, SAEED e KHAN,
2019). No caso da utilizagao de nanoparticulas como um sistema de entrega de
drogas aplicado a tratamentos, as vantagens relatadas s&o das mais diversas: incluem
a possibilidade de direcionamento especifico para o local de agdao mediante
associagdao com moléculas de ligacdo ao alvo, assim como a liberacdo gradual de
drogas, que reduz os efeitos colaterais associados as medicagdes e contribui para
maior adesao dos pacientes aos processos terapéuticos (ALEXIS et al., 2008; JONG
e BORM, 2008; VARSHOSAZ e FARZAN et al., 2015).
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Embora muito exploradas na area de diversos tipos de cancer, as
nanoparticulas também vém sendo estudadas em abordagens que envolvem os
tripanossomatideos, como descrito anteriormente (item 2.2).

Nesse sentido, Arias et al. (2014) adotaram uma abordagem para eliminar
cepas de Trypanosoma brucei resistentes a medicagdo usual, pentamidina. Os
autores descobriram um nanobody que, em virtude do tamanho reduzido, foi capaz de
reconhecer regides conservadas mais internas das VSGs do parasito e, associado ao
nanobody, o grupo fusionou nanoparticulas contendo pentamidina. Como resultado,
uma vez que o nanobody interagia com as VSGs, o parasito internalizava o sistema
de entrega de drogas, recebendo a medicacdo por uma via ndo dependente de
receptor. Ainda mais, os autores também demonstraram que o parasito era eliminado
utilizando-se doses de pentamidina menores aquelas empregadas no tratamento
convencional, uma vez que o sistema de entrega de drogas elaborado era especifico
ao protozoario.

De forma similar, podemos utilizar o peptideo T2 para direcionar
especificamente nanoparticulas contendo Benznidazol para o T. cruzi. Levando em
consideragao que o peptideo T2 apresenta um tamanho menor (~2 kDa) que o
nanobody (15 kDa) encontrado por Arias et al. (2014), ha a possibilidade de o peptideo
também reconhecer proteinas de superficie em regides localizadas mais proximas
(internas) a membrana do protozoario, podendo levar ao reconhecimento de regides
mais conservadas do protozoario em diferentes cepas de T. cruzi e ampliando a sua
aplicagao.

Em resumo, ha uma diversidade de abordagens e moléculas para alvejarem os
tripanossomatideos (e outros patdgenos). Tais recursos devem ser explorados em
estudos que possam contribuir para reduzir/impedir os processos infecciosos, assim
como no desenvolvimento de abordagens terapéuticas para curar e/ou melhorar as

condicdes de saude da populacéo infectada.

8. CONCLUSOES

Neste trabalho, nosso grupo demonstrou a utilizagdo da técnica de Phage
display para selecionar peptideos ligantes a superficie de formas tripomastigotas de
T. cruzi. Analises de bioinformatica nos direcionam principalmente para as

imunoglobulinas humanas como bons interatores, sendo que ensaios de competigéao
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precisam ser realizados para avaliarmos se as moléculas podem realmente mimetizar
a interagao que os peptideos selecionados realizam com o parasito.

Os ensaios de bloqueio de infeccdo demonstraram que tanto o bacteriéfago
expressando o peptideo T2, assim como o peptideo sintético, foram capazes de
reduzir as taxas de infecgdo das formas tripomastigotas em monocamadas de células
LLC-MK2. Porém, ainda que o peptideo sintético tenha demonstrado atividade de
reducdo da infeccao, o peptideo nado possui atividade toxica para os parasitos e para
células mamiferas em todas as concentragdes utilizadas, indicando que a utilizagao
do peptideo T2 em abordagens para alvejar e eliminar o parasito deve ser associada

a moléculas tdxicas para o protozoario.

9. PERSPECTIVAS

Nossos préoximos passos consistirdo na continuacdo da caracterizacdo da
capacidade de ligagao do peptideo sintético T2 por microscopia confocal e citometria
de fluxo, através da biotinilagdo do peptideo. Mesmo que somente o peptideo sintético
T2 tenha sido relatado no presente trabalho, nds pretendemos avaliar a capacidade
de ligacao e de bloqueio de infecgao com os demais peptideos selecionados, também
sintéticos. Outra proposta é analisar a toxicidade do(s) peptideo(s) por métodos mais
precisos, como ensaios mediados por iodeto de propidio, seguido da analise em
citometria de fluxo.

Além disso, tendo em vista a diversidade genética e fenotipica do T. cruzi, nés
objetivamos realizar nossos ensaios posteriores com peptideos ligantes em diferentes
cepas do protozoario, com a finalidade de encontrar ligantes que possuam alvos
comuns entre os parasitos.

Recentemente, o pds-doutorando Guilherme Picheth, do departamento de
Patologia Basica, conjugou o peptideo T2 em nanoparticulas. Essa conjugacéao
permitira que nossos ensaios sejam feitos com drogas encapsuladas (como o
Benznidazol), no intuito de desenvolver um sistema de entrega de drogas especifico
para o parasito. Ainda nesse contexto, pretendemos realizar experimentos de
peptideos conjugados a drogas em modelos in vivo infectados com o protozoario.

O sucesso dessa linha de pesquisa contribuira no desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas para alvejar o parasito nos hospedeiros vertebrados,
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reduzindo doses necessarias das medicacdes, assim como os efeitos colaterais

causados pelas terapias atuais.

“A ciéncia nunca resolve um problema sem
criar pelo menos outros dez”.

George Bernard Shaw
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