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1. Introdugéo

1.1 Doenga de Chagas

A doenga de Chagas, causada pelo T. cruzi (Trypanosoma cruzi), sé
existe no Continente Americano, distribuida geograficamente desde o México
até o sul da Argentina. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
mostram que 16-18 milhdes de pessoas se encontram infectadas pelo T. cruzi
e aproximadamente, outras 100 milhées que vivem em areas endémicas estao
sujeitas a contrair a doenga (WHO, 19981; Moncayo, 1999).

T. cruzi € um parasita protozoario flagelado transmitido principalmente,
pelas fezes e urina de vetores triatomineos contaminados ou por transfusao
sanguinea e, mais raramente, por transmissao congénita.

Atualmente, a interrupgdo da transmissao vetorial permanece sob
controle em varios paises do Continente Americano (Argentina, Uruguai e
Paraguai), tendo conseguido a erradicagdao de vetores em outros (Brasil e
Chile) (Moncayo, 1999; Dias & Schofield, 1999).

Entretanto, face a inexisténcia de vacinas e de drogas apropriadas para
tratamento em larga escala, as pessoas infectadas, ainda permanecem como
fonte de risco da transmissao, por via transfusional. Em vista do constante
movimento migratdrio rural/urbano, o controle da transmissao do T.cruzi por
transfusdo sanguinea continua em estado de alerta. Como medida de controle,
a triagem sorolégica de amostras de doadores em bancos de sangue, faz-se
necessaria, para a prevengao do surgimento de novos casos (Schmunis, 1991;
Salles, 1996; Umezawa et al., 2001b).

T. cruzi é encontrado no hospedeiro vertebrado como formas
tripomastigota e amastigota. As formas tripomastigotas metaciclicas, presentes
nas fezes e urina do vetor triatomineo, infectam o hospedeiro através da
mucosa integra ou pele lesada. Apds invadir as ceélulas do ‘hospedeiro, os
tripomastigotas diferenciam-se em formas amastigotas e se multiplicam- por
divisao binaria. Depois de varias replica¢6es, as formas amastigotas
transformam-se em tripomastigotas e migram para a corrente sanguinea,
invadindo outras células (Brener, 1992).



A doencga de Chagas apresenta, clinicamente, duas fases distintas:

Fase aguda - inicia uma semana apds a infec¢do, podendo alguns
pacientes (cerca de 3%) apresentar sinais clinicos caracteristicos como: febre,
aumento de linfonodos, edema palpebral unilateral (sinal de Romana no local
da infecgdo). Nesta fase, os parasitas circulantes sao facilmente identificados e
a detecgao de anticorpos IgM caracteriza a fase aguda da doencga.

Fase cronica — inicia-se dois a rés meses apés a infecgdo. Nesta fase é
mais dificil a detec¢ao de parasitas circulantes. Por isso, o diagndstico de escolha é
a detecgdo de anticorpos IgG anti-T.cruzi, pelas técnicas sorolégicas convencionais.

Segundo as caracteristicas clinicas, a fase crénica & subdividida em
formas: indeterminada, cardiaca e digestiva.

Forma Indeterminada — ocorre em 60-70% dos pacientes chagasicos
cronicos, sem sintomatologia clinica aparente, que podem evoluir para outras
formas da infecgao.

Forma Cardiaca - abrange 30-40% das infecgdes crénicas em adultos
gque podem apresentar desde arritmias, disfun¢gdes cardiacas, anormalidades
no eletrocardiograma ou até cardiomiopatias.

Forma Digestiva — ocorre em cerca de 10% dos casos chagasicos,
geralmente por acometimento do megacolon e megaesdfago, que causa disfagia
nos pacientes. Pode ocorrer nos pacientes associada a forma cardiaca.

A resposta humoral da doenga de Chagas é caracterizada pelo
aparecimento cronolégico de classes especificas de anticorpos durante o
desenvolvimento da infecgao. Os anticorpos especificos da classe IgM, que
estdo presentes na fase aguda da doen¢a (Camargo & Amato-Neto, 1974;
Camargo, 1992), ocorrem simultaneamente com o aumento de anticorpos
especificos da classe IgA (Schmunis et al., 1978, Primavera et al., 1988; Reyes
et al., 1990; Matsumoto et al., 1993; Lorca et al, 1995; Umezawa et al., 1996a).
Os anticorpos da classe IgG, presentes desde a fase aguda, acompanham a
infecgao durante a fase crénica da doenga (Camargo, 1992). Os anticorpos IgM
especificos também podem ser encontrados nas infecgdes congénitas
(Camargo & Amato-Neto, 1974).

O tratamento da doenga de Chagas é realizado em pacientes

diagnosticados como sendo de fase aguda, em profissionais acidentados e em



imunossuprimidos (por infec¢do HIV ou transplante de 6rgaos, susceptiveis de
reativagoes). Atualmente, o tratamento também é administrado em criangas e
adultos jovens que se encontram na forma indeterminada ou cardiaca da
doenc¢a de Chagas (Rassi & Luquetti, 1992).

As drogas disponiveis para o tratamento: nifurtimox (Lampit, Bayer) e
benznidazole (Rochagan, Roche) possuem eficacia duvidosa. Fato este, que
pode estar relacionado a susceptibilidade variavel das cepas encontradas em
diferentes areas geograficas. Aliado a este fato, os medicamentos apresentam
alta toxicidade, podendo causar desde nauseas e vomitos, até hipoplasia da
medula dssea, dermatite e polineurite (Dias & Schofield, 1999).

1.2 Diagnéstico sorolégico da Doenga de Chagas

O diagnéstico da doenga de Chagas é realizado por testes soroldgicos.
Atuaimente, os testes mais comumente empregados sao: Imunofluorescéncia
indireta (IFl), Hemaglutinagao indireta (HAl) e ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay). O diagnostico sorologico fornece suporte, tanto para
corroborar dados clinicos, come para triagem de doadores em banco de
sangue e avaliagao de estudos epidemiologicos.

Na triagem sorolégica da doenga de Chagas, em doadores de bancos
de sangue, & obrigatério utilizar-se de pelo menos duas metodologias ou
preparagées antigénicas diferentes (WHO, 1991). Usualmente uma terceira
metodologia é realizada para a confirmagdo do diagndstico, visto que as
técnicas disponiveis no mercado, nao raramente, fornecem resultados
inconclusivos (Oelemann et al. 1999a; Saez-Alquézar et al., 2000).

A reégéo de IFIl para a doenga de Chagas foi descrita por Camargo et
al. (1966). Na reacdc de IFl sao utilizadas formas epimastigotas do T. cruzi
formolizadas e fixadas em laminas. Pela técnica original, o soro do paciente era
diluido a 1/10 e depois revelado com anti-yglobulina humana conjugada com
isotiocianato de fluoresceina. Atualmente o conjugado foi substituido por outros
com anticorpos de cadeia especifica para classes 1gG e IgM, que eliminam
ligagbes inespecificas. Camargo & Amato-Neto (1974) descreveram a reagao
de IFI-lgM para o diagnoéstico da infecgdo chagasica aguda utilizando

conjugados especificos. Desde entdo, o teste de IFI-igM foi rapidamente



introduzido para a detecgdo de anticorpos IgM nos soros de pacientes com
infecgdo chagasica aguda e congénita. Nas infecgdes congénitas, a absorgao
prévia do soro com fator reumatoéide, evita a interferéncia deste fator,
frequentemente presente em diversas patologias do recém-nascido.

A reagédo de HAI foi inicialmente descrita por Cerisola et al. (1962).
Posteriormente, modificagbes foram introduzidas, como a utilizagdo de um
reagente estavel de hemaglutinagdo com antigenos polissacaridicos
(Hoshino-Shimizu et al., 1978) que permitiu, também, a detecgao de infecgbes
mais recentes da doenga de Chagas. O antigeno foi preparado de formas
epimastigotas do T. cruzi, submetidas a uma hidrélise alcalina (NaOH 0,15M) e
posterior neutralizagao (HCI1 0,15 M).

A partir da descricao de Voller et al. (1975), a técnica de ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) foi padronizada com extratos de formas
epimastigotas, submetidas ao tratamento alcalino, descrito por
Hoshino-Shimizu et al., (1978) para o diagndstico da doenga de Chagas. Varios
outros ensaios de ELISA foram descritos, utilizando antigenos purificados do
T. cruzi, como GP90 kDa, GP25 kDa, GP72 kDa (Schechter et al., 1985;
Scharfstein et al., 1985 e Schechter et al., 1986). Mais recentemente, antigenos
recombinantes e peptideos sintéticos, também foram avaliados por ELISA em

estudos muliti-céntricos (Moncayo & Luquetti, 1990; Umezawa et al., 1999a).

1.2.1 Desempenho diagnéstico

Os métodos sorologicos convencionais, empregados atualmente na
doenga de Chagas, utilizam o parasita integro, extrato total ou proteinas
purificadas de formas epimastigotas do 7. cruzi, formas nao infectantes,
facilmente obtidas em meios de cultura liquidos.

Embora, altamente complexas, estas preparagdes antigénicas
provenientes de formas epimastigotas fornecem alta sensibilidade no
diagnéstico sorolégico de pacientes na fase cronica da doenca de Chagas.
Todavia, a especificidade é comprometida pela grande heterogeneidade de
moléculas presentes nestes extratos, que propiciam a ocorréncia de reagdes
falso-positivas. Esta reatividade cruzada pode ocorrer com anticorpos

presentes em soros de pacientes com outras moléstias ou infecgdes



principaimente daqueles com leishmaniose visceral (Chiller et al., 1990:
Schattchneider et al., 1992; Matsumoto et al., 1993; Velasquez, et al., 1993;
Umezawa et al., 2001a).

O diagnéstico sorologico efetuado com os testes convencionais pode
resultar em casos inconclusivos ou duvidosos, fato comum na triagem de
doadores em bancos de sangue. Estes resultados contraditérios geram
anualmente um descarte de 3,7% das bolsas de sangue, por falta de um teste
confirmatério eficaz (Salles et al, 1996; Oelemann, et al., 1999b;
Saez-Alquezar et al., 2000). _

Os testes soroldgicos convencionais podem fornecer também resultados
falso-negativos, principalmente no diagnédstico de recém-nascidos de maes
chagasicas e de pacientes de fase aguda (Lorca et al.; 1995; Umezawa et al.,
1996b). Este fato pode decorrer da auséncia de epitopos especificos em formas
epimastigotas capazes de detectar a infecgao chagasica aguda.

Varios autores mostraram que na fase inicial da infecgao, os anticorpos
precocemente produzidos reagem principalmente com epitopos localizados na
superficie de formas tripomastigotas, os quais nao sao compartilhados pelas
duas formas do T. cruzi (Affranchino et al., 1989; Gongalves et al., 1991;
Umezawa et al., 1996b, Umezawa et al., 2001a).

Estudos realizados com antigenos purificados de formas epimastigotas
do T. cruzi, com a finalidade de melhorar a especificidade da sorologia da
doenca de Chagas, nao forneceram desempenho diagnéstico satisfatorio
(Solana et al.,, 1995; Teixeira et al.,, 1994). Além disso, as preparagoes
antigénicas provenientes de formas epimastigotas nao permitem o diagndstico
diferencial entre fases da infecgéo, ou formas clinicas da doenga de Chagas.

A principal dificuldade dos testes convencionais, utilizados no
diagndstico da doenga de Chagas, tem sido a sua incapacidade em monitorar e
diagnosticar cura nos pacientes submetidos ao tratamento especifico. Os
pacientes chagasicos tratados apresentam anticorpos detectédos pela
sorologia convencional, mesmo na auséncia de parasitas no sangue -
(Krettli 1999; Luquetti, 1997).

Poucos -estudos relatam a eficiéncia de antigenos purificados de
formas epimastigotas como -eficientes na discriminagdo de pacientes

chagasicos curados dos nao curados. Gazzinelli et al. (1993) utilizaram uma



proteina, identificada como sendo uma cisteino-proteinase (GP 57/51), isolada
de formas epimastigotas, capaz de discriminar pacientes tratados e curados
daqueles nao curados. Esta cisteino-proteinase também foi encontrada na
superficie de tripomastigotas do T.cruzi, como uma proteina presente na fragao
de exoantigenos (Murta et al., 1990).

Estes resultados motivaram diversos grupos (Krettli & Brener, 1982a:;
Umezawa et al., 1993; Krautz et al., 1994, Levy et al., 1996), a identificar em
antigenos de formas tripomastigotas do T.cruzi, epitopos que poderiam auxiliar
no monitoramento da cura de pacientes chagasicos submetidos a quimioterapia

anti-T. cruzi.

1.3 Antigenos alvos de anticorpos liticos

As formas tripomastigotas, mas nao as epimastigotas do T. cruzi, sao
resistentes aos efeitos liticos do complemento. Um fendmeno provavelmente
desenvolvido, para aumentar a infectividade e sobrevivéncia do parasita no
hospedeiro. Em contrapartida, o hospedeiro produz anticorpos especificos
denominados de liticos, que sdo capazes de aglutinar e converter os
tripomastigotas, em alvos potenciais a lise desencadeada pelo sistema
complemento (Krettli & Brener, 1982a; Norris et al., 1997; Krautz, et. al., 2000).

Os anticorpos liticos atuam promovendo a lise de tripomastigotas tanto
pelas vias alternativa como classica do complemento e, estao associados a
presenga do T. cruzi no hospedeiro. A deteccao de anticorpos liticos se faz
pela técnica denominada de lise mediada por complemento (LMC), através da
lise de formas tripomastigotas vivas mediada pelo complemento.

Pacientes chagasicos submetidos a quimioterapia bem sucedida
podem apresentar anticorpos detectados pelos testes convencionais,
parasitemia negativa e auséncia de anticorpos liticos (Krettli, et al., 1982b;
Almeida, et al., 1993; Krautz, et al., 2000).

Esta dissociagao existente, entre os anticorpos detectados pela
sorologia convencional e os responsaveis pela resisténcia a infecgdo ativa, foi
descrita inicialmente por Krettli & Brener (1982a). O monitoramento da cura

parasitologica pela LMC, em pacientes chagasicos submetidos ao tratamento



especifico, mostra que pacientes curados nao possuem anticorpos liticos
(Krettli et al, 1982b; Krettli et al, 1984).

A indugao de anticorpos liticos a lise de tripomastigotas vivos, mediada
por complemento, no teste de LMC, foi comprovada por Kipnis et al. (1985) que
demonstraram que fragmentos Fab e nao de Fc de moléculas de IgG ligados
especificamente a superficie do parasita, foram responsaveis pela LMC.

No entanto, a abrangéncia da LMC é questionada por varios grupos, e ha
relatos de que nem todos os isolados do T. cruzi induzem a produgio de
anticorpos liticos (Muller et al., 1986), além das dificuldades metodolégicas
encontradas por outros grupos (Pereira et al., 1989; Levy et al., 1996). Estes fatos
justificam a necessidade de se encontrar novos antigenos aliados a outros testes
que possam monitorar a cura em pacientes tratados (Gazzinelli et al., 1988;
Almeida et al., 1997; Norris et al., 1994b; Krautz et al., 1995; Levy et al., 1996).

A literatura mostra que a capacidade litica dos anticorpos, para indugao
da lise mediada por complemento, esta relacionada com a presenga de
moléculas localizadas na superficie de tripomastigotas vivos, que atuariam
provavelmente como antigeno alvo destes anticorpos (Martins et al.,, 1985;
Norris et al., 1991; Krautz et al., 2000).

O primeiro alvo potencial para os anticorpos liticos foi identificado por
Martins et al. (1985), que descreveu como sendo o de uma glicoproteina de
160 kDa, presente na superficie de formas tripomastigotas. Este antigeno foi
reconhecido somente por anticorpos presentes em animais ou humanos com
infeccio chagasica ativa, pela reagao de imunoprecipitagao utilizando
tripomastigotas marcados com [**S]metionina.

Posteriormente, Norris et al. (1989) descreveram uma proteina com
PM de 160 kDa, que induzia a produc¢ao de anticorpos in vivo, capazes de lisar
tripomastigotas na presenga de complemento.

A purificagdo dessa proteina, de membranas de formas
tripomastigotas, por uma coluna de afinidade de C3b, revelou que ela é uma
glicoproteina ligada @ membrana por uma ancora de GPI (glicosil fosfatidil
inositol), semelhante a uma outra proteina denominada de DAF (decay
accelerating factor). O DAF é uma proteina regulatdria do complemento humano
que interfere na formagao e aceleragdo do decaimento intrinseco da
C3 convertase do complemento (Norris et al., 1991).



A glicoproteina de 160 kDa, denominada de proteina reguiatoria do
complemento (CRP), apresentou afinidades com C3b e C4b, demonstrando
capacidade inibitoria na formagéo da C3 convertase, mediada tanto pelas vias
alternativa, como classica do complemento (Norris & Schrimpf, 1994).

Uma avaliagcdo efetuada com a CRP purificada demonstrou que esta
molécula €& reconhecida preferenciaimente por anticorpos de pacientes
chagasicos nao curados (com infecgdo ativa). Os anticorpos de pacientes
curados, mas com sorologia positiva pelos testes convencionais, mostraram-se
incapazes de reagir com a CRP (Norris et al, 1994).

Mais recentemente, Norris (1998) demonstrou que formas
epimastigotas transfectadas com o vetor de expressiao do T. cruzi
carregando o cDNA da CRP de tripomastigota, tornaram-se resistentes a
acao litica do complemento e capazes de produzir uma CRP funcional,
apresentando afinidade de ligagdo com C3b.

Outra glicoproteina com atividade regulatéria do complemento
encontrada em tripomastigotas, foi descrita como sendo a T-DAF. Esta
glicoproteina (PM de 87-93 kDa) mostrou capacidade funcional de induzir a
acao de anticorpos liticos tanto pelas vias alternativa como classica do
complemento, semelhantemente a CRP (160 kDa) e ao DAF humano
(Joiner et al, 1988; Rimoldi et al., 1988; Tambourgi et al., 1993; Krautz et al., 2000).

A glicoproteina gp 58/68 do T. cruzi, descrita por Fischer et al. (1988),
demonstrou atividade regulatéria do complemento capaz de inibir somente a
C3 convertase da via alternativa do complemento, por interagir methor com o
fator B do que com C3b durante a formag¢ao da C3 convertase.

A proteina recombinante de 24 kDa do T. cruzi (Tc24) que se liga ao Ca®*,
também foi descrita como sendo alvo de anticorpos liticos (Krautz, et al., 2000). O
recombinante Tc24 apresentou altos indices de sensibilidade quando avaliado
com soros de pacientes chagasicos nao tratados e foi descrito como sendo capaz
de monitorar cura na maioria dos pacientes chagasicos submetidos ao
tratamento na fase crénica da doenga de Chagas (Krautz et al., 1995, Estani et
al., 1998). Todavia, esta proteina recombinante, descrita como antigeno 1F8,
por Umezawa et al., (1999a), nao foi reconhecida por todos os soros de
pacientes chagasicos, questionando-se sua utilidade no monitoramento
terapéutico da cura de pacientes chagasicos.



Um glicoconjugado contendo epitopos a-galactosil foi reconhecido por
anticorpos liticos anti-a-~galactosil presentes em pacientes chagasicos crénicos.
Esta molécula de 74 kDa, purificada de formas tripomastigotas, mostrou
capacidade de discriminar pacientes chagasicos curados daqueles nao curados
(Almeida et al.,, 1993). Além disso, a avaliagdo desta molécula, para o
imunodiagnostico da doenga de Chagas, apresentou 100% de sensibilidade e
especificidade. Porém, a obtengao laboriosa e pouco rentavel desta molécula,
aliada a necessidade de amplificagdo da reagdo enzimatica, por
quimioluminescéncia, limita sua utilizagao rotineira (Almeida et al., 1997).

1.4 Exo-antigenos do Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas, formas infectantes do T. cruzi, possuem
varias moléculas de superficie que sao excretadas-secretadas, de maneira
espontanea e continua pelo parasita.

Moléculas liberadas como exo-antigenos das formas infectantes do
T. cruzi foram identificadas por varios autores (Gongalves et al., 1991,
Corral et al., 1992; Grijalva et al.,, 1999) e algumas delas se encontram
caracterizadas.

Algumas dessas moléculas, como o polipeptideo de 85 kDa presente
também em soros de pacientes chagasicos, foi descrito como um receptor para
fibronectina/colageno, importante no processo de adesao/penetragao das formas
infectantes nas células hospedeiras (Ouaissi et al,, 1986; Ouaissi et al., 1990).
Outro antigeno identificado como Tc-85, que se liga a laminina de
camundongo, (Giordano et al, 1994) foi considerado majoritarno dentre os
exo-antigenos liberados por formas tripomastigotas de quatro diferentes cepas
do T. cruzi (Gongaives, et al., 1991).

Moléculas com outras fungbes sdo também ativamente liberadas pelo
parasita, como proteases (Yokoyama-Yasunaka et al., 1994; Santana et al., 1997),
mucinas (Schenkman et al., 1993) e proteina C-reativa (Coutinho et al., 1998).

Moléculas ja citadas acima como alvos de anticorpos liticos, liberadas
da superficie de formas tripomastigotas, como a glicoproteina
T-DAF de 87-93 kDa (Joiner et al., 1988) e a proteina regulatéria do
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1988; Affranchino, et al., 1989; Frasch & Reyes, 1990; Frasch et al., 1991;
Franco da Silveira, 1992; Franco da Silveira et al., 2001).

Varios desses clones recombinantes isolados codificam proteinas do
T. cruzi reconhecidas por soros de pacientes com doenca de Chagas. Muitos
destes genes foram isolados por diferentes grupos de pesquisadores, recebendo
varias denominagoes (Frasch et al., 1991; Franco da Silveira et al., 2001).

O seqlenciamento génico tornou possivel a identificacdo de varios
desses genes dentro de uma familia denominada de “Super Familia
Trans-sialidase do 7. cruzr.

O estudo da familia Trans-sialidase iniciou-se com a descrigido da
atividade de neuraminidase em T. cruzi por Pereira (1983). Anos mais tarde, os
trabalhos de Previato (1985) e Zingales (1987) levaram entdo a descoberta da
atividade de trans-sialidase nesses parasitas, considerada mais tarde, como
similar & da enzima neuraminidase (Schenkman et al., 1992).

Paralelamente, ficou claro que as enzimas neuraminidaseftrans-
sialidase eram similares ao SAPA, também estudada por outros autores (De
Titto & Araujo, 1987; Reyes et al., 1990; Pollevick et al.,, 1991; Jazin et al.,
1991; Cross & Takle, 1993; Leguizamén et al.,, 1994a; Leguizamon et al.,
1994b; Frasch, 1994; Schenkman et al., 1994).

Dados semelhantes observados com os genes FL-160, CRP e CEA, que
codificam proteinas de 160 kDa, mostraram também que todas essas moléculas
pertenciam a “Super Familia Trans-sialidase”. A analise comparativa entre
sequéncias de nucleotideos das moléculas de 160 kDa apresentou uma
homologia parcial entre CEA e FL-160, assim como, entre as sequéncias de
FL-160 e CEA com a CRP de 160 kDa (Van Voorhis et al., 1993; Jazin et al.,
1995; Norris et al., 1997).

Nas revisdes sobre seqiéncias de antigenos recombinantes do T.cruzi,
estabeleceu-se o agrupamento dos membros da familia Trans-sialidase em
4 grupos, baseado ﬁa similaridade (60-70% intra-grupos e 30-40% inter-
grupos) da sequéncia génica das moléculas (Cazzulo & Frasch, 1992
Campetella et al, 1992; Schenkman & Eichinger, 1993; Colli, 1993:
Cross & Takle, 1993; Schenkman et al., 1994).
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A familia Trans-sialidase é constituida por quase 1000 membros
(Salazar et al., 1996) que apresentam:

1) Uma seqiiéncia contendo os aminoacidos VTVxNVxLYNR, similar a da
fibronectina tipo 3 (Fn3), com fungao presumivelmente de adesao,

2) Uma sequéncia carboxi-terminal hidrofébica, compativel com fungao de
ancora, que facilitaria a liberagao da molécula.

As principais caracteristicas que permitiram a distribuicio dos membros
desta familia em 4 grupos foram:

Grupo I: Presenga de trés dominios SxDxGxTW (Asp-Boxes) com
sequéncias similares a da neuraminidase bacteriana (NA-bac). Uma regido
C-terminal com dominios repetitivos longos (12 aminoacidos), perfazendo 50%
das moléculas. Incluem, a trans-sialidase/neuraminidase (TCTS/TCNA), que
possuem um sitio com atividade enzimatica (AE) na regido N-terminal. Inclui
também a molécula SAPA, que tem 93% de similaridade em aminoacidos com
a TCTS/TCNA, mas nao apresenta AE (Campetella et al., 1992;
Schenkman & Eichinger 1993; Cross & Takle 1993; Schenkman et al., 1994).

Grupo ll: Presenga de até dois dominios SxDxGxTW similares a da
NA-bac. Nao apresentam regides repetitivas ou sdo poucas e curtas, sem AE.
Incluem as GP85 (como a Tc85), a TSA-1, a GP82, a Tt34c1, a GP90, a T-DAF
e as ASP1 e ASP2 expressas em amastigotas. Além da SA85-1, constituida
por mais de 100 genes expressos por tripomastigotas e amastigotas que
podem apresentar 70-80% de homologia em aminoacidos (Milar et al., 1999;
Campetelia et al.,, 1992; Schenkman & Eichinger 1993; Cross & Takle 1993,
Schenkman et al., 1994).

Grupo IlIl: Dominio, similar a da NA-bac, se encontra degenerado ou
ausente. Nao apresentam regidoes repetitivas e nem AE. Apresentam alta
homologia com membros do grupo ll. Incluem as proteinas de 160 kDa: CEA,
CRP, além da FL-160 expressa no bolso flagelar. As proteinas do tipo FL-160
sdao codificadas por mais de 750 genes expressos por tripomastigotés.
Anticorpos anti-FL-160 também reconhecem amastigotas, por IFl. Inclui
também como membro, um pseudo-gene da GP-85 (c1821). (Van Voorhis et
al., 1993; Cross & Takle 1993; Schenkman et al., 1994; Salazar et al., 1996;
Millar et al., 1999).
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Grupo IV: Auséncia de dominios similares & NA-bac e homologia
restrita com os demais grupos. Alguns membros apresentam muitas regides
repetitivas curtas (EPKSA) que podem diferir em um ou mais aminoacidos.
Incluem a Tc 13 e Tc 13.1, além da Tc 13.N5 que nao possui regides
repetitivas (Campetella et al., 1992).

As principais fungdes atribuidas as moléculas da familia
Trans-sialidase descrita nas revisdes acima citadas foram:

1) adesao e/ou penetragéo celular das formas tripomastigotas,

2) auxilio no escape dessas formas do fagosoma efou da célula
hospedeira,

3) prevencao a lise mediada pelo complemento,

4) fungdo de protegdo a resposta do sistema imune, explicada pela
presenca de epitopos altamente imunogénicos e repetitivos que
mascarariam epitopos protetores (Wrightsman et al., 1994).

A fun¢ao de protegao é reforgada pela teoria altered peptide ligands,
descrita na malaria humana por Gilbert et al. (1998), que consiste da troca de
aminoacidos localizados no epitopo para célula T, gerando epitopos alterados
que atuariam diminuindo a eficiéncia desta resposta. Esta fungao de evasao do
T. cruzi foi demonstrada por Millar et al., (1999). Estes autores verificaram que
durante uma infec¢do do T. cruzi, uma expressao simultinea de multiplos
membros da proteina de superficie SA85-1 (Grupo ) estimula uma resposta
CD4 potencialmente protetora que se torna anérgica, provavelmente, em
funcao da indugdo da expressao de epitopos alterados desta proteina. Esta
expressao simultanea de epitopos similares alterados da proteina SA85-1 por
um mesmo parasita foi confirmada por Kahn et al. (1999) utilizando anticorpos
monoclonais especificos para esta proteina.

Foi demonstrado também que o antigeno da superficie de
tripomastigota TSA-1 e moléculas da superficie de amastigotas ASP-1 e
ASP-2, pertencentes ao Grupo Il da familia Trans-sialidase, parecem
desempenhar importante papel na patogenia da doenga de Chagas, como
alvos de linfocitos T citotéxicos, CD8+ de animais infectados com T. cruzi e de
pacientes chagasicos (Low et al., 1998; Wisel et al., 1998). Além disso, foi
descrita indugao de apoptose em células do sistema imune pela trans-sialidase

(Leguizamon et al., 1999).






16

O primeiro estudo, supervisionado pela OMS, avaliou 50 soros de
pacientes chagasicos e ndo chagasicos que apresentaram indice kappa (KI) 20,80,
especificidade de 0,86-1,00 e sensibilidade de 0,95-1,00, em 10 dos 17 antigenos
testados. Os resultados obtidos com o antigeno CRA mostraram melhores indices
de concordancia (KI=1,00), seguido do B13 (KI=0,96) e do H49 (KI=0,92) (Moncayo
& Luquetti, 1990).

No segundo estudo, coordenado pela organizagdo de biotecnologia
para desenvolvimento da ciéncia e tecnologia (CYTED), 10 antigenos
recombinantes (Ag2, Ag13, SAPA, H49, A13, JL5, JL7, JL8, JL9 e RAI) foram
testados por Dot-blot. A detecgao de anticorpos realizada em 215 soros de
pacientes chagasicos e nao chagasicos, mostrou melhor concordancia entre os
resultados obtidos com os antigenos JL7, H49, Ag2 e A13, que apresentaram
Ki=0,82-0,93 (Levin et al., 1991).

No terceiro estudo, o desempenho diagndstico de seis antigenos (H49,
JL7, JL8, A13, B13 e 1F8), foi avaliado em 541 amostras de soros de pacientes
chagasicos e nao chagasicos, pela técnica de ELISA. Os antigenos 1F8, H49,
JL7 e B13 obtiveram melhor desempenho, apresentando sensibilidade entre
93,4-99,9%. Auséncia de reatividade cruzada foi observada em todos os
recombinantes testados (Umezawa et al. 1999a).

Apdés estes estudos, varios pesquisadores alcangaram melhor
desempenho diagndstico empregando misturas de antigenos recombinantes
nos testes sorolégicos da doenga de Chagas.

A mistura dos antigenos CRA e FRA, testada por ELISA, para avaliar
524 soros chagasicos e nao chagasicos e 60 soros com resultados duvidosos
obtidos pela sorologia convencional, apresentou 98,3% de sensibilidade e
100% de especificidade. A mistura CRA e FRA conseguiu reduzir 50% dos
casos inconclusivos detectados pelos testes convencionais (Almeida et al.,
1990; Carvalho et al., 1993). _

Uma mistura de cinco recombinantes (Ag1, Ag2, Ag13, Ag30 e SAPA)
utilizados em um ensaio de Immunodot (Dia Kit ‘Bio—Chagas assay®, Gador,
Buenos Aires, Argentina), para avaliar 995 soros de pacientes chagasicos e
nao chagasicos, mostrou 99,6% de sensibilidade e 99,1% de especificidade.
Reagoes falso-positivas foram detectadas em 4 soros de pacientes com
leishmaniose visceral (Pastini, et al., 1994).
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A combinagao dos antigenos hsp78(grp78) e FcaBp, foi testada por
ELISA, para avaliar 176 soros chagasicos e nao chagasicos. A avaliagdo
mostrou que o uso individual do antigeno em relagdo a mistura, aumentou a
sensibilidade de 90% para 97% e, elevou de 3% para 8%, a reatividade
cruzada com soros de pacientes com leishmaniose cutanea (Krautz et al.,
1998).

Uma mistura de recombinantes com peptideos sintéticos
(INNO-LIA® Chagas Ab, Innogenetics, Ghent, Belgium) foi testada em um
ensaio imunoldgico, utilizando os antigenos (CRA, FRA, Ag39, TcD, Tc24,
SAPA e MAP), dispostos linearmente em um suporte de nylon. A avaliagdo
realizada em 1062 soros chagasicos e nao chagasicos, mostrou 100% de
sensibilidade e 99,3% de especificidade. Além disso, nenhuma reatividade
cruzada foi encontrada com soros de pacientes com leishmaniose (Oelemann
et al., 1999b; Saez-Alquezar et al., 2000).

Resultados similares aos obtidos com misturas de recombinantes
foram observados com a utilizagdo de peptideos sintéticos derivados de
sequéncias de antigenos recombinantes ria sorologia da doeng¢a de Chagas.

Os peptideos sintéticos derivados dos aritigenos (Ag1, Ag2, Ag3, Ag30,
Ag36 e SAPA) foram testados em ELISA e ensaios radiométricos. Os
peptideos derivados dos Ag2 e Ag36 reagiram respectivamente com 93% e
65% de um total de 60 soros de pacientes chagasicos testados. Aqueles
peptideos derivados dos antigenos Ag1, Ag13 e Ag30 mostraram pouca
(44-65%) sensibilidade, quando comparada com o desempenho de todos os
recombinantes (>90%) (Vergara et al., 1991; Vergara et al., 1992).

Os peptideos sintéticos PEP-2 e TcD foram testados individuaimente
ou combinados pela técnica de ELISA. A utilizagao individual de TcD e PEP-2
na avaliagdo de 378 soros de pacientes chagasicos e nao chagasicos,
apresentaram respectivamente, 93% e 91% de sensibilidade. O uso combinado
destes antigenos aumentou a sensibilidade para 99,7% e a especificidade para
99% (Peralta et al., 1994).

Também, os peptideos Ag2, TcD e TcE foram empregados na técnica
de ID-PaGLIA® (Diamed, Cressier sur Morat, Suiga), sensibilizados em
particulas de gel coloridas, que se aglutinam na presenga de anticorpos

especificos, apds centrifugagdo. A avaliagdo de 230 soros de pacientes

¥
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chagasicos e néo chagasicos apresentou 96,8% de sensibilidade e 94,6% de
especificidade (Rabello et al., 1999).

Além dos peptideos sintéticos descritos acima, o avango tecnolégico
possibilitou também uma avaliagdo de antigenos com muiti-epitopos na
sorologia da doenga de Chagas.

Primeiramente, unidades repetitivas dos antigenos TcD, TcE e PEP-2
foram combinados linearmente para fornecer um antigeno muiti-epitopo
constituido por fripeptideos sintéticos. A avaliagdo por ELISA deste
multi-epitopo, com soros de pacientes chagasicos e ndo chagasicos,
apresentou 99,6% de sensibilidade e 99,3% de especificidade (Houghton et
al., 1999).

Posteriormente, outro antigeno muiti-epitopo foi construido,
adicionando-se o TclLo1.2, um peptideo isolado de um soro de paciente
sorologicamente negativo ao tripeptideo. O antigeno multi-epitopo constituido
por tetrapeptideos apresentou sensibilidade maxima pela técnica de ELISA
(Houghton et al., 2000).

Todos os estudos acima citados mostraram que o0 uso de antigenos
recombinantes tanto em misturas ou em “spots” apresentou especificidade
superior aos dos testes convencionais. Todavia, apesar da alta especificidade e
sensibilidade apresentadas pelos antigenos testados, nenhum deles mostrou
ser capaz de discriminar fases da doenga de Chagas ou de monitorar cura em
pacientes chagasicos tratados. Ademais, a introdugdo de misturas de
peptideos ou antigenos multi-epitopos no sorodiagnédstico da doenga de
Chagas pode ser conveniente, quando o determinante recombinante proposto
demonstrar excelente desempenho diagndstico, com a finalidade de possibilitar

o aprimoramento da qualidade do teste.

1.5 Justificativa

Os dados descritos acima esclarecem a necessidade de se pesquisar
marcadores soroldégicos que possam fornecer subsidios para atender as
seguintes finalidades:

a) Discriminar fases da doenga de Chagas.
b) Monitorar cura em pacientes submetidos ao tratamento especifico da
doenca de Chagas.
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Para encontrar possiveis marcadores foi empregada a tecnologia do
DNA recombinante que permite a sele¢do de clones recombinantes de
bibliotecas de DNA e cDNA do T. cruzi construidas em vetores de expressio.

Esta técnica possibilita posterior clonagem do fragmento génico
selecionado em vetores de expressédo para produgéo de antigenos especificos
do T. cruzi em E. coli em quantidades ilimitadas. Além disso, fornece
antigenos com elevado teor de pureza, eliminando eventuais problemas de
contaminagdo com outros antigenos do parasita e proporcionando a obtengao
de um produto homogéneo, estavel e reprodutivel, com caracteristicas
apropriadas para finalidades diagnosticas.

Com base nos resultados previamente obtidos por Umezawa et al.
(1996a, 1996b, 2001a), as selegdes foram focalizadas para genes expressando
exo-antigenos das formas infectantes do 7. cruzi.

Os resultados de Umezawa et al. (1996b) demonstraram que antigenos
excretados-secretados pelas formas tripomastigotas (TESA), quando aplicados
em immunoblotting (TESA-blot), permitem o diagnéstico diferencial da fase
aguda e cronica da doenga de Chagas.

O TESA, em sua forma nativa, € constituido majoritariamente por
moléculas da Familia Trans-sialidase, como a presenca do antigeno SAPA
(Affranchino et al., 1989), reconhecido preferencialmente por soros de fase aguda
pelo TESA-biot. O TESA-blot identificou também, a preseng¢a constante de uma
proteina com peso molecular de 150-160 kDa, que teve amplo reconhecimento
dos anticorpos presentes na fase cronica. O desempenho diagnéstico do TESA-
blot apresentou 100% de eficiéncia para o diagnostico sorolégico da doenga de
Chagas (Umezawa et al, 1996b).

Assim, o reconhecimento da banda de 150-160 kDa pela totalidade dos
soros de pacientes cronicos testados, e das bandas de 130-200 kDa
correspondente ao SAPA, por soros de pacientes com infecgdo aguda
direcionaram-nos na selecao destes antigenos por anticorpos anti-TESA e
sonda.

O isolamento dos antigenos SAPA e de 160 kDa, imunodominantes de
fases da infecgdo chagasica, abre perspectivas de sua utilizagdo, tanto
individualmente para detectar fases da doenga e monitorar cura de pacientes

chagasicos submetidos ao tratamento especifico, assim como em mistura, ser
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utilizado no diagnostico confirmatério, como teste alternativo na sorologia da
doenga de Chagas.

Além disso, a busca de candidatos a marcadores de cura dentre os
exo-antigenos € especulativa, mas pode se basear em alguns dados
fundamentais mais consistentes, que evidencia a discriminagao de pacientes
tratados curados dos nao curados.

Primeiramente, & provavel que uma diminuigdo de resposta imune
consequente a cura, possa ser mais precocemente observada em
exoantigenos, ja que estes estao disponiveis no sistema imunolégico, quando
os parasitas estao vivos. Se as moléculas que induzem os anticorpos liticos,
presentes somente em infecgdes ativas, sdo detectadas com formas
tripomastigotas vivas do T.cruzi e estdo ausentes apds tratamento eficaz
(Krettli & Brener, 1982a; Krettli et al, 1984), elas poderiam provavelmente ser
possiveis candidatas aos antigenos discriminatérios de cura. Se estes
antigenos estao presentes apenas na superficie de parasitas vivos, ha uma maior
probabilidade de que sejam transitoriamente expressos na membrana, o que é
compativel com antigenos ativamente liberados da superficie dos parasitas.

Martins et al. (1985), Norris et al. (1989) e Norris et al. (1994b)
descrevem antigenos de 160 kDa como alvos dos anticorpos liticos e capazes
de inibir a formagao da C3 convertase, responsavel pelo desencadeamento da
lise mediada pelo complemento. Antigenos estes, que nao foram reconhecidos
por anticorpos de animais imunizados com formas lisadas do T.cruzi, mas
somente naqueles com infecgao chagasica ativa (Martins et al, 1985). Por outro
lado, um clone de cDNA contendo parte do gene T-DAF (Tambourgi et al,
1993) tem a sequéncia VTVXNVxLYNR caracteristica da familia das Trans-
sialidases também secretadas (Schenkman et al, 1994) e apresenta
capacidade inibitéria similar ao do antigeno de 160 kDa (Krautz et al., 2000).

Sobrenadante de cultivo de células infectadas com T. cruzi utilizadas
em ELISA, para o diagnostico de cura de pacientes cronicos, mostrou-se
promissor (Gazzinelli et al., 1993; Krautz et al., 1994). Porém, esta fracao
contém moléculas com epitopos a-galactosil, também reconhecidas por soros
chagasicos, que podem interferir neste diagnéstico (Aimeida et al, 1993:

Umezawa et al., 2001a). Além disso, a quantidade de antigenos presentes
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nesta fracdo, torna dificil sua padronizagdo, devido o alto conteldo de
proteinas exogenas.

Finalmente, & condigao essencial para a escolha de um marcador de
cura, 0 seu proprio reconhecimento por todos os pacientes chagasicos, para
possibilitar um acompanhamento eficaz da queda pds-tratamento. Os
resultados fornecidos pelo TESA-blot (Umezawa et al, 1996b), demonstram
que o antigeno de 150-160 kDa, presente na fragdo TESA apresenta este

requisito.
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2. Objetivos

Objetivo Geral:

Isolamento e identificagdo de genes que expressam peptideos
imunodominantes dos antigenos excretados-secretados pelas formas

tripomastigotas (TESA) do T. cruzi, para finalidades imunodiagnésticas.

Objetivos Especificos:

= Isolamento de clones contendo fragmentos génicos que codificam
antigenos excretados-secretados pelas formas tripomastigotas (TESA),
utilizando bibliotecas construidas em vetores Agt11 (DNA) e AZAP
(cDNA) do T. cruzi.

= Sequenciamento dos fragmentos de DNA selecionados.
= Producéao de proteinas recombinantes em E. coli.
= Identificagdo da expressdo dos peptideos recombinantes nas formas

tripomastigota, epimastigota e amastigota e na fragdo TESA de

diferentes cepas do T. cruzi.

= Analise do potencial dos peptideos obtidos no imunodiagndstico da

doenga de Chagas.
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3. Materiais e Métodos

Os fluxogramas 1-3 sumarizam os topicos de materiais e métodos.
As caracteristicas dos vetores moleculares empregados neste trabalho

se encontram Nos anexos.

| obtengao do TESA (3.5) |
]
[ Purificagao de ant-TESA (3.6)[ ]

Selegéo de clones da biblioteca genémica
do T. cruzi (3.7.1)

Isolamento de clones
recombinantes (3.9)

| I

Técnica de Dot-blot Extragdo do DNA
(3.10) fagico (3.14.1)

I

Amplificagio de DNA
por PCR (3.15)

Processco de lisogenizagio
de clones (3.11)

Eletroforese em gel
de agarose (3.16)

Punficagdo do DNA
(3.17)

[

Transformagao das bactérias com
plasmideos recombinantes (3.20)

Extracao do DNA Andlise e triagem dos plasmideos
plasmidial (3.14.2) recombinantes (3.20)

| I

Eletroforese em gel Eletroforese em gel de
de agarose (3.16) poliacrilamida (3.21)

| I |

Subclonagem dos
insertos (3.18)

Sequenciamento
manual (3.22.1)

Expressio do antigeno

recombinante TESA-1 (3.23)

[

Purificagio do antigeno recombinante TESA-1
por cromategrafia de afinidade (3.24)

I I

Analise e caractenzagio do antigeno || Producdo de anticorpo
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Fluxograma 1 — Selegdo, subclonagem, expressao e andlise de clone
recombinante obtido a partir de uma biblioteca de DNA, construida em Agt11,
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Fluxograma 2 - Selegdo de clones da biblioteca de cDNA do T. cruzi
construida em AZAP, com anticorpos anti-TESA.
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Fluxograma 3 - Selegdo de clones da biblioteca de cDNA do T. cruzi,
construida em AZAP, com a sonda do TESA-1
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3.1 Meios de cultura, solugdes e antibiéticos

Os meios de cultura e solugées foram preparados em H2O purificada
pelo sistema Milli Q (Millipore Co) e em seguida, autoclavados a 120°C por
20 minutos. As solugdes que sofrem alteragdes em elevadas temperaturas,
como antibidticos, foram esterilizadas por filtragdo em membrana com 0,22 my
de porosidade (Millipore Co).

Todos os reagentes utilizados nestas preparagbes foram de grau
analitico e com procedéncia da Amersham Biosciences, Difco Laboratories,
Gibco-BRL, Merck Company, Millipore Corporation, Promega Corporation e
Sigma Chemical Company.

3.1.1 Meios de cultura:

LB (Luria-Bertani): Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl
10 g/L; H20O qg.s.p. 1 L. Ajustado pH para 7,3, autoclavado e conservado a
temperatura ambiente.

LB—agar: Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L_; Agar
15 g/L; H20 q.s.p. 1 L. Ajustado pH para 7,3, autoclavado, resfriado a 50°C e
distribuido em volumes de 20 ml por placa, com ou sem adi¢do de antibiético.
Estocado a 4°C.

2 x YT: Triptona 16 g/L; Extrato de levedura 10 g/L; NaCl 10 g/L; HzO
g.s.p. 1L. Ajustado pH para 7,3 e autoclavado.

Gelose Mole ou “Top agar”: LB ou 2 x YT acrescidos de agar 8 g/L.
Autoclavado, distribuido em aliquotas de 3 ml por tubo e conservado a 4°C.

LIT (Liver Infusion Tryptose): Infusdo de figado 5 g/L; Triptose 5 g/L;
NaCl 4 g/L; KCI 0,4 g/L; NazHPO4 8 g/L; Glicose 2 g/L; Hemina 10 mg/L e Soro
Fetal Bovino (SFB) 100 ml/L.. Ajustado pH para 7.2, esterilizado por filtragdo e

conservado a 4°C.

3.1.2 Solugodes:

Solugzo de IPTG (Isopropil B-D-tiogalactopiranosideo) 1M: IPTG 238,3 mg/mi;
H,O g.s.p. 1 ml. Conservado ao abrigo da luz a —20°C.
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Solugéo de 5-bromo 4-cloro 3-indolil 2-D-galactopiranosideo (X-gal):
20 mg; Dimetil formamida 1 mi. Conservado a —20°C.

Solugdo Diluente de A : MgSO,4 1,2 g/L; Tris-HCI 1 M (pH 7,5) 10 mi;
HO q.s.p. 1 L.

Solugdo Denhardt's (50 X): Ficoll 5 g; Polivinil-pirrolidona 5 g;
Soro albumina bovina (Fra¢do V) 5 g; H,O q.s.p. 500 ml. Filtrado e conservado
a —20°C.

Solugao de Maitose 20%: Maltose 20 g; H20 q.s.p. 100 ml. Esterilizado
por filtragao e conservado a —20°C.

Tampao PBS (Tampao salina fosfato): Na,HPO4 10 mM; NaH,PO4 10 mM:;
NaCl 150 mM; H.O q.s.p. 1 L. Ajustado pH para 7,2.

Solugao de desnaturagao: NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M; H,O q.s.p. 1 L.

Solugao de neutralizagao: NaCl 1,5 M; Tris-HC1 0,5 M; H,O q.s.p. 1 L.
Ajustado pH para 8,0.

Solugao de hibridizagao: SSC 5X; Denhardt's 10%; DNA de esperma
de salmao 1%; tRNA 0,5%; Formamida 50%. Conservado a —20°C.

Solugao Salina Citrato (SSC): NaCl 0,15 M; Citrato de sédio 0,015 M;
H.,O q.s.p. 1 L. Ajustado pH para 7,5.

Tampao Sédio e Magnésio (SM): NaCl 5,8 g/L; MgSO,4 1,2 g/L; Gelatina
2% 5 ml; Tris-HCI 1 M (pH 7,5) 50 mi; H2O q.s.p. 1 L. Autoclavado e
conservado ao abrigo da luz.

Tampao Tris-acido acético-EDTA (TAE): Tris-acetato 40 mM; EDTA
1 mM. Ajustado pH para 8,0.

Tampao Tris-borato-EDTA (TBE): Tris-borato 45 mM; EDTA 1 mM;
H20 q.s.p. 1 L. Ajustado pH para 8,3.

Tampao Tris-EDTA (TE): Tris HCI 10 mM; EDTA 1 mM; H20 q.s.p. 1 L.
Ajustado pH para 8,0.

Tampéao TSB: Triptona 1 g; Extrato de levedura 0,5 g; NaCl 0,5 g;
PEG (3350) 10 g; MgSO,4 10 mM; MgCl; 10 mM; DMSO (Dimetil sulféxido) 5 ml
e HO q.s.p. 100 ml. Ajustado pH para 6,1, esterilizado por filtracdo e

conservado a 4°C.
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3.1.3 Antibidticos:

Ampicilina (Amp): 10 g, Hz0 q.s.p. 100 ml (Solugdo mae).
Esterilizado por filtragao, distribuido em aliquotas e conservado a —20°C.
Concentragao utilizada: 100 pug/ml.

Tetraciclina (Tet): 2,5 g, H20 q.s.p. 100 ml (Solugdo mae).
Esterilizado por filtragédo, distribuido em aliquotas e conservado a —20°C.
Concentragéo utilizada: 12,5 pg/mi.

Canamicina (Can): sulfato de canamicina 3 g, HO q.s.p. 100 mi
(Solugao mae). Esterilizado por filtragéo, distribuido em aliquotas e conservado

a —20°C. Concentragao utilizada: 30 ug/ml.

3.2 Bactérias e Bacteriofagos

3.2.1 Bactérias

As bactérias foram conservadas em meio LB liquido a ~70°C com
7% de DMSO (dimetil sulféxido) ou mantidas em meio LB sélido a 4°C, na
presenga de antibidtico, quando necessario.

As linhagens de E. coli utilizadas como hospedeiras do bacteriéfago
Agt11 foram Y1090 para o ciclo litico e Y1089 para o ciclo lisogénico

Y1090 — Genétipo: E.coli k12, A-lacUI69, prodA”, A-Ion, araD139, strA,
supF, (trpC22:1r10), hsdR", hsdM", (pMC9).

Condigbes utilizadas: Uma coldnia foi isolada a partir de uma placa de
meio LB e transferida para 5 ml de meio LB liquido com 100 pg/ml de ampicilina
e 0,2% de maltose. As bactérias foram cultivadas a 37°C em agitagao constante
durante 16 a 18 hs para uso imediato, em concentragcdo equivalente a
DOgoo= 1,0.

Y4089 - Gendtipo: E. coli ki2, A-lacUI69, proA™. A-fon, araD139, strd, sflA,
(chr:tnl0), hsdR", hsdM", (pMC9).

Condigbes utilizadas: Uma coldnia foi isolada de uma placa com meio
LB e semeada em 5 ml de LB suplementado com 0,2% de maltose e 10 mM de
MgSOs4. As baétérias foram cultivadas durante 4 hs a 32°C sob agitacao

constante para utilizagao imediata.
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Para o bacteridéfago A Zap Express utilizou-se, como célula hospedeira,
a linhagem de E. colr

XL1-Blue MRF’ — Genoétipo: A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrd96 relAl lac [F’ proAB laclqZ AM15 Tnl0 (Tetr)].

Condig¢des utilizadas: Uma coldnia foi isolada a partir de uma placa de
cultura em meio LB com 12,5 ug/ml de tetraciclina e semeada em 5 ml de meio
LB com 0,2% de maltose e 10 mM de MgSO,. As bactérias foram cultivadas
durante 5 hs a 37°C em agitagéo constante e o sedimento celular ressuspenso
em 10 mM de MgSO4 numa concentragcao equivalente a uma DQOggg = 0,5.

Para a propagacgao dos plasmideos pGEM-T, pGEX e pBKCMV foram
utilizadas as linhagens de E.coli:

DH5a - Genétipo: [F, ¢80d lacZAMIS, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
hsdR 17, (r’, my ), supE4d relAl, deoR, A(lacZA-argF)U169].

Condigdes utilizadas: Uma coldnia foi isolada a partir de uma placa
com meio LB e cultivada em 5 ml de meio LB liquido durante 18 hs a 37°C sob
agitagdo constante. A suspensao bacteriana foi diluida 1:100 e cultivada por
mais 3 hs ou até o inicio da fase logaritmica (DOg=0,6). O sedimento
recuperado por centrifugag¢ao foi ressuspenso em TSB gelado, na diluicéo de
1/10 do volume original e usado imediatamente no processo de transformagao
com plasmideos (item 3.19).

XLOLR — Genoétipo: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl thi-1
recAl gyrd96 reldl lac [F’ proAB lacFZAMI5 Tnl0(Tet")]Su- AL

Condi¢gdes utilizadas: Uma coldnia foi isolada a partir de uma placa
com meio LB suplementada com 12,5 pg/mi de tetraciclina e cultivada em
5 ml de meio LB liquido durante 5 hs a 37°C sob agitagdo constante. O
sedimento celular foi ressuspenso em meio LB, sem adi¢ao de antibidtico,

numa concentragao equivalente a DOgoo = 1,0.
3.2.2 Bacteriofagos

Agt11 — Genétipo: AlacS, AshndIIIA 2-3 srIA3® sPIn4® srIAS® cles857 ninS
Sam100.
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O bacteriéfago Agt11, descrito por Young & Davis (1983), foi
empregado como vetor na construgao da biblioteca genémica do T, cruzi obtida
por Cotrim et al. (1990).

Antes de ser utilizada para a selegao de clones descrita no item 3.7.1,
a biblioteca foi expandida por amplificagido em placas com meio LB. Para a
amplificagdo, uma mistura de 100 pl (~10° bacteriéfagos) da biblioteca e de
200 pl da suspensao de Y1090 (DOego=1.0) foi incubada a 37°C por 15 min. A
mistura foi incorporada com 3 ml de gelose mole a 56°C e colocada
imediatamente sobre a placa de meio LB. Apds solidificagido, a placa foi
incubada por 16 hs a 37°C para a obtengéo de lise confluente. Apés adigdo de
5 ml de Tampao SM, a placa foi submetida a agitagcdo branda por 2 hs a
temperatura ambiente. O SM foi recolhido e o sedimento recolhido por
centrifugagéo a 7000 x g por 30 min a 4°C, para remogao de fragmentos
celulares. O sobrenadante, rico em bacteriéfagos, foi conservado a 4°C.

Apos amplificagdo, os clones recombinantes da biblioteca foram
analisados atravées do plagueamento na presenca de X-gal/IPTG. Para tanto,
uma mistura de 100 pl da diluigao da biblioteca e 200 pl da suspensao de
Y1090 (DOeo0=1,0) foi incubada a 37°C por 15 min e plaqueada com 3 ml de
gelose mole a 56°C contendo 40 ul de X-gal (20 mg/mi) e 4 ul de IPTG 1 M. A
placa solidificada foi incubada por 18 hs a 37°C. Apds indugéo, a presenga de
placas de lise de coloragido azul é indicativa da expressao de B-galactosidase
intacta (clones nao recombinantes). Por outro lado, placas de lises brancas
indicam expressao de p-galactosidase inativa (ou em fusao), produzida por um
clone recombinante.

ApoOs verificagdo da presenga macigca de recombinantes, a biblioteca foi
conservada a 4°C em aliquotas de 1 mli com adi¢do de 5% de cloroférmio,
pronta para uso.

A biblioteca de cDNA do T cruzi, construida em vetor bacteriéfago
AZAP Express, foi gentimente cedida pelo Dr. Jerry E. Manning do
Departamento de Biologia e Bioquimica Molecular da Universidade da
Califérnia. Antes do uso, foi testada e preservada de maneira analoga a

construida comA}hgt1 1.
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A ZAP — Genoétipo: AsbhIA1° chiA131 (T amp ColEl ori lacZ’ T3 promoter-
polycloning site-T7 promoter I) srIA3° clts857 srIAS° Sam100

A ZAP Express™ & um produto patenteado pela Stratagene’s United
States sob on? 5.128.256.

3.3 Enzimas de restricdo e enzimas modificadoras de DNA

Foram utilizadas as enzimas de restricdo: £coRI, Xhol (Amersham Biosciences),
Apal, Pstl, Rsal, (Gibco-BRL) para a clivagem dos sitios de clonagem
localizados na regiao “polylinker” dos vetores.

Enzimas de Ligagao: T4 DNA ligase (Gibco-BRL) foi usada para ligagao
do inserto ao plasmideo, nas subclonagens realizadas em vetores pGEM-T e
pGEX.

3.4 Obtenciao de diferentes formas evolutivas do T. cruzi

As formas epimastigotas do T. cruzi, cepa Y (Silva & Nussenzweig, 1953),
foram cultivadas em meio liquido de LIT (Liver Infusion Tryptose), por
7 dias a uma temperatura de 28°C (Yager & Miller, 1963).

As formas amastigotas do T. cruzi, cepa Y, foram obtidas do bago e
figado de camundongos infectados e purificadas em gradiente com
metrizamida (Abrahamson et al., 1983).

As formas tripomastigotas do T. cruzi foram obtidas do sobrenadante
de cultura em células LLC-MK: crescidas em meio RPMI, suplementada com
5% de Soro Fetal Bovino (SFB) e previamente infectadas com a cepa Y do
T. cruzi. As formas tripomastigotas (10-1 5x10° parasitas/ml) foram recolhidas
do sobrenadante apds o 52 dia de infecgéo.

Os parasitas foram recuperados por centrifugagéo e lavados 3 vezes,
por 10 min cada, em PBS. Apds lavagens, o sedimento obtido foi
imediatamente ressuspenso em tampao de lise (item 3.27) e submetido ao
SDS-PAGE e depois ao “Immunoblotting”.
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1:20 em PBS-1% de leite desnatado. Apés 5 lavagens consecutivas de 10 min
em PBS, os anticorpos especificamente ligados ao TESA foram eluidos em
tampao acido (glicina 0,2 M; NaCl 0,15 M, pH 2,6) durante 5 minutos de contato
em banho de gelo. Imediatamente apos este tempo, os anticorpos coletados
foram neutralizados com Tris-HCI 1 M pH 8,0 e conservados a -20°C com
adigdo de 0,1% de soro albumina bovina. Estes anticorpos foram utilizados
para a sele¢ao de clones recombinantes do T. cruzi.

3.7 Selecao de clones recombinantes com anticorpos anti-TESA

3.7.1 Selegao de uma biblioteca genoémica do T. cruzi

Uma biblioteca gendmica de formas tripomastigotas metaciclicas da
cepa G do T. cruzi, construida em vetor bacteriéfago de expressao Agt11 foi
selecionada com anticorpos anti-TESA humano purificado por afinidade (item
3.6).

Para a selegéo de clones fol usada a metodologia idealizada por Osaki
et al. (1986).

Inicialmente, a biblioteca foi titulada, plaqueando-se as diluigdes em
série com a suspensdo de E. coli Y1090, utilizada conforme concentragao
descrita no item 3.2.1. Apds titulagdo, a biblioteca foi plaqueada em 31 placas
com meio LB, em titulo determinado para fornecer aproximadamente
1x10° ufp (unidades formadoras de placas) por placa de petri.

Para o plaqueamento, 200 ul de suspensédo da E. coli Y1090 foram
adicionadas em 100 pl da biblioteca diluida em SM e a mistura foi incubada a
37°C durante 15 min, para permitir a adsorgao dos fagos com a bactéria.

Em seguida, esta mistura foi incorporada com 3 ml de gelose mole a 56°C
e imediatamente colocada na superficie de cada placa com meio LB. Apds
solidificagdo, as placas foram incubadas a 42°C, por um periodo de
aproximadamente 2 hs ou até a formacgao de lises iniciais.

Apbs este periodo, as membranas de nitrocelulose (Millipore Co)
umedecidas com solugdo de IPTG 10 mM (Amersham Biosciences) foram

colocadas sobre o tapete bacteriano formado na superficie do agar. Em
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seguida, as placas foram incubadas a 37°C por aproximadamente 3 hs, para
induzir a expressao de proteinas.

Apés indugdo, as membranas contendo réplicas dos recombinantes
foram retiradas e identificadas. As placas de LB com as lises originais foram
mantidas a 4°C para o isolamento dos clones.

O vetor selvagem Agt11 que expressa a B-galactosidase também foi
processado nas mesmas condigdes e usado como controle de reagéo.

Todas as réplicas, inclusive do controle, foram lavadas 3 vezes em
PBS e, em seguida bloqueadas em PBS-5% de leite desnatado por 1 h
sob agitagcdo moderada e constante. |

As membranas bloqueadas foram incubadas com anti-TESA humano
por 16 hs a 4°C. Apdés 3 lavagens consecutivas de 10 min em PBS, as
membranas foram incubadas com conjugado anti-lgG humano-HRP
(horseradish peroxidase - Sigma Chemical Co) diluido em PBS com 1% de leite
desnatado, por um periodo de 1 h e 30 min a 4°C.

Apos incubagao, as membranas foram novamente lavadas por 3 vezes
em PBS e reveladas com solugao cromégena (0,06 % de 4-cloro 1-naftol e
0,03% de H20,). A reagao foi interrompida em H,O e as membranas foram
secas entre folhas de papel de filtro para interpretacdo dos resultados. A
reacao foi considerada positiva quando apresentava coloragdo azul-purpura. A
especificidade da reagao foi confirmada pela auséncia desta coloragdo com o

vetor Agti1.

3.7.2 Selegao de uma biblioteca de cDNA do T. cruzi

Esta selegcao foi realizada de uma biblioteca construida em vetor
bacteriéfago AZAP ExpressTM, com cDNA de tripomastigotas da cepa
Esmeraldo do T. cruzi, provenientes de cultivo em células.

O procedimento técnico foi semelhante ao anteriormente descrito .em
3.7.1, utilizando uma biblicteca gendmica do T. cruzi para a sele¢io de clones.

Inicialmente, foram obtidas placas de lise, plaqueando-se a biblioteca
de cDNA com a E. coli XL1-blue MRF', bactéria hospedeira utilizada na
replicagéo do bacteriéfago AZAP.
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O plagueamento da biblioteca foi feito em um total de 30 placas de
meio LB, utilizando um titulo determinado para o fornecimento de
2x10° ufp/placa de petri.

Apés a formagdo de placas de lise, foram obtidas réplicas em
membranas de nitrocelulose induzidas com IPTG.

O vetor selvagem AZAP foi processado nas mesmas condigées e
usado como controle de reagao.

Similarmente ao procedimento descrito no item 3.7.1, as membranas
foram blogueadas, incubadas com anticorpo anti-TESA humano e apoés
lavagens, submetidas a incubagdo com conjugado anti-lgG humano-HRP
(Sigma Chemical Co).

Apds novas lavagens em PBS, as membranas foram reveladas com
solugado cromogena e conservadas ao abrigo da luz para interpretagdo dos

resultados, utilizando-se dos critérios anteriormente descritos.

3.8 Selecdao de clones recombinantes de uma biblioteca de cDNA do T.

cruzi por sonda

A biblioteca de cDNA de fripomastigotas do T cruzi, construida em
AZAP Express também foi utilizada para obtencdo de clones recombinantes,
selecionados através da hibridizagdo com sonda marcada radioativamente com *P.

Inicialmente, as placas de lise foram obtidas de maneira analoga a
descricado do item 3.7.1, plaqueando-se a biblioteca com suspenséao
da E. coli XL1-blue MRF' (3.2.1) em 31 placas de meio LB, em titulo
determinado para fornecer 1x 10° ufp/placa de petri.

Para a confecgao das réplicas, as membranas foram identificadas e
colocadas durante dois minutos em contato com o tapete bacteriano formado
na superficie da placa. As réplicas em nitrocelulose foram submetidas ao
tratamento prévio para reagao de hibridizag¢ao descrita no item 3.8.3. As placas
de LB que originaram as réplicas foram conservadas a 4°C até o isolamento

dos clones.



35

3.8.1. Obtengao da sonda

Foi utilizado como sonda, o fragmento de 203 pbs do inserto do clone
TESA-1 do T. cruzi, que foi selecionado de uma biblioteca de DNA do T. cruzi,
construida em Agt11, com anticorpos anti-TESA (item 3.7.1).

Para a preparagao da sonda, o DNA do clone TESA-1 foi digerido com
a enzima de restrigdo EcoRIl. O DNA digerido foi separado por eletroforese em
gel de agarose a 0,8% e o fragmento correspondente ao inserto foi cortado do
gel, purificado com Geneclean Il (BIO 101, Inc) e marcado com *P. O inserto

foi purificado de acordo com as especificagbes de uso do fabricante (3.17).

3.8.2 Marcagio com %P

O inserto purificado do clone TESA-1 foi marcado com «[32P]dCTP
(Amersham Biosciences) segundo a técnica de “Random Primer”, descrita por
Feinberg & Vogelstein (1983), utilizando o kit RadPrimer (Gibco-BRL).

Um total de aproximadamente 20 ng/20 ul, de DNA do inserto, foi
tratado por aquecimento a 100°C durante 5 min, para separagao da dupla fita
de nucleotideos. Apo6s desnaturagao, adicionou-se 1 pul de solugdo 500 uM de
cada um dos nucleotideos desoxi-adenosina trifosfato  (dATP),
desoxi-guanosina trifosfato (dGTP) e desoxi-timidina trifosfato (dTTP) e uma
mistura de Tris-acetato 125 mM, pH 6,8; acetato de magnésio 12,5 mM;
2-mercaptoetanol 25 mM e de 1 ug de “primer” randdmico. Apds o acréscimo
de 60 U de DNA polimerase | (fragmento Klenow) e de 5 pl (aproximadamente
50 uCi) do [a->2P]dCTP, a mistura foi incubada a 25°C por 1 h e a reagao foi
bloqueada com EDTA 0,2 M; pH 7,5. O DNA marcado foi precipitado dos
nucleotideos livres com a adicdo de 8 ul de DNA de esperma de salmao,
7 ul de acetato de sédio 3M pH 4,5 e 125 pl de etanot gelado por 18 h a -20°C.
O sedimento foi recuperado por centrifugagao a 10.000 x g/20 min/4°C e apés
secagem, foi ressuspenso em H2O e conservado a —20°C. A radioatividade do
produto marcado foi determinada em liquido de cintilagao, utilizando B counter

{Amershan Biosciences).
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3.8.3 Reagao de hibridizagao de acidos nucleicos

Para a hibridizagdo, as réplicas em membranas de nitrocelulose
obtidas conforme item 3.8, foram submetidas ao tratamento sobre papel de
filtro umedecido com:

a) solugao de desnaturagao (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M) por 2 min;

b) solugao de neutralizagao (NaCl 1,5 M; Tris-HCI 0,5 M pH 8,0) por

S min;

c) solugao salina citrato (SSC 2X) com (NaCl 0,3 M, citrato de sédio

0,03M, EDTA 20 mM pH 8,0) por 2 min.

Apoés tratamento, as membranas de nitrocelulose foram colocadas em
camara de luz uitravioleta GS Gene Linker (BioRad Laboratories) e submetidas
a 150 mJ, para fixagdo do DNA por “cross-linking”. Apés fixagdo, as
membranas foram bloqueadas 2 vezes a 42°C, durante 2 hs em solugdo de
hibridizagdo com (SSC 5X, Denhardt's 10%, DNA de esperma de salmao 1%,
tRNA 0,5%, formamida 50%). Para a reag¢do de hibridizagao, a sonda
radioativamente marcada com %P foi adicionada nesta mesma solugao, na
concentragao de 1,6x1 0° cpm/20ng de DNA. Apés incubagdo a 42°C por 18 hs,
as membranas foram lavadas duas vezes a 42°C por 20 min com SSC 2X,
SDS 0,1% e pirofosfato de sodio 0,1%; seguida de duas lavagens consecutivas
a 56°C por 20 min com SSC 0,1X, SDS 0,1% e pirofosfato de sodio 0,1%. Para
a autoradiografia, as membranas foram colocadas sobre filtro de papel e depois
envoltas em filmes plasticos para exposi¢do em filmes raios X (Kodak) durante
72 hs a —70°C. Apo6s revelagado, a autoradiografia foi usada para orientar a

identificag@o dos clones positivos.

3.9 Isolamento de clones recombinantes

Todos os clones selecionados das bibliotecas de DNA e cDNA, através
de anticorpos ou sonda, foram isolados a partir da placa de lise, coincidindo-se
0s sinais positivos detectados com as lises que originaram as réplicas.

Neste procedimento, as réplicas em nitrocelulose reveladas com
solugao cromégena ou por autoradiografia, tiveram seus sinais positivos

copiados para uma folha de acetato de celulose. Apos ser identificada pela
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numeragao, a copia foi colocada sob a placa de LB correspondente que deu
origem a réplica. Os clones considerados positivos foram localizados na lise de
origem da réplica, por sobreposigéo dos trés pontos de identificagao feitos nas
extremidades da membrana e placa de LB correspondente. Cada clone positivo
foi coletado por aspiragdo e colocado em tubo Eppendorf com 500 ul de SM e
50 ul de cloroférmio. Em seguida, foram homogeneizados em vértex e
conservados a 4°C.

Para confirmar a positividade e assegurar a pureza de cada clone
isolado, ciclos de isolamento foram repetidos, seguindo os procedimentos
descritos nos itens 3.7.1., 3.7.2. e 3.8; até que 100% das lises fossem
reconhecidas por anti-TESA ou por sonda, nas réplicas de nitrocelulose
originadas de cada placa.

3.10 Técnica de Dot-blot

A técnica de Dot-blot foi utilizada para confirmar e analisar a
reatividade dos clones isolados das bibliotecas de DNA em Agt11 e de cDNA
em AZAP Express do T. cruzi.

As bactérias hospedeiras, E. coli Y1090 e XL1-blue MRF’, foram
cultivadas e empregadas, respectivamente para os vetores bacteriofagos Agt11
e AZAP Express, em concentragdes descritas no item 3.2.1.

Para o Dot-blot, inicialmente, adicionou-se na superficie de uma placa
de meio LB, 200 ul de suspensao bacteriana incorporada com 3 mi de gelose
mole a 56°C. Apoés solidificagdao, a placa foi invertida e demarcada
externamente em areas com 1 cm’ de superficie, sequencialmente numeradas
para aplicagéo dos clones. Em cada area demarcada, aplicou-se na superficie
do agar 1 ul de cada clone (aproximadamente 70 a 100 ufp), além da aplicagao
de 1 ul do vetor, incluido como controle da reagao. Apds difusao dos clones por
15 min, a placa foi invertida e incubada a 42°C, por aproximadamente 1 h ou
até a formagao de lise inicial. Em seguida, colocou-se na superficie do agar
uma membrana de nitrocelulose (Millipore Co) umedecida com solugao de
IPTG 10 mM (Amersham Biosciences) e a placa foi incubada a 37°C por 2 hs.
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Apés indugao, a membrana foi retirada e a placa foi mantida a 4°C para a
identificagao e confirmagao da reatividade dos clones.

Para a obtengdo de mais réplicas, outra membrana era colocada na
superficie da placa, e esta era novamente incubada a 37°C por um periodo
adicional de 2 hs.

A réplica obtida foi processada conforme o item 3.7.1. A membrana foi
lavada, bloqueada e incubada com anticorpos anti-TESA purificados de soros
chagasicos (3.6). Em seguida, foi lavada em PBS e incubada com conjugado
anti-IgG humano-HRP (Sigma Chemical Co). Apds novas lavagens em PBS, a
membrana foi revelada em solugao cromdgena e a reagao foi bloqueada com
H.O. Para interpretagao dos resultados, a reagdo foi considerada positiva

quando apresentava coloragdo azul-purpura no ponto de aplicagao do cione.
3.11 Lisogenizagdo de bactérias com clones recombinantes do Agt11

Este processo descrito por Huynh et al, 1984, consiste na multiplicagao
de fagos, através da lisogenizagao do clone recombinante em E. coli Y1089
(item 3.2.1.), bactéria hospedeira do Agti1, em fungdo da presenga do
repressor lac, um produto do gene lac .

Para a lisogenizagio, 50 pl da suspensado da Y1089 (item 3.2.1) foram
infectadas com diferentes concentragées de clones recombinantes Agt11 e a
mistura foi submetida a incubagao de 32°C por 16 hs. Apds infecgdo, a
suspensio foi plaqueada em meio LB e incubada a 32°C por 18 hs. Cada
colénia obtida foi semeada em duas placas de meio LB, e cada placa
submetida a temperaturas distintas de incubagao: uma a 32°C e outra a 42°C
por aproximadamente 18 h. As coldnias que cresciam somente a 32°C foram

consideradas lisogénicas.

3.12 Absorgio de soros com extratos bacterianos

Os anticorpos séricos foram absorvidos com suspensées da E. coli e
dos bacteriofagos Agt11 ou AZAP, para eliminar a possibilidade de reacgdes

inespecificas ocasionadas pelo reconhecimento de determinantes antigénicos
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suspensido da E. coli Y1090 (item 3.2.1.) incorporada em 3 ml de gelose mole a
56°C. Apéds incubagao a 37°C por 18 horas para obtencio de lise total, foram
adicionados 3 ml de solugao diluente A por placa. Em seguida, todas as placas
foram submetidas a uma agitagdo constante e moderada durante 2 h a
temperatura ambiente. A suspensao foi recolhida das placas e o0 sedimento
bacteriano foi removido por centrifugagdo a 5000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para um tubo NALGENE de 50 ml e tratado com
RNAse | (1mg/ml) e DNAse (1 mg/ml) por 15 min a 37°C. Apés adigao de V/V
de solugdo diluente A contendo (PEG 8000 20%, NaCl 2M), o material foi
incubado por 1 h em banho de gelo e 0 sedimento recolhido por centrifugacgao
a 10.000 x g por 10 min a 4°C. O tubo foi invertido sobre papel de filtro para
drenagem do tiquido e o sedimento foi ressuspenso em 0,5 ml de tampéao TE e
5 ul de SDS a 10%. Apods incubagao por 5 min a 68°C, adicionou-se 10 pl de
NaCl 5M e o material resultante foi extraido uma vez com uma mistura de VIV
de fenol-cloroférmio (1:1) e por ultimo, com V/V de cloroférmio. Em seguida, o
DNA foi precipitado com isopropanol gelado e lavado com etanol gelado a 70%.
Apds secagem a vacuo, o DNA foi ressuspenso em tampdo TE pH 8,0

contendo 20 pg/ml de RNAse A e conservado a —20°C.

3.14.2 Extragido do DNA plasmidial

A extracdao do DNA plasmidial foi feita pela técnica de lise alcalina
segundo Sambrook et al. (1989). O sedimento celular correspondente a 5,0 ml
de cultura de 16 hs em meio LB/amp ou LB/can foi ressuspenso em 100 pl de
solugao | (Tris-HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM; glicose 50 mM), ao qual foram
adicionados 200 p! de solugao H (NaOH 0,2 N e SDS 1%) e incubado por 5 min
em banho de gelo. Apos a adigao de 200 pl de solugao lll (acetato de potassio
3 M, acido acético 1,15%) e nova incubagao por 5 min em banho de gelo, o
material foi centrifugado a 12.000 x g/4°C/5 minutos. A fase aquosa foi extraida
3 X com a mistura fenol:cloroférmio (1:1) e 1 X com cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1). O DNA foi precipitado com VNV de isopropanol e lavado em etanol
gelado a 70%. Apds secagem a vacuo, o DNA resultante foi ressuspenso em

50 pl de tampéo TE pH 8,0 contendo 20 ug/ml de RNAse A e conservado a 4°C.
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A quantificagdo do DNA foi determinada em pg/ul por espectrometria
no GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Amersham Biosciences). A leitura das
amostras de DNA foi realizada em cubetas de silica com capacidade de 100 pl,

utilizando comprimetro de onda UV, de 260 nm.

3.15 Amplificagdao de DNA pela reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A reagao de PCR (Reagao em cadeia da polimerase) foi utilizada para
amplificagdo de insertos do DNA dos clones recombinantes isolados da
biblioteca com Agt11. A amplificacdo foi realizada com 200 ng de DNA;
10 pmoles de cada oligonucleotideo iniciador; 1,5 mM de MgCl;; 10 mM da
mistura de dNTP (GIBCO-BRL) em um volume total de 100 ul e com um
*hot start” de 10 min a 98°C. Apds 10 min a 90°C para adigao de 2,5 U de
Tag DNA polimerase (GIBCO-BRL), um total de 30 ciclos de amplificagao
foram realizados nas seguintes condi¢des: 1 min de desnaturagdo a 94°C;
2 min de anelamento a 55°C e 3 min de elongag¢ao a 72°C, seguidos por 7 min
de extensdo da cadeia a 72°C, utilizando o termociclador (MJ Research).

O DNA dos insertos de clones recombinantes do Agtl1 foram
amplificados por PCR com os oligonucleotideos senso, 5’GGT GGC GAC GAC
TCC TGG AGC CCG 3’ e anti-senso, 5TTG ACA CCA GAC CAA CTG GTA

ATG 3' complementares ao Agt11 original (Promega Corp.).

3.16 Eletroforese em gel de agarose

O DNA dos clones isolados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose uitra pura (Sigma Chemical Co) para analise dos fragmentos e em gel
de agarose com baixo ponto de fusao NuSieve (FMC Corp.) para separagao
dos fragmentos dos insertos a serem purificados. As concentragdes utilizadas
de géis de agarose variaram de 0,8-2,0%, em fungcao do tamanho dos insertos
obtidos e os tampoes empregados foram TBE ou TAE (3.1.2) com adigao de
0.5 ng/ml de solugao de brometo de etidio. As amostras foram preparadas em
tampéo com (azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol FF 0,25%; glicerol 30%)
na proporgao 1:6 e submetidas a separagao eletroforética durante 60 min a
80V. O DNA do padrao de tamanho molecular Hind Hll (125 a 23.130 (pb) pares
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de bases) e Hae Ill (72 a 1.353 pb) (Gibco-BRL) foram diluidos neste tampao e
incluidos em cada corrida de gel. Os fragmentos foram visualizados em
transiluminador sob luz ultravioleta (UV) composto por um sistema de

documentacao com camara fotografica Polaroid (Bio-Rad Laboratories).

3.17 Purificagao do DNA

Para a purificagao, o DNA de cada clone recombinante foi tratado com
enzima de restricdo e separado por eletroforese em gel de agarose a 0,8% ou
a 2%. O fragmento do inserto foi cortado do gel e purificado com Geneclean ||
(BIO 101, Inc).

O inserto foi purificado segundo as especificagdes do fabricante e
utilizado para subclonagem.

3.18 Subclonagem dos insertos

Para analise das seqiéncias de nucleotideos, o inserto amplificado por
PCR do clone TESA-1 foi purificado do gel de agarose e subcionado em
plasmideo pGEM-T (Promega Corp.).

Para expressdao e produgdo do antigeno recombinante em grande
escala, a fase de leitura aberta do fragmento de 203 pb de TESA-1, localizada .
dentro da regiao do sitio EcoRl (GAATTC), foi subclonada em plasmideo
pGEX-1AT (Smith & Johnson, 1988) (Amersham Biosciences).

O plasmideo pGEM-T, com extremidade 3'T especialmente projetada
para subclonar produtos de PCR, foi ligado ao DNA do inserto sem
necessidade de defosforilagdo.

O DNA do plasmideo pGEX-1AT foi clivado com EcoRI e defosforilado
com Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) da (Gibco BRL), antes de ser
ligado ao inserto. CIAP é uma fosfomonoesterase que remove o fosfato 3' ou 5' do
DNA, impedindo a religagao do plasmideo.

Para defosforilagao, 1 pg de DNA do plasmideo digerido foi adicionado
com 2,6 U/ul de CIAP e a mistura foi incubada a 37°C por 30 min, seguida de
outra a 56°C p‘or mais 30 min. Apos a adigao de mais 2,6 U/ul de CIAP, a

incubagao alternada foi repetida e a mistura finalmente foi incubada a 68°C por
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10 min para inativagao enzimatica. Apos defosforilagao, o DNA foi extraido
2 vezes com V/V de fenol:cloroférmio (1:1). Em seguida, adicionou-se na fase
aquosa 2,5 V de etanol absoluto e 0,1 V de acetato de s6dio 3M pH 4,8 e a
mistura foi incubada por 30 min a —20°C para precipitar o DNA. O DNA
defosforilado foi recuperado por centrifugagédo a 13.000 x g/10 min/4°C, lavado
em etanol a 70% gelado e apés secagem a vacuo, foi ressuspenso em TE e
conservado a —20°C.

Para a ligagao do inserto ao plasmideo, foram adicionados em um tubo
Eppendorf, 2 pul do tampao 5X T4 DNA ligase, 25 ng do plasmideo
defosforilado, 100 ng do DNA do inserto, 1 ul de T, bNA ligase e 10 mM de
adenosina trifosfato (ATP). Apds incubagao de 3 hs a 15°C, o produto ligado foi

transformado em E. coli DH5«..

3.19 Transformagao das bactérias com plasmideos recombinantes

A transformacao da E. coli com plasmideos recombinantes foi realizada
segundo a técnica descrita por Chung & Miller (1988).

A suspensao de E. coli DH5a foi obtida de cultura recentemente
preparada, conforme condigdoes detalhadas no item 3.2.1, e imediatamente,
usadas no processo de transformacgéo.

Para a transformagao, em um tubo Eppendorf previamente gelado,
foram colocados 10 ng do DNA e 100 pul da E. coli DH5a e a suspenséo foi
incubada por 30 min em banho de gelo. Em seguida, 900 ul de TSB com
20 mM de glicose foram adicionados e a suspensao foi incubada a 37°C por
2 hs sob agitagao constante. Apés centrifugacao rapida para sedimentacgao das
células, cerca de 800 pl do sobrenadante foi desprezado e as células foram
ressupensas em 200 ul do volume remanescente.

O produto transformado em E. coli com pGEX foi plaqueado em meio
LB/amp. Uma placa semelhante acrescida por X-gal e IPTG foi utilizada para
plaquear o produto resultante da transformag¢ao com pGEM-T. As plécas foram
incubadas por 24 hs a37°Ceo DNA das coldnias foi extraido conforme item 3.14.2.
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3.20 Analise e triagem dos plasmideos recombinantes

A andlise de plasmideos recombinantes obtidos por subclonagem do
DNA 2m vetor de sequenciamento pGEM-T e em vetor de expressio pGEX foi
realizada apés processo de transformacgao em E. coli.

As colbnias recombinantes que cresceram apods transformagdo com o
plasmideo pGEM-T foram selecionadas pela coloragao branca, excluindo-se as
de coloragdo azul, nao recombinantes, resultantes da expressdo de
B-galactosidase pelo gene lacZ deste vetor, na presenga de X-gal.

Apos extragdo, o DNA das coldnias transformantes, foi digerido com as
enzimas Apal e Pstl e submetido a separagao eletroforética em gel de agarose
(0,8% ou 2%), para confirmar a presenga de inserto.

Para a triagem de plasmideos recombinantes subclonados no vetor de
expressdo pGEX-1AT, as coldnias transformantes foram semeadas em meio
LB/amp e cultivadas a 37°C durante 18 hs em agitacdo constante. As
suspensdes obtidas foram inoculadas em novo meio de cultura e durante a
fase exponencial de crescimento, adicionou-se IPTG na concentragao de
0.5 mM para indugao da expressdao por 3 hs sob agitagdao constante. O
sedimento celular recuperado por centrifugagao foi ressuspenso em tampao de
amostra e submetido a separag¢ao eletroforética em SDS/PAGE a 10% (3.21).
A presenga da proteina em fusdo com GST foi confirmada,
comparando-se o PM obtido com o da proteina GST expressa pelo vetor
pGEX, usado como controle de expressao.

3.21 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Esta técnica, descrita por Laemmli (1970), foi utilizada para tnagem das
colénias transformantes com plasmideos pGEX ligado ao inserto de TESA-1.

Nesta triagem, foi utilizado SDS-PAGE com gel de separagdo a 10%
em tampao Tris-HCI 375 mM pH 88 com 0,1% de SDS e com gel de
empilhamento a 4,5% em tampao Tris-HCl 125 mM com SDS 0,1%. O
sedimento celular das colonias transformantes cultivadas, conforme item 3.20,
foi ressuspenso em tampao de amostra (Tris-HCI 60 mM, pH 6,8; glicerol 25%:
SDS 2%: 2-mercaptoetanol 14,4 mM e azul de bromofenol 0,1%) e tratado por
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aquecimento a 100°C durante 5 min. Os padroes de baixo peso molecular:
fosforilase b do musculo de rato - 94,0 kDa; albumina bovina - 67,0 kDa;
albumina do ovo - 43,0 kDa; anidrase carbdnica bovina - 30,0 kDa; inibidor de
tripsina da soja - 20,1 kDa e a-lactoalbumina bovina - 14,4 kDa (Amersham
Biosciences) foram preparados conforme recomendacdes do fornecedor e
incluidos em cada gel. A separagiao eletroforética foi realizada a 100 V em
tampao Tris-HCI 20 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%. O gel foi corado com
Azul de Coomassie 1% em metanol 45% e 4cido acético 45% e a descoloragdo
foi realizada com 3 trocas de acido acético a 7%.

3.22 Sequenciamento de clones recombinantes

3.22.1 Sequenciamento manual

O sequenciamento manual foi realizado pelo método de
“dideoxynucleotide chain termination” descrito por Sanger et al. (1977) e
utilizado para determinar a seqiéncia de nucleotideos do DNA dos clones
obtidos da biblioteca genémica de T. cruzi com Agti1. Posteriormente, a
sequéncia de nucleotideos do clone TESA-1 obtida manualmente foi confirmada
por sequenciamento semi-automatico realizado segundo o item 3.22.2.

A reagdo de sequenciamento foi feita com “Thermo Sequenase
Radiolabeled Terminator kit* (Amersham Biosciences) que contém nucleotideos
marcados com [a->PJddNTP. Um total de 16 ciclos: 30 segundos a 90°C,
30 segundos a 60°C e 1 min a 72°C, de acordo com a especificagdo de uso do
produto, foi amplificado utilizando o termociclador (MJ Research).

O gel de sequenciamento foi confeccionado em placas de vidro,
montadas entre espagadores com 0,4 mm de espessura. A concentragao do
gel utilizada foi de 6% (acrilamida 5,7%, bis-acrilamida 0,3%, uréia 42%,
TBE (10X) 10 ml, persulfato de amoéneo 0,1% e TEMED 0,01%) e a corrida foi
feita em tampao TBE 0,6% durante 4 horas a 75 watts, na temperatura de
aproximadamente 52°C.

Apds eletroforese e secagem, O gel foi exposto em filme raios X

(Kodak) durante 24-36 hs revelado por autoradiografia.






48

A analise comparativa entre aminoacidos deduzidos das seqiéncias de
DNA dos clones recombinantes isolados com aquelas das proteinas

similarmente descritas foi realizada com os programas em software: DNASTAR
e Clone Manager 5.

3.23 Expressao do antigeno recombinante TESA-1

A expressao para produgao em grande escala, da proteina TESA-1 em
fusdo com GST foi realizada segundo a técnica descrita por Lew et al. (1991).
Para expressao, uma colénia do clone TESA-1 subclonado em pGEX-1AT foi
cuitivada em 5 ml de meio LB/amp e incubado durante 18 hs com agitacao
constante. Como controle de expressao, uma coldnia da bactéria transformada
com o plasmideo pGEX foi cultivada e processada nas mesmas condigbes. As
suspensdes bacterianas foram inoculadas na proporgao de 1/10 em 50 ml de
meio LB/amp e as células foram cultivadas a 37°C por 2 hs, com agita¢cao
vigorosa de 200 rpm. Na fase exponencial de crescimento, adicionou-se
Isopropil p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) a uma concentragao final de 0,5 mM
e as células foram induzidas por um periodo adicional de 3 h. Apos indugao, as
células foram recolhidas por centrifugagdo (3.500 x g, 4°C, 10 min) e os
sedimentos bacterianos submetidos a solubilizagao.

Para solubilizagdo, cada sedimento foi ressuspenso em 1,2 mi de
Tris 10 mM: EDTA 1 mM pH 8,0. Em seguida, a suspensao foi tratada com 2,4 mg
de lisozima por 20 min em temperatura ambiente e submetida uma vez ao processo
de congelamento e descongelamento. Apds a adigdo de 12 pl de MgCl 2 M e
2.4 pg de DNAse |, a suspensao foi incubada a temperatura ambiente por 15 min e
o sedimento foi eliminado por centrifugagdo. A fragdo solavel do antigeno foi
recolhida do sobrenadante e purificada em resina de afinidade (3.24).

3.24 Purificagdo do antigeno recombinante TESA-1 por cromatografia de

afinidade

Para a purificagdo do antigeno recombinante TESA-1 foi utilizada a
resina de afinidade Glutationa agarose 4B (Amersham Biosciences), descrita

por Smith & Johnson (1988). A resina é constituida de agarose com 7-15 pmol
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de glutationa acoplada por ml de gel drenado, capaz de ligar > 5 mg de
glutationa S-transferase.

A purificagao foi realizada pelo método “batch” que consiste na adigéo
de 600 pl da resina lavada em PBS com 1200 ul da fragao solavel. Para a
adsorgao da proteina, a mistura foi mantida sob agitagdo branda por § min e
depois lavada 5 vezes em PBS gelado.

A proteina foi eluida em 600 pl de glutationa reduzida (Sigma Chemical
Co) (2mg/ml em Tris-HCI 50 mM, pH 9,6) por 5 minutos sob agitagdo branda. A
suspensao foi centrifugada a 500 x g, 5 min e o sobrenadante foi recolhido e
reservado. O processo de eluigao foi repetido 3 vezes e as eluigbes foram
agrupadas em aliquota Gnica, para dosagem de proteinas. A dosagem de
proteinas foi realizada com azul de Coomassie G (Sigma Chemical Co),

utilizando o método de Bradford.

3.25 Produgao de anticorpo policlonal anti-TESA-1

Coelhos NZW machos, pesando aproximadamente 1 kg, foram
inoculados por via subcutanea dorsal com o antigeno recombinante
homogeneizado V/V com adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co),
na concentragcdo de 100 pg/mi. As doses de reforgo foram administradas
durante 2 meses, em intervalos quinzenais, na concentragao de 100 pg/mi por
via intramuscular em adjuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical Co).
Apods sangria de prova, o soro coletado foi distribuido em aliquotas e estocado
a —20°C até o momento de uso.

Anti-Glutationa S-transferase também foi produzida em coelhos
utilizando como inéculo, o plasmideo pGEX induzido com IPTG e purificado por

afinidade em glutationa agarose 4B conforme descrito por Cotrim et al., 1990.

3.26 Amostras de soros

Foram analisadas 120 amostras de soros de pacientes chagasicos e
nao chagasicos. O grupo de pacientes chagasicos foi constituido por pacientes

das fases aguda e crnica € com diferentes formas clinicas da Doenca de
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Chagas cronica. O grupo de ndo chagdsicos foi constituido de individuos

normais e por pacientes com a leishmaniose viscerai.

3.26.1 Soros chagasicos:

Foram provenientes de pacientes que residem em dareas nao
endémicas, mas migrantes de diferentes regides do Brasil, principalmente de
areas endémicas da doeng¢a de Chagas, constituidos por:

a) 10 pacientes na fase aguda

b) 80 pacientes na fase crbnica

¢ 50 assintomaticos
e 19 com forma cardiaca
¢ 11 com forma digestiva

Do total destes pacientes chagasicos, 50% apresentavam
xenodiagnostico positivo e todos os soros foram positivos pela sorologia

convencional da doenga de Chagas (IFl, ELISA e HAI).

3.26.2 Soros nao chagasicos:

Foram coletados de individuos normais residentes de area endémica
que apresentavam sorologia negativa para a infecgdo do 7. cruzi. Entre os
pacientes com outras infecgdes, os pacientes com leishmaniose apresentavam
sorologia convencional (IFl, ELISA) positiva e TESA-blot negativo. Este grupo
foi constituido por:

a) 20 doadores de sangue
b) 10 pacientes com leishmaniose visceral ativa.
Os soros utilizados foram conservados a -20°C, em aliquotas

adicionadas de (V/V) de glicerol tamponado pH 7.2, para evitar degradagao
proteica durante o ciclo de congelamento e descongelamento das amostras.
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3.27 Analise e caracterizagcdo do antigeno recombinante TESA-1 pela
técnica de “IMMUNOBLOTTING”

A caracterizagao imunoquimica do antigeno recombinante TESA-1 foi
realizada pela técnica de “Immunoblotting” descrita por Towbin et al. (1979),
nas seguintes abordagens:

¢ confirmar a fusado da proteina recombinante TESA-1 com GST

s verificar a presenga do epitopo do recombinante TESA-1 em

8 diferentes cepas de TESA e nas formas evolutivas (tripomastigota,
epimastigota e amastigota) do 7. cruzi com o anticorpo homoélogo
anti-recombinante TESA-1 produzido em coelhos (item 3.25)

e analisar soros de pacientes chagasicos e nao chagasicos com a

proteina recombinante TESA-1

Inicialmente, antigenos obtidos do parasita ou isolados de bibliotecas
do T. cruzi foram solubilizados em tampao de amostra, fervidos a 100°C por
5 min e submetidos a separagao eletroforética por SDS-PAGE (item 3.21). Os
padrdes de alto peso molecular: miosina do muasculo de rato - 205,0 kilodaltons
(kDa); B galactosidase da E. coli - 116 kDa; fosforilase b do musculo de rato -
97,0 kDa; albumina bovina - 66,0 kDa; albumina do ovo - 45,0 kDa (Sigma Co)
e de baixo peso molecular: fosforilase b do musculo de rato - 94,0 kDa;
albumina bovina - 67,0 kDa; albumina do ovo - 43,0 kDa; anidrase carbdnica
bovina - 30,0 kDa; inibidor de tripsina da soja - 20,1 kDa e a-lactoalbumina
bovina - 14,4 kDa (Amersham Biosciences) foram preparados conforme
recomendagdes do fornecedor e incluidos em cada gel.

Os antigenos das formas tripomastigota (3x1 0% parasitas/cm?),
epimastigota (1,5x10° parasitas/cm?) e amastigota (4x10° parasitas/cm?®) do
T. cruzi, foram lisados em tampdo contendo Nonidet P-40 (10% V/V) e
inibidores de protease: aprotinina 1 pg/ml, antipaina 1 pg/ml, leupeptina
1 pg/mi, TLCK (tosyl lysine chiromethyl ketone) 1 mM, PMSF (phenyl methyl
sulfonyl fiuoride) 1 mM e TPCK (tosyl phenyl alanine chloromethyl ketone)
2 mM (Sigma Chemical Co), durante 10 min a 4°C. Decorrido este tempo, as
amostras foram diluidas V/V em tampao de amostra e ap6s fervura a 100°C,

por 5 min, foram imediatamente submetidas a separagdao em SDS-PAGE a 7%.
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A fragdo TESA das cepas Y, BS-IMT, DP2, DP3, JBR, CL, G, Tulahuen
do T. cruzi foi diluida em tampdo de amostra na proporcdo de 4:1 e em
seguida, separada eletroforeticamente em gel de SDS-PAGE a 7%.

O antigeno recombinante TESA-1 foi solubilizado em 200 pl de tampao de
amostra com os inibidores de protease: aprotinina 1 pg/ml, antipaina 1 pg/mi,
leupeptina 1 pug/ml, TLCK 1 mM, PMSF 1 mM e TPCK 2 mM (Sigma Chemical Co)
e aplicado em gel de SDS-PAGE a 10% na concentragao de 112,5 pg/mi.

Apods a corrida eletroforética em SDS-PAGE, o gel foi transferido para
membrana de nitrocellulose com 0,45 um (Schleicher & Schuell) de porosidade,
usando o sistema de transferéncia semi-séco (Biorad Laboratories) durante
50 min a 2 mA/cm?. A membrana foi corada com solugiao de Ponceau S a
0,5% (Sigma Chemical Co) para verificar a eficiéncia das proteinas transferidas
e, em seguida, bloqueada em PBS-5% de leite desnatado (Molico, Nestle) por
1 h sob agitagao moderada. A membrana foi cortada em tiras de 4 mm de
largura e submetidas a reatividade de soros diluidos em PBS-1% de leite
desnatado durante 16 hs a 4°C sob agitagdo moderada. As diluigbes utilizadas
foram de 1:3000 para os soros hiperimunes de coelhos anti-TESA-1 e anti-GST
e de 1:50 para os soros de pacientes chagasicos e nao chagasicos. Apds
incubagao, foram lavadas 3 vezes em PBS e incubadas com conjugado
anti-lgG humano-HRP ou anti-lgG de coelho-HRP (Sigma Chemical Co)
diluidos em PBS-1% de leite desnatado a 1:4000 e 1:2000 respectivamente.
Apos novas lavagens em PBS, as tiras foram reveladas com
4-chloro-1-naphthol e H,O; e a reagao foi interrompida com H;O. A reagao foi

considerada positiva quando apresentava bandas de coloragao azul purpura.
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4. Resultados

4.1. Anticorpos eluidos por afinidade ao TESA-blot

A selegao de genes que codificam antigenos excretados-secretados
pelo T. cruzi foi efetuada das bibliotecas de DNA e de cDNA, construidas
respectivamente em Agt11 e em AZAP, com anticorpos anti-TESA
purificados por afinidade do TESA-blot (ANEXO 1).

Anti-TESA utilizados na primeira selegcao foram purificados de
anticorpos presentes em um “pool” de soro de paciente chagasico crénico,
gue reconheceram proteinas excretadas e secretadas do 7. cruzi, de um
total de aproximadamente 80 TESA-blot. Estes anticorpos foram eluidos de
membranas de nitrocelulose, contendo a fragdo TESA obtida do
sobrenadante de culturas de células LLC-MK2 infectadas com 7. cruzi (cepa
Y) e submetida a separagao por SDS-PAGE a 7% (item 3.6). O processo de
eluicdo dos anticorpos especificamente ligados a membrana foi realizado
trés vezes, em volumes de 500 ul de Tampao glicina 0,2M, pH 2,6 e as
aliquotas correspondentes de cada eluigdo foram neutralizadas e agrupadas,
perfazendo um total de aproximadamente 70 mi/aliguota.

A eficiéncia da eluigao dos anticorpos especificos obtidos por
afinidade foi confirmada pela reatividade das aliquotas com a banda de
150-160 kDa presente no TESA-blot da cepa Y. Esta reatividade foi
observada nas 3 elui¢des feitas subsequentemente (Fig. 1, colunas 1, 2 e 3).
O controle com o pool de soro chagasico crénico também mostrou o mesmo
perfil de reatividade (Fig. 11, TESA, coluna a).

Os anticorpos anti-TESA purificados por afinidade mostraram-se
capazes de imunoselecionar clones de uma biblioteca gendémica do 7. cruzi,
construida em Agt11.

Uma maior abordagem foi efetuada na terceira selecdo (ANEXO 1)

realizada com a biblioteca de cDNA construida em vetor AZAP.
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O grupo de pacientes chagasicos consistiu de soros de pacientes
crénicos assintomaticos e com comprometimento clinico (cardiaco e
megaesdfago) (item 3.26) e de soros de pacientes de fase aguda. O grupo dos
nao chagasicos foi constituido por soros de individuos considerados normais e
de pacientes acometidos por leishmaniose.

Os dados da avaliagao imunodiagnostica, em porcentagem de
reatividade ao antigeno recombinante TESA-1 estdo apresentados na

Tabela 1, com os diferentes grupos de pacientes chagasicos e nao chagasicos.

Tabela 1 - Analise por Immunobiotting, da reatividade da proteina
recombinante TESA-1 com anticorpos IgG de soros de pacientes chagasicos e
nao chagasicos

Immunobotting

AMOSTRAS Antigeno ‘TESA«1 TESA
recombinante

Grupos Formas clinicas n P% n+ P%
Agudos 10 100% (10) 100
Digestiva 11 90,9 (10) 100
Assintomaticos 50 78,0 (38) 100
NéO Normal 20 0 0
CHAGASICOS| | oishmaniose 10 20,0 (2) 0

Sensibilidade = 0,822
Especificidade = 0,933

Os soros dos pacientes chagasicos crénicos, com a forma digestiva da
doenga de Chagas, apresentaram uma positividade de 90,9%, os cardiacos
B4,2% e os assintomaticos 78,0% de positividade. Nenhuma correlagédo foi
encontrada entre a reatividade da proteina recombinante TESA-1 e as

diferentes formas clinicas da doenga de Chagas.
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O sequenciamento parcial obtido destes 26 clones isolados podem ser
encontrados nos anexos.

Embora parcialmente sequenciados, as sequéncias de nucleotideos
analisadas pelo GenBank permitiram a identificacdo de 14 clones (1, 7, 10, 11,
15, 17, 18, 27, 29, 30, 34, 43, 53 e 56) homoblogos com os genes CEA, CRP e
FL-160 que codificam proteinas de 160 kDa.

A sequéncia de nucleotideos do clone 47 apresentou homologia com
os genes TCTS/TCNA/SAPA que codificam as moléculas TS/SAPA do T. cruzi.
Este foi o anico clone reativo com anticorpos anti-TESA purificados de soros
chagasicos de fase aguda, pela reacao de Dot-blot (Fig. 18B)

A analise das sequéncias dos clones 3 e 16 mostraram homologia com
os genes que codificam a proteina Hsp70 do T. cruzi. O clone 28 apresentou
uma seqii€éncia homologa a da desidrogenase do T. cruzi.

A analise das sequéncias de nucleotideos de 8 destes clones (14, 19,
20, 42, 48, 51, 52 e 54) nao tiveram nenhuma sequéncia identificada com a do
T. cruzi ou outra sequéncia conhecida.

Pela andlise em gel de agarose, alguns destes 26 clones mostraram
fragmentos de insertos com tamanhos aparentemente semelhantes (Tabela 2).
Apds sequenciamento, os clones 18 e 27, com tamanhos aparentemente de
3,5 kb, mostraram homologia com o CEA. Porém, a analise da sequéncia de
nucleotideos do clone 18 também apresentou similaridade com a
desidrogenase do T. cruzi.

Os clones 17, 34 e 53, com fragmentos de 2,4 kb, foram identificados
com os genes CEA, CRP e FL-160. Todavia, estes clones apresentaram nitidas
diferengas quando foram submetidos a uma analise comparativa das
sequéncias de nucleotideos (Fig. 20). Uma semelhanga maior foi verificada
entre as sequéncias de nucleotideos dos clones 29 e 30, com tamanho

molecular aparente de 3,3 kb.
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Tabela 2 - Tamanho do fragmento do inserto e homologia da sequéncia de
nucleotideos dos 26 clones selecionados com anticorpos anti-TESA da
biblicteca de cDNA de T. cruzi, construida em AZAP,

Qtidade Tamanho do inserto] Nimerode | 'lomologia das
de | CLONES| analiseem gel pbs Sﬁﬂé‘.iﬂfi'?iose
clones (pbs) sequenciados (GenBank)

1 1 1250 172 CEA
2 7 3100 666 CEA/CRP/FL-160-3
3 10 3000 473 CEAJ/FL-160-3/CRP
4 11 3300 743 CEA/CRP/FL-160-2
5 15 2000/700/300 513 CEA/FL-160-3/CRP
6 17 2400 720 CEA/FL-160-3/CRP
7 18 3500 709 CEA/desidrogenase
8 27 3500 276 CEA/FL-160mRNA
9 29 3300 262 CEA/FL-160-2/CRP

10 30 3300 278 CEA/CRP/FL-160-1

11 34 2400 320 CEA/CRP

12 | 43 1700 476 | CEA/FL-160-1/CRP

13 53 2400 612 CEA/FL-160-2/CRP

14 56 2500 501 CEA/CRP/FL-160-3

15 47 1700 1471 TCTS/TCNA/SAPA

16 3 1900 188 Hsp70

17 16 3300/1700 564 Hsp70 mitocondrial

18 28 1100 818 Desidrogenase

19 14 1300 580 Sem homologia

20 19 1300 360 Sem homologia

21 20 3000/900 496 Sem homologia

22 42 600/300 460 Sem homologia

23 48 1300/1G00 204 Sem homologia

24 51 2100 234 Sem homologia

25 52 2000/1200 234 Sem homologia

26 54 1200 633 Sem homologia

{ ) nomero de acesso aoc GenBank

Genes que codificam proteinas de 160 kDa:

{CEA) Chronic Exoantigen (M88337)

(CRP) Proteina Regulatoria do Compiemento (U59297)
(FL-160-1, FI-160-2, FL-160-3, FL-160mRNA

Antigeno Flageiar (M65032, X70948, X70949 e X70947).
Genes que codificam SAPA:

(TCTS-154) Trans-sialidase do T. cruzi (D50685)
(TCNA) Neuraminidase do 7. cruzi (M61732)

(SAPA) Shed Acute Phase Antigen (X57235).

Genes hsp70 (X07083 e X13690) e hsp70 mitocondrial (M73627) do T. cruzi.
Gene da desidrogenase do T. cruzi (U31282).
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4.4.1 Caracteristicas das sequéncias dos clones recombinantes obtidos

no terceiro isolamento com potencial diagnostico

A comparag¢do das sequéncias de nucleotidecs dos insertos de 26
clones isolados da biblioteca de cDNA do T. cruzi, construida em AZAP , pelo
GenBartk, mostrou uma alta homologia de 15 deles, com genes pertencentes a
Familia Trans-sialidase do T. cruzi.

Desses 15 clones homélogos a Familia Trans-sialidase, 14 deles (1, 7,
10, 11, 15, 17, 18, 27, 29, 30, 34, 43, 53 e 56) foram identificados com genes
incluidos no Grupo lll e apenas 1 (47) mostrou aita homologia com genes do
Grupo | desta familia.

Os 14 clones identificados com o Grupo lll da Familia Trans-sialidase
apresentaram alta similaridade com os genes que codificam proteinas de
160 kDa do 7. cruzi. Uma forte identidade destes clones foi constantemente
observada com os genes CEA (M88337), CRP (U59297), FL-160-1 (M65032),
FL-160-2 (X70948) e FI-160-3 (X70949), atingindo 87-97% de similaridade.

Dentre os genes que mostraram homologia com os 14 clones
recombinantes selecionados, a sequéncia do CEA foi a que mais se identificou
com estes isolados, por apresentar uma regido amino-terminal pouco similar
daquelas observadas nas sequéncias dos genes da CRP e FL-160.

Considerando-se a regiao sequenciada pelo primer 5 como 0 inicio de
cada clone, podemos observar que estes 14 isolados homdlogos ao Grupo i,
apresentaram fragmentos que codificam diferentes regides do gene CEA.

Uma analise comparativa (Figura 20) realizada entre as sequéncias de
nucleotideos desses 14 isolados mostrou que 11 destes clones (11, 30, 7, 29,
10, 56, 15, 34, 53, 17 e 43) foram similares entre si. Esta regido compartilbhada
por esses 11 clones corresponde aquela compreendida entre 560-2112 pbs, de
um total de 2993 pbs, do gene CEA. Pode ser observado que cada cione
compartilha uma determinada regiao que se identifica com diferentes regides
do gene CEA (Fig. 20).

As sequéncias dos clories 1, 18 e 28 ndo apresentaram similaridade
com os demais clones. A sequéncia de nucleotideos do clone 1 apresentou
homologia com a extremidade (2226-2397 pbs) carboxi-terminal do CEA. Por

outro lado, a do clone 27 foi homéloga com a extremidade amino-terminal,
























Os resultados desta reatividade estdo ilustrados na Figura 23 e se
encontram detathados na Tabela 3.

A proteina induzida pelo clone TESA-1, obtido no primeiro isolamento e
identificado com a CRP e FL-160 do Grupo Ili da Famiiia Trans-sialidase,
reagiu com anticorpos anti-TESA imunoselecionados do soro dos pacientes P9,
P7 e CHC. Estes dados vieram confirmar resultados previamente obtidos com
a proteina recombinante TESA-1 expressa em pGEX.

Alguns dos soros (634, 635, 637 e P11) utilizados nesta analise foram
selecionados por nao apresentarem nenhuma reatividade com a proteina
recombinante TESA-1. Por esta razdo, os anticorpos anti-TESA purificados do
paciente P11 foram incluidos para selecionar clones recombinantes no terceiro
isolamento obtido da biblioteca de cDNA do T. cruzi.

Os dados observados rmostraram uma grande quantidade de clones
reativos com anticorpos anti-TESA eluidos do soro P11, comprovam a
eficiéncia desta estratégia (Fig. 23).

Por outro fado, a proteina recombinante TESA-1 que foi reconhecida
pelos soros de chagasicos de fase aguda (por Immunoblotting) nao reagiu com
os anticorpos imunoselecionados de soro de fase aguda.

As proteinas expressas pelos clones 12a, 15b, 16a e 25a, selecionados
por sonda, homdlogas com o antigeno CAl Tc13 do Grupo IV da Familia
Trans-sialidase, foram pouco reconhecidas pelos anticorpos anti-TESA
imunoselecionados, tanto de soros de chagasicos cronicos como o de fase
aguda.

A proteina expressa pelo clone 15b mostrou uma fraca reatividade com
anticorpos imunoselecionados dos pacientes P9 e 634.

Dos 26 clones obtidos no terceiro isolamento, 14 deles (1, 7, 10, 11, 15,
17, 18, 27, 29, 30, 34, 43, 53 e 56) mostraram homologia com o Grupo Ill da
Familia Trans-sialidase. As proteinas induzidas por estes clones reagiram com
anticorpos imunoselecionados de pacientes cronicos. Os clones 15, 43 e 53
nao reagiram com anticorpos imunoselecionados dos pacientes crénicos 634,
635, P7 e P11.

Nenhum destes 14 clones induziram proteinas recombinantes que

fossem reconhecidas por anticorpos imunoselecionados de chagasico de fase
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aguda, incluindo as dos clones 3 e 16 (homologos com a Familia da Hsp70),
que reagiram somente com os anticorpos de fase cronica.

A proteina expressa pelo clone da desidrogenase de T. cruzi mostrou
uma fraca reatividade com anticorpos imunoselecionados somente dos
pacientes 634 e P9.

As proteinas recombinantes induzidas pelos clones 14, 20, 42, 48 e 51,
que nao apresentaram homologia com nenhum antigeno do T. cruzi ja descrito,
foram reconhecidos pelos anticorpos anti-TESA imunoselecionados de
crénicos.

Somente a proteina induzida pelo clone 47 semelhante ao TS/SAPA
reagiu com anticorpos anti-TESA imunoselecionados de soro agudo. Com
excegao do paciente P7, todos os anticorpos anti-TESA imunoselecionados de

soros cronicos, mostraram alta reatividade com a proteina do clone 47.
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Tabela 3 - Dot Blot dos clones isolados das bibliotecas de DNA gendmico e de
cDNA do T. cruzi com anticorpos anti-TESA purificados de 8 soros de
pacientes (1 soro de fase aguda e 7 de fase cronica) da doenga de Chagas.

Reatividade com Ac anti-TESA Humano

Clones Homologia | Agudo Crénicos
983 | CHC | 634 635 637 P7 P9 P11
TESA-1 | gp85/CRP/FL-160 + Neg Neg | Neg + ++ Neg
12a |CAl Tc13 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
15b [CAl Tc13 Neg + Neg Neg Neg + Neg
16a [CAI Tc13 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
25a | CAIl Tc13 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 CEA ++ + ++ ++ ++ ++ ++
7 CEA/FL-160/CRP ++ ++ + ++ ++ ++ ++
10 CEA +4+4+ +++ ++ +4+4+ +++ +4+4+ +++
1 CEA/CRP ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
15 CEA/FL-160 + Neg Neg + + + +
17 CEA +++ ++4 + +4++ +++ +++ ++
18 CEA/desidrogenase +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++
27 | CEA/FL-160 ++ +++ ++ +4++ | +++ | ++ ++
28 | Desidrogenase Neg + Neg Neg Neg + Neg
29 CEAJ/FL-160 ++ ++ + ++4+ | +4+4+ ++ ++
30 CEA/FL-160 ++ ++ + ++4+ | +4++ ++ ++
34 |CEA/CRP +++ | +++ ++ ++ 44+ | 4+ | 444+
43 CEA + + Neg + Neg + Neg
53 CEA/FL-160 + + Neg +4++ ++ ++ ++4
56 CEA/CRP ++ ++ + ++4+ ++ ++ ++
47 |TCTS/TCNA/SAPA | +++ | ++ | +++ | +++ | 44+ | Neg | +++ | +++
3 Hsp70 ++ ++ + ++ ++ ++ ++
16 Hsp70 ++ + o + ++ ++
14 | Sem homologia ++ ++ + ++ ++ ++ ++
19 | Sem homologia + ++ Neg + + ++ +
20 Sem homologia + ++ + + + ++ ++
42 | Sem homologia ++ ++ + ++ ++ ++ +
48 Sem homologia ++ ++ + ++ ++ + +
51 Sem homologia ++ ++ + +++ ++ ++ ++
52 {Sem homologia Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
54 Sem homologia + + Neg + Neg + Neg

(Neg) = Sorologia negativa
(+) = Sorologia positiva

(+++, ++, +) = Intensidade da reagdo
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5. DISCUSSAQ

No presente trabalho, o isolamento de genes que codificam proteinas
excretadas-secretadas pelas formas tripomastigotas do T. cruzi, foi realizado,
visando a obtengado de antigenos recombinantes especificos para atender as
necessidades existentes no diagnéstico soroldgico da doenga de Chagas.

Como exposto no capitulo da introdugdo, esse estudo sobre proteinas
excretadas e secretadas pelo 7. cruzi (TESA), baseou-se principalmente nos
dados previamente obtidos de dois polipeptideos, revelados por TESA-blot. Um
dos polipeptideos, de 150-160 kDa, era altamente reativo com soros de
pacientes chagasicos cr'6nicos,k enquanto que o outro, descrito como SAPA, era
reconhecido preferencialmente por soros de pacientes de fase aguda.

Acresce-se ainda que outros estudos relatam que estas proteinas
excretadas e secretadas do 7. cruzi apresentando peso molecular de
160 kDa, sao apontadas como alvo de anticorpos liticos, presentes somente
naqueles pacientes portadores de infecgdo chagasica ativa.

Em vista da relevancia destes antigenos, propusemo-nos a investiga-
los mediante o isolamento e expressido de fragmentos génicos. Para tanto, o
desenvolvimento do trabaiho foi efetuado em trés etapas consecutivas.

Na primeira etapa, a selecido de clones recombinantes de uma
biblioteca genémica de T. cruzi, construida em vetor de expressao igt11, foi
realizada, com anticorpos anti-7. cruzi presentes em um “pool” de soros
chagasicos purificados por afinidade da regiao de 110-180 kDa do
TESA-blot, mediante eluicdo acida (Fig. 1). A reatividade especifica dos
anticorpos eluidos de um “pool” de soros chagasicos cronicos foi confirmada
pelo Immunoblotting, que mostrou uma forte reatividade da banda de
150-160 kDa da fragao TESA (Fig. 1).

Esta forte reatividade da fragdo TESA (Fig. 11, coluna TESAa)
contrastou com outra fraca, observada com o extrato de tripomastigota do
T. cruzi (Fig. 11, coluna Tb). Estas observagdes confirmam resultados prévios
mostrando que esses antigenos liberados de formas tripomastigotas se
encontram tranéitoriamente localizados na superficie de membrana destes

" parasitas (Gongalves et al,, 1991). Por outro {ado, nenhum dos polipeptideos
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presentes nos extratos de formas epimastigotas reagiram com anticorpos
anti-TESA purificados por afinidade (Fig. 11, coluna 2),

O sequenciamento completo do inserto do TESA-1 (Fig. 6) comparado
com os dados disponiveis no GenBank revelou sua alta homologia com
moléculas pertencentes a Super Famiiia Trans-sialidase do 7. cruzii Uma
familia representada por quase 1000 membros (Salazar et al., 1996) que
compartilham a sequéncia VIVXNVXLYNR (Cross & Takle, 1993; Schenkman
et al., 1994).

A sequéncia de nucleotideos do TESA-1 mostrou que o fragmento que
expressa essa proteina apresentou uma fase de leitura com 203 bps,
codificando um peptideo de 67 aminoacidos (Fig. 6). Todas as sequéncias de
nucleotideos que demonstraram similaridade com TESA-1 pelo GenBank
(Fig. 7) foram de genes pertencentes ao Grupo Il da Familia Trans-sialidase do
T. cruzi. Esta alta homologia do TESA-1 com moléculas pertencentes ao Grupo
lil foi confirmada peia sequéncia de nucleotideos e pela sequéncia deduzida de
aminoacidos. Dentre estas moléculas, TESA-1 mostrou 60-70% de identidade
com a regido carboxi-terminal das proteinas CRP-10 (U59297) e FL-160-1
(M65032), além de apresentar uma pequena regiao similar ao CEA (M88337).
Por analogia, CEA apresenta 60% de similaridade com a regiao amino-terminal
das proteinas FL-160 e CRP que pertencem a este mesmo grupo. Estes
resultados indicam que TESA-1 esta mais relacionado com as proteinas CRP e
FL-160 do que com CEA.

TESA-1 também compartilha 87-90% de identidade com a regiao
carboxi-terminal da gp85 (M91469) e gp85 (M91470), que também apresentam
59-72% de homologia com os genes FL-160 e CRP. Soro hipenmune
produzido da proteina de fusao denvada deste gene reconheceu uma proteina
de 160 kDa da superficie de tnpomastigotas (Takle et al., 1992).

A subclonagem e expressdo em pGEX-1AT do fragmento do inserto de ‘
TESA-1 resultou no peptideo de 38 kDa em fusdo com GST do Schistosoma
japonicum (Fig. 9A). Apesar de sua pequena constituigdo (203 pbs), o peptideo
de apenas 10 kDa de TESA-1, exibiu forte reatividade com soro chagasico
crénico por Iimmunoblotting (Fig. 9B), indicando que contém epitopos que sao

imunodominantes na infecgdo chagasica humana.
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A reatividade do anti-recombinante TESA-1 com a banda de 150-160
kDa do TESA-blot mostra que epitopos imunogénicos do peptidea TESA-1
estao presentes em mais de um determinante antigénico da fragdo nativa (Fig.
12, coluna 4). De maneira semelhante, a banda de 150-160 kDa presente no
TESA-biot de 8 diferentes cepas e isolados de T. cruzi foi ampiamente
reconhecida pelo soro hiperimune anti-TESA-1 (Fig. 13A) e por um “pool” de
soros chagasicos crénicos (Fig. 13B). Uma andlise conjunta destes dados
mostra que TESA-1 faz parte de um antigeno imunogénico que apresenta
epitopos e tamanho conservados enfre cepas de T, cruzi. A presenga de
epitopos entre diferentes cepas e isolados € uma caracteristica indispensavel a
ser considerada, quando antigenos sao aplicados no imuncdiagnéstico da
doenca de Chagas (Cotrim et al., 1990).

Os epitopos que expressam o peptideo TESA-1 mostraram-se
antigénicos para a maioria dos pacientes chagasicos, atingindo 82,2% de
sensibilidade por immunaoblotting (Tabela 1). Apesar deste resultado ser inferior
aos obtidos por outras proteinas recombinantes estudadas (Umezawa et al.,
1999a), esta sensiblidade encontrada pode ser considerada alta, se
considerarmos que TESA-1 representa somente um pequeno fragmento
codificando parte do antigeno nativo de 150-160 kDa presente na fragdo TESA.

A avaliagdo por ELISA de outra proteina de 160 kDa derivada do
antigeno flagelar FL-160 (Van Voorhis & Eisen, 1989) apresentou uma
sensibilidade entre 36 a 66%, dependendo da origem da amostra do soro
chagasico (Cetron et al., 1992).

A superior sensibilidade encontrada com o peptideo TESA-1 (82,2%,
Tabela 1) pode ser explicada pelos diferentes peptideos analisados ou tipo do
ensaio utilizado nas duas avaliagGes. Aigumas tentativas de uso do TESA-1 em
ELISA para avaliar soro chagasico e ndo chagasico mostraram resultados
similares aos obtidos por Cetron et al. (1992) (dados nado mostrados). Esta
baixa sensibilidade do TESA-1 em ELISA resuitou de uma fraca disciminac¢ao
observada entre soro chagasico e nao chagasico.

E provavel que o peptideo de 10 kDa expresso em fusdo com GST,
nao foi adequadamente exposto em microplacas, apds ser adsorvido ao
suporte. Esta indisponibilidade de acesso ao sitio da proteina adsorvida no
suporte também foi encontrada por alguns pesquisadores que utilizaram
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proteinas em fusdo com GST (Rabin et al., 1992; Murray et al., 1998 e Kénig &
Skerra, 1998). As dificuldades na utilizagdo de ELISA com antigenos
recombinantes ocorrem quando alguns epitopos sédo perdidos peia ligagao da
proteina diretamente ao suporte, impedindo que seu determinante antigénico
tenha acesso ao anticorpo.

Uma alternativa para solucionar esse problema seria a clivagem do
sitio especifico da trombina, localizado adjacente ao inserto, para liberar o
determinante antigénico em fusdo com GST. Qutra possibilidade sena a
utilizagao do reagente GT-BSA (glutationa-soro albumina bovina) imobilizado
no suporte para capturar o antigeno recombinante por afinidade ao GST,
deixando o determinante antigénico da proteina recombinante livre para se ligar
ao anticorpo.

Na segunda etapa deste trabalho, os resultados mostrados pelo
pequeno fragmento de 203 pbs, nos orientaram ao emprego estratégico do
proprio inserto clonado do TESA-1, como uma sonda radioativa, para
selecionar clones expressando outros epitopos presentes na banda de
150-160 kDa da fragdao TESA do T. cruzi.

A potencialidade da sonda do TESA-1, para selecionar antigenos da
biblioteca de cDNA do 7. cruzi, ndo forneceu os resultados esperados. Por
outro lado, possibilitou a selegdo de clones que se identificaram com moléculas
incluidas no Grupo IV da Familia Trans-sialidase do T. cruzi. As sequéncias de
nucleotideos de todos os clones selecionados com a sonda do TESA-1 foram
identificados com o gene CAl Tc13 do Grupo IV desta Superfamilia do 7. cruzi
(Fig. 16).

O estudo dos membros incluidos na Familia Tc13 nao estado ainda tao
elucidados quanto aos de outros grupos que fazem parte da Super Familia
Trans-sialidase. Dados confirmados pela analise do sequenciamento parcial do
gene CAl Tc13 mostra um grande dominio repetitivo constituido por 56
unidades (EPKSA) que podem diferir em um ou 2 aminoacidos, localizados
anteriormente a regidao carboxi-terminal da molécula. Os nossos dados,
também obtidos apods analise do sequenciamento parcial dos nucleotideos dos
clones 12a, 15b, 16a e 25a, mostraram 86-91% de identidade com a regido
carboxi-terminal do gene CAl Tc13 (MS2046).
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Esta similaridade mostrada pelos clones selecionados por sonda indica
que a sequéncia altamente conservada do TESA-1 funcionou, como um alvo
seletivo deste gene, uma vez que diferentes fragmentos compartilham uma
mesma regiao do gene CAIl Tc13 (Fig. 16).

Foi interessante notar que a maioria das proteinas expressas por estes
clones selecionados por sonda ndo exibiram excelente reatividade com
anticorpos anti-TESA eluidos de pacientes chagasicos. Diferentemente da
reatividade soroldgica verificada com a proteina recombinante TESA-1,
somente a proteina expressa pelo clone 15b demonstrou fraca reatividade com
anticorpos anti-TESA eluidos de alguns dos soros de pacientes chagdsicos
testados. Nem mesmo a presenga da sequéncia da sonda do TESA-1
(AF438316) identificada no clone 25a favoreceu a reatividade da proteina
expressa. Esta reatividade singular foi observada na proteina expressa pelo
clone 13, descrita por Ibafiez et al., (1988) e, mais tarde denominada de
CAl Tc13 (clone 13 da cepa CAl do T. cruzi). A proteina recombinante
expressa pelo clone 13 demonstrou reatividade preferencial por uma proporgao
de soros de diferentes origens regionais, 41% do Brasil, 45% da Argentina e
11% do Chile. Posteriormente, uma mistura dos antigenos 1, 2, SAPA, 13 e 30
(DIA Kit™ Bio Chagas assay, Gador S.A.) foi avaliada com soros de pacientes
chagasicos e néo chagasicos, apresentando 99,1% de sensibilidade e 99,6%
de especificidade (Pastini et al., 1994).

O epitopo do antigeno 13 foi encontrado associado a superficie de
tripomastigotas pela IF realizada com parasitas vivos. Anticorpos
imunoselecionados deste clone localizaram a presenga do epitopo na banda de
85 kDa de tripomastigotas (lbafiez et al., 1988). Estes achados confirmam a
fraca reatividade mostrada pelo antigeno 15b com anticorpos anti-TESA
selecionados de proteinas excretadas e secretadas de tripomastigotas
presentes em um “pool” de soros de pacientes chagasicos cronicos (dados nao
mostrados).

Outro fato importante relacionado ao gene CAl Tc13, identificado com
os clones selecionados pela sonda do TESA 1, advém da sua similaridade com
o recombinante TcD (M82834) descrito como uma unidade repetitiva
constituida por 10 aminoacidos (Burns et al, 1992). De fato, a unidade repetitiva

do gene TcD corresponde as 2 constituidas por 5 aminoacidos presentes no
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dominio repetitivo do antigeno 13, que podem apresentar variagées no Gltimo
aminoacido (Campetella et al., 1992; Pastini et al., 1994). Apesar da
semelhanga observada no dominio repetitivo destes dois antigenos, o epitopo
do TcD foi identificado na banda de 260 kDa predominantemente expressa em
tripomastigotas e demonstrou uma superior sensibilidade de 95,6% com soros
de pacientes chagasicos avaliados por ELISA. No entanto, é importante
salientar que esses excelentes resultados foram obtidos pela avaliagido de
15 residuos do antigeno recombinante TcD, apés mapeamento do epitopo
imunodominante realizado com vé_rios peptideos sintéticos derivados da regiao
repetitiva deste antigeno (Burns et al., 1992). Porém, Campetella et al. (1992)
afirmaram que antisoros produzidos contra a regido repetitiva do antigeno 13
sdo capazes de reconhecer proteinas que variam de 85-280kDa presentes nos
extratos de tripomastigota. Estes dados, reforgcam a semelhancga existente entre
CAl Tc 13 e TcD.

Embora a presenga do dominio repetitivo nao tenha sido encontrada na
sequéncia de nucleotideos parcialmente obtida dos clones aqui selecionados
pela sonda do TESA-1, os peptideos originados da regidao repetitiva do
antigeno recombinante TcD vem demonstrando resultados muito promissores.
Pois, a avaliacao do peptideo sintético TcD por ELISA realizada com soros de
pacientes chagasicos e ndo chagasicos, apresentou uma sensibilidade de
93,8% e uma especificidade de 93%. Além disso, a mistura do TcD com o
peptideo PEP2 resultou em 99,4% de sensibilidade e 98% de especificidade
(Peralta et al. 1994). Estes resultados mostram que os clones selecionados
pela sonda de TESA-1 merecem ser posteriormente melhor investigados,
porque juntamente com outros antigenos poderdo fornecer uma importante
contribuigdo no diagnéstico da doenga de Chagas.

Na terceira etapa do presente trabalho, anticorpos anti-150-160 kDa
presentes nos poucos soros chagasicos (17,8%) que nao reagiram com
TESA-1 foram considerados relevantes para selecionar clones recombinantes
da biblioteca de cDNA do T. cruzi, construida em vetor de expressao AZAP.
Anticorpos purificados do soro desses pacientes foram adicionados para
fornecer uma selecdo mais abrangente de epitopos do exo-antigeno de

150-160 kDa presentes na fragéo nativa do TESA.
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Com base nestas consideragdes, utilizamos anticorpos anti-TESA
purificados a partir de soros de pacientes cronicos e agudos da doenga de
Chagas, incluindo soros de pacientes chagasicos sorologicamente negativos
para a proteina recombinante TESA-1 (Fig. 2). Estratégia esta que resuitou na
selegao de 26 clones recombinantes, que foram analisados pelas proteinas
codificadas, bem como pelas sequéncias de nucleotideos dos insertos.

A comparagdo desses clones obtidos no terceiro isolamento pelo
GenBank permitiu a identificagdo de 15 deles com moléculas pertencentes a
Familia Trans-sialidase do T. cruzi (Tabela 2), a mesma pela qual o antigeno
recombinante TESA-1 demonstrou homologia (Fig. 7).

Uma analise mais restrita 4 familia identificaram 14 destes clones com
as sequéncias de nucleotideos de genes pertencentes ao Grupo I, conhecidos
por codificar proteinas do T. cruzi com peso molecuiar de 160 kDa. Os clones
1,7, 10, 11, 15, 17, 18, 27, 29, 30, 34, 43, 53 e 56 mostraram uma homologia
de 81-96% com CEA (M88337), B5-96% com FL-160 (M65032, X70947,
X70948, X70949 e X71867) e 83-93% com CRP-10 (U59297).

Os resultados indicam que os clones isolados, homologos destas
moléculas pertencentes ao Grupo |l mostraram uma rela¢do de identidade
mais préxima da regiao amino-terminal do CEA do que das moléculas FL-160 e
CRP. Para reforgar esta identidade com o CEA, 11 destes clones isolados
apresentaram uma regiao de similaridade entre si, que corresponde aquela
compreendida entre 560-2112 pbs da sequéncia deste gene, constituido por
um total de 2993 pbs (Fig. 20).

Esta semelhanga entre CEA e o0s clones que obtivemos pode estar
relacionada com a abordagem empregada na sele¢do destas molécuias. Tanto
CEA, como FL-160 e os antigenos deste presente trabalho foram obtidos a
partir de bibliotecas de DNA do T. cruzi As divergéncias existentes foram
observadas em relagdo a origem de anticorpos utilizados para sele¢do dos
clones. Os clones isolados neste trabalho e aquele do antigeno CEA foram
selecionados com anticorpos anti-TESA originados de soros de pacientes
chagasicos. Por outro lado, FL-160 foi selecionado de anticorpos de
camundongos infectados, enquanto a CRP foi clonada por PCR, utilizando
como alvo, uma sequéncia fider constituida por-39 nucleotideos, (Van Voorhis
& Eisen, 1989; Jazin et ai., 1995; Norris et al., 1997).
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Embora estas diferengas existam, tanto CEA como FL-160 e CRP,
expressam proteinas de 160 kDa do T. cruzi que s&o reconhecidas por soros
de pacientes chagasicos cronicos (Van Voorhis et al., 1991; Jazin et al., 1995;
Norris et al., 1997). Por analogia, a reatividade dos antigenos recombinantes
expressos pelos clones homoélogos destas moléculas que codificam proteinas
de 160 kDa, foi observada somente com anticorpos anti-TESA purificados de
soros crénicos (Fig. 23, Tabela 3). Estes dados confirmam os resultados
previamente obtidos por Umezawa et al. (1996b) e Nakazawa et al. (2001) que
verificaram a reatividade destes soros na banda de 150-160 kDa da fragao
TESA.

A forte reatividade por Dot-blot destes clones homoélogos as moléculas
codificadoras de proteinas de 160 kDa com anticorpos anti-TESA eluidos de
soros chagasicos crénicos assemelha-se com aquela observada com o
antigeno nativo presente na fragdo TESA do T. cruzi. Os antigenos excretados-
secretados provenientes do sobrenadante de culturas infectadas pelo 7. cruzi
submetidos ao SDS-PAGE nao sao corados com Coomassie blue R ou com
nitrato de prata, mas reagem fortemente com os soros de pacientes
chagasicos. Este fato demonstra que estes antigenos imunodominantes com
soros de pacientes com infecgao chagasica sdo capazes de estimular a
produgdo de anticorpos de alta afinidade presentes nestes pacientes.

A reatividade do CEA foi observada, pela primeira vez, na banda de
160-170 kDa do sobrenadante de cultura de tripomastigotas com soro de
pacientes de fase cronica da doenga de Chagas. Esta reatividade foi
constantemente observada durante o acompanhamento soroldégico de 4
pacientes chagasicos resistentes ao benznidazole, por um periodo de 8 anos, e
estava ausente em alguns individuos curados apés tratamento gquimioterapico
(Jazin et al., 1991).

Qutra proteina de 160 kDa localizada na superficie de tripomastigotas,
denominada de CRP, foi reativa com anticorpos anti-7. cruzi, capazes de
induzir a C3 convertase ao desencadeamento da lise mediada por
complemento. A CRP apresenta alta afinidade aos componentes C3b e C4b do
complemento humano, bloqueando a ativagao em cascata do complemento e
consequentemente prevenindo a lise de parasitas. Estes resultados foram

comprovados in vitro, utilizando anticorpos purificados especificamente da
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CRP, que demonstraram capacidade de induzir a lise mediada por
complemento e a morte dos parasitas. A imunoreatividade da CRP com soros
de pacientes foram correlacionados com os resultados do teste CML,
demonstrando ser Gtil para indicar eficacia terapéutica e determinar auséncia
de parasitas circulantes (Norns et al., 1994).

Também identificado com moléculas pertencentes A Familia
Trans-silidase do T. cruzi (Tabela ), o clone 47 foi o Unico dos 26 selecionados
nessa etapa, que teve sua reatividade confirmada especificamente com
anti-TESA purificado de soro de paciente com infec¢ao chagasica aguda pelo
Dot-blot (Fig. 18B). Posteriormente, a sequéncia de nucleotideos do clone 47
mostrou alta similaridade com TCTS 154 (D50685), TCNA (M61732) e SAPA
(X67235) pertencentes ao Grupo | da Famitia Trans-sialidase do T. cruzi.

A sequéncia de nucleotideos do clone 47 mostrou ser 97% similar com
TCTS 154, 95% com TCNA e 94% com SAPA. O alinhamento mditipio da
sequéncia deduzida de aminoacidos do clone 47 com as das proteinas
homodlogas, mostra uma regido altamente conservada entre os 4 genes,
localizada na porgéo carboxi-terminal da TCTS, TCNA e SAPA. O dominio
repetitivo do clone 47 apresentando 7 unidades de 12 aminoacidos (Figura 21),
também pode ser observada nesta regido.

A constituigao génica das moléculas pertencentes ao Grupo |, similares
a Trans-sialidase, sao conhecidas por apresentar uma regiao amino terminal
catalitica e uma carboxi-terminal formada por repetigbes de aminoacidos
imunodominantes, capazes de induzir uma forte resposta humoral no paciente
chagasico. Desta maneira, podemos afirmar que o clone 47, aqui obtido,
expressa uma proteina potencialmente reativa, por apresentar essa regiao
imunodominante codificada peio dominio repetitivo, que é& precocemente
reconhecido por soros de pacientes chagasicos. Esta reatividade do clone 47
demonstrou ser alta, tanto com anticorpos anti-TESA eluidos de soro de
paciente com infecgdo chagasica aguda como com aqueles purificados de
soros de pacientes chagasicos crdnicos. Somente o soro P7, que nao reage
com SAPA pelo TESA-blot, também nao reconheceu a proteina recombinante
expressa pelo clone 47, demonstrando a especificidade deste antigeno (Fig.
22, Tabela 3).
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Além dos 15 clones pertencentes a Familia Trans-sialidase do T, cruzi,
outros 8 clones selecionados (14, 19, 20, 42, 48, 51, 52 e 54) ndo
apresentaram homologia com sequéncias conhecidas do T, c¢ruzi ou outra
sequencia qualquer disponivel no GenBank. Identificagbes estas que merecem
ser efetuadas, visto que 6 destes clones mostraram ser bastante reativos com
anticorpos purificados de soros de pacientes chagasicos cronicos (Fig. 23,
Tabela 3).

Entre os selecionados, tamhém foram identificados outros trés clones
nao relacionados com a Familia Trans-sialidase do T. cruzi. Dois clones
reativos com anticorpos anti-TESA eluidos de soros chagasicos cronicos
mostraram aita homologia com a Familia hsp70 do T. cruzi, conhecidas por
serem altamente conservadas entre varias espécies de bactérias e parasitas.
O clone 3 mostrou 99% de similaridade com o gene da hsp70 (X07083 e
X13690) e o 16 mostrou ser 96% similar com a hsp70 mitocondrial (M73627).
A capacidade demonstrada pelos clones 3 e 16 de expressar proteinas
altamente reativas com anticorpos anti-TESA purificados de soros chagasicos
foi surpreendente e merece ser methor investigada.

Um outro clone que demonstrou ser pouco reativo, o clone 28, mostrou
uma similaridade de 96% com o gene da desidrogenase do T. cruzi (U31282).
Um fato interessante foi observado com o clone 18, por apresentar similaridade
com a desidrogenase & CEA. A forte reatividade demonstrada por este clone
com anticorpos anti-TESA purificados de soros crénicos indica que a presenga
do gene da desidrogenase nio interferiu na reatividade da proteina expressa
por este clone.

Atendendo as proposicdes deste trabalho, conseguimos obter uma
grande quantidade de ciones expressando antigenos que demonstraram reagir
especificamente com anticorpos anti-TESA purificados de soros chagasicos. O
clone TESA-1, o primeiro deles a ser aqui obtido, ja foi produzido em E. coli e
analisado com soros de pacientes chagasicos (Matsdmoto et al, 2002 em
anexos). Em prosseguimento As etapas desenvolvidas neste trabalho, os
demais antigenos recombinantes poderao ser produzidos em grande escala e
aplicados na padronizagdo de novos testes, para preencher as necessidades

urgentes que prevalecem na sorologia da doenga de Chagas.
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um ou mais provaveis antigenos capazes de detectar anticorpos liticos no soro
de pacientes chagasicos portadores de infecgao ativa.

Posteriormente, existe ainda a possibilidade do diagnéstico da doenga
de Chagas ser bem sucedido, pela substituicio de epitopos ou peptideos
sintéticos derivados desses antigenos.
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6. CONCLUSOES

1. A selecdo de genes que codificam proteinas excretadas-secretadas pelo
T. cruzi das bibliotecas de DNA e de cDNA do T. cruzi resultou na obtengao
de um total de 31 clones recombinantes especificos do T. cruzi, assim

identificados:

= 20 clones mostraram homologias com moléculas pertencentes a Familia
Trans-sialidase do 7. cruzi apresentando as seguintes similaridades: 15
foram homélogos as moléculas codificadoras das proteinas de 160 kDa:
CEA, CRP e FL-160, incluidas no Grupo ill; 4 foram similares com
genes que codificam antigenos Tc 13 pertencentes ao Grupo IV e
somente 1 foi similar com o gene que codifica os antigenos da
TCTS/TCNA/SAPA do Grupo 1.

= 3 clones apresentaram homologias nio relacionadas com a Familia
Trans-sialidase: 2 deles mostraram similaridades com a familia Hsp 70

do T. cruzie um deles com a desidrogenase do 7. cruzi.

= 8 clones nao apresentaram nenhuma similaridade com qualquer outra

sequéncia conhecida do T. cruzi.

2. O fragmento de 203 pb do inserto do clone recombinante TESA-1,
homalogo com proteinas do grupo ill da Familia Trans-sialidase do 7. cruz,
expressou em pGEX um peptideo de 10 kDa que reagiu especificamente

com soros de pacientes de fase aguda e crdnica da doenga de Chagas.

3. Soro hiperimune anti-TESA-1 produzido em coelhos identificou o epitopo da
proteina TESA-1 nos extratos de tripomastigota e amastigota do 7. cruzi e

na banda de 150-160 kDa da fracdo TESA de 8 diferentes cepas do

T. cruzi.
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7. Resumo

O perfil de antigenicidade das proteinas excretadas-secretadas pelas
formas tripomastigotas (TESA) do T. cruzi apresenta, por immunoblotting
(TESA-blot), duas moléculas imunodominantes que permitem o diagnéstico
diferencial da doenga de Chagas. TESA-blot mostra uma banda de 150-160 kDa
amplamente reconhecida por saros de pacientes de fase cronica e uma outra,
denominada SAPA (shed acute phase antigen), preferencialmente reativa com
soros da fase aguda da doenga de Chagas (Umezawa et al., 1996b). Além
disso, moléculas de 160 kDa presentes somente na infeccdo ativa,
consideradas potentes candidatas como marcadores de cura da doenga de
Chagas, foram descritas como alvo de anticorpos liticos (Krautz et al., 2000). A
relevancia destes antigenos orientou-nos na sele¢do de genes que codificam
TESA das bibliotecas de DNA e de cDNA do T. cruzi, através de anticorpos
anti-TESA ou sonda, para finalidades diagndsticas.

Na primeira etapa, o clone recombinante TESA-1 foi selecionado de
uma biblioteca gendémica de T. cruzi, construida em Agt11, com anticorpos
anti-TESA purificados de um “pool” de soros chagasicos crdnicos. O fragmento
de 203 pbs do inserto de TESA-1 foi identificado com os genes CRP e FL-160
do Grupo Il da Familia Trans-sialidase que codificam proteinas de 160 kDa
presentes na fragdo TESA do T. cruzi TESA-1 expressou, em pGEX, um
peptideo solivel de 10 kDa, especificamente reativo com soros de pacientes
chagasicos. Soro hiperimune anti-TESA-1 demonstrou a presenga do epitopo
de TESA-1 nos antigenos tripomastigota e amastigota do T. cruzi, assim como
reconheceu a banda de 150-160 kDa da fragcdo TESA de 8 cepas do T. cruzi.
Apesar de representar aproximadamente 8% dos genes CRP e FL-160 que
codificam proteinas de 160 kDa, o epitopo de TESA-1 mostrou capacidade de
reagir com 82,2% dos soros de pacientes chagasicos por Immunoblotting, com
uma especificidade de 93,3%.

Na segunda etapa, o préprio inserto do clone TESA-1 utilizado como
sonda selecionou os clones 8a, 12a, 15b e 16a da biblioteca de cDNA do
T. cruzi, construida em AZAP. A alta homologia destes clones com o gene

Tc 13 do Grupo IV da Familia Trans-sialidase do T. cruzi indica que a
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sequéncia de TESA-1 podera ser usada como alvo para a identificagdo deste
grupo de moléculas ainda pouco estudadas.

Na terceira etapa, anticorpos anti-TESA purificados de soros de
pacientes das fases aguda e cronica da doenga de Chagas selecionaram
26 clones da biblioteca de cDNA do 7. cruzi, em> AZAP. Desta selecgao, 8 clones
nao mostraram identidade com qualquer sequéncia conhecida do 7. cruzi e
15, foram identificados com genes da familia Trans-sialidase (14 com os genes
CEA, CRP e FL-160 de 160 kDa do Grupo il e 1 com o gene da
TCNA/TCTS/SAPA do Grupo 1). Além disso, foram identificados outros clones
nao relacionados com a Familia Trans-sialidase: 2 com a Familia Hsp 70 e 1
com a desidrogenase do 7. cruzi.

As proteinas expressas peios 31 clones recombinantes selecionados
foram analisadas por Dot-blot com anticorpos anti-TESA purificados por
afinidade de B soros de pacientes chagasicos (1 de fase aguda e 7 de fase
cronica). Pelo Dot-blot, anticorpos anti-TESA purificados de soros chagasicos
cronicos reconheceram somente proteinas expressas pelos clones
recombinantes homadlogos ao Grupo lli. Somente o antigeno expresso pelo
clone similar a TCNA/TCTS/SAPA reagiu com anticorpos anti-TESA punficados
de soro chagasico agudo.

Os clones recombinantes selecionados resuitaram no fornecimento de
uma importante fonte de proteinas excretadas e secretadas, especificamente
reativas com anticorpos de pacientes chagasicos, que poderao ser Gteis para o
imunodiagnostico da doenga de Chagas. A grande quantidade de clones
homélogos as proteinas de 160 kDa do 7. cruzi possibilita o emprego, tanto
individual como em mistura, dessas proteinas recombinantes para discriminar
as fases da doenga de Chagas ou monitorar a cura de pacientes submetidos
ao tratamento especifico para esta doenga. Além disso, a mistura de antigenos
recombinantes homologos as proteinas de 160 kDa do 7. cruzi com aqueies
homélogos a TCNA/TCTS/SAPA podera fornecer um teste altamente sensivel

e eficaz para o sorodiagnéstico da doenca de Chagas.



104

8. Abstract

Antigenicity profile of trypomastigote excreted-secreted antigens (TESA)
of T. cruzi presents by immunoblotting (TESA-blot) two immunodominant
molecules that permit the differential diagnostic of Chagas’ disease. TESA-biot
shows one 150-160 kDa band widely recognized by sera from chronic phase
patients and another, called SAPA (shed acute phase antigen), preferentially
reactive with sera from acute phase patients of Chagas’ disease (Umezawa et
al., 1996b). Furthermore, 160 kDa molecules only present in the active
infection, considered | potential candidate as cure markers of the
Chagas'disease, were described as target of the lytic antibodies (Krautz et al.,
2000). The relevance of these antigens orientated us to isolate genes that codify
TESA by screening DNA and cDNA expression library of T. cruzi with
anti-TESA antibodies and probe, for diagnostic purposes.

In the first step, the recombinant clone TESA-1 was isolated by
screening a T. cruzi genomic library, constructed in Agt11, with anti-TESA
antibodies purified from a pool of chronic chagasic sera. The 203 bp fragment of
TESA-1 insert was identified with CRP and FL-160 genes of Group 1l from the
Trans-sialidase Family that codify 160 kDa proteins present in the 7. cruzi
TESA fraction. TESA-1 expressed in pGEX a 10 kDa soluble peptide,
specifically reactive with sera from chagasic patients. Anti-TESA-1
hyperimmune serum demonstrated the presence of the TESA-1 epitope in the
trypomastigote and amastigote antigens of T. cruzi, as well as recognized the
150-160 kDa band from the TESA fraction of eight T. cruzi strains. In spite of
the TESA-1 epitope representing approximately 8% of CRP and FL-160 genes
that codify 160 kDa proteins, it showed abiiity to react with 82,2% of the sera
from chagasic patients by immunoblotting, with a specificity of 93,3%.

In the second step, the insert of TESA-1 clone itself used as probe
selected the clones B8a, 15!3, 15b e 16a from the cDNA of T. cruzi library,
constructed in AZAP. The high homoidgy of these antigens with the Tc 13 gene
of Group IV from the Trans-sialidase Family of T. cruzi indicates that TESA-1
sequence can be used as target for identification of these molecules group, still
little studied.
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. Thiombin  PGEX-12T (27-4805-01)

Iteu val Pro AglGly Serl Pro Gu Phe e  Val Th asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC ATC GTG ACT_GAC TGA CGA
—— _ Stop couang

BamH 1 EcoR I

Theombin PGEX-2T {27-4801-01)

[teu val Po Agl Gly Ser] Pro Gly lle His Asg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GAC 1GA CTG ACG

BamHl'w—’ EcoR | "~ Stpcodons

PGEX-2TK (27-4587-01)
Thrombin Kinase
[Leu vai Pro LGty Serllarg A A2 Ser vall
CTG GTT CCG Cbﬂr GGA TCT C. CGT GCA TCT GTTGGA TCC]CCG-GGA ATT CAT CGT GAC TGA

BamH Il——— T Ecof | ¥
Smal

Thrombin pGEX-4T-1 (27-4580-01)
[Leu val Pro AglGly Serl Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTTCCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAGCGG CCGCAT CGT GACTGA
Now b Stop codons

BamH ! EcoR l Smal Sall Xho 1

Thrombin pGEX-4T-2 {27-4581-01)

[Lteu vai Pro Aig 1Gly Ser| Pro Gly he Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala  Ser
CTG GTT CcCG CGY GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA
Slop codon

BamH | EcoRl Smat Sall = Xhol - Not

Thrombin pGEX-4T-3 (27-4583-01)

[Lew var pro Arg | Gly Serl Pro Asn  Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA
L ] U [l LJ L] i —Slop_c— —

BamH | EcoR | Sma | Sail Xno § Not |

Factor Xa pGEX-3X (27-4803-01)

I e Glu Gy |l Gly e Pro Gly Asn Ser Ser
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GGG AAT TCA TCG TGA CTG ACT GAC
& J Slopcooons

BamH [ 'T" EcoR 1

Faclor Xa pGEX-5X-1 (27-4584-01)
le Glu Gly ArgllGly lle Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
ATC GAA GGT CGgl GGG ATCCCC GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA
Slop codons
BamH | EcoR | Smal Salt XhoT Not |

Factor X. pGEX-5X-2 (27-4585-01)
fe G Gly Ar IlGly te Po Gly lle Pro Gly Ser Thr Ag Ala Ala Al Ser
ATC GAA GGT CGY GGG ATC CCC GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

Slop codon

BamH | EcoR I Smal Sal i Xho | Not

Factor Xa pGEX-5X-3 (27-4586-01)
llle Glu Gly ArqllGIy le Pro Arg Asn Ser Arg Val Asp Ser Set Gly Arg lle Val Thr Asp
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC AGG AAT TCC GG GTC GAC TCG AGC GGC CGCATC GTG ACY GAC TGA
! I Not ! Stop codons

l
BamH 1 EcoR 1" Smal ¥ Sall Xho !

Tihit o
Aath

pSy503Bam7Siop?
Pst |

pGEX

-4900 bp

Narl

EcoR V AlwN |
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Figure 1 (above). Map of the glurathione S-transferase fusion vectors
showing rhe reading frames and main features.






Sequenciamento parcial de 26 clones selecionados da biblioteca em
AZAP de cDNA do T. cruzicom anticorpos anti-TESA purificados de

soros de pacientes chagasicos

CLONE 1 (172 pbs)

CCTCAGCTGGTGTGGAAATGGTGGAAGAAGAGTCACCTGGCAGCGTGCCTTGCACCTGCATCGTCAC
AAAAGCAGAACGCGCAGTCATGAGTTACTTGGAACCGAGATGCCTGTCAGTGGGGTGCACTTTCCAC
CCAATATGGATTCACCGCTGACGGGGCAGGTGGACAC

CLONE 3 (188 pbs) i

CGACTCCCAGCGACAGGCGACGAAGGATGCCGGCACGATCGCGGGGATGGAGGTGCTGCGCATCA
TCAATGAGCCGACAGCTGCCGCCATTGCGTACGGCCTGGACAAAGTGGAGGACGGCAAGGAGCGCA
ATGTCCTCATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTCACGCTGCTGACGATCG

CLONE 7 ( (666 pbs)

CAAGCCTTGACCCGTGATGGAAAGAACGTTTCTTTGGTCATCCTTGCCAACGGTACTTATTATGGTTG

GGAGTTCTCGGAGGATACGAGTGATGAGGGATGCATCCAGCCTGCGGTCCTTGAATGGAATGATGAA
ATTATCATGATGACGTCGTGTGATGACGGCAGCCGCAGGGTTTACTGGTCAAGCGCCATGGGGAGAT
GGTGGTACGAGGAATACGACACTCTTTCACGCGTGTGGGGCAACTCGCTGAATCGTACAGGGCACG

GCGTGCAGGGTGGCTTCGTCAGCGCGATGATCGATGGACAGAAATACATCCTCGTCAGTCGGCCGG

TATATGCTGAGAAGAACGG TAAAGAAACGGG GCeGACTTCACCTGTGGCTGACGGACATGCAACGAA
TTTATGATGTTGGGCCGATATCCGCTGAGAATGAGAACGTCGCCGCCAGCACTCTGCTGTACGCCAC
GGTCGAAGCGCAGTCATTGAAAAAGGAAGGACCGAAGAAGAGAAGAAACTGTACTGCTCGTACGAGG
TTGCTGCAGAGGGAGATAACTACCACATTACTTTTGTGGACCTGACGGAGAAGCTGGAGGAGATGAA
GAAGGTGGTGGCTGCATGGAAGGAGAAGGACGCGTACATTGCGAGGGAACACGGCTGCGGGAAT

CLONE 10 (473 pbs)

GGAATGATGAAATTATCATGATGACGTCGTGTGATGACGGCAGTCCGCAGGGTTTACTGGTCAAGCG
CCATGGGGAGATGGTGGTACGAGGAATACGACACTCTTTCACGCGTGTGGGGCAACTCGCTAACTCC
TACAAGGCACGGCGTGCAGGGTGGCTTCGTCAGCGCGATGATCGTGGGACAGAAATACATTICCTCGT
CAGTCGGCCGGTATATGCTGAGAAGAACGGTAAAGAAAGGGCCGACTTCACCTGTGGCTGACGGAC
ATGCAACGAATTTATGATGTTGGGCCGATATCCGCTGAGAATGAGAACGTCGCCGCCAGCACTCTGC
TGTACGCCACGGTCGAAGCGCAGTCATTGAAAAAGGAAGGACCGAAGGAAGAGAAGAAACTGTACTG
CTCGTACGAGGTTGCTGCAGAGGGAAATAACTACAACATTACTTTTGTGGATCTGACGGAGAAGCTG
GAG

CLONE 11 (743 pbs)

ATTAGGATGGAGGACAAAAGTCGCTATTTGCTGCCTATTCAAGCCTTGACCCGTGATGGAAAGAACGT
TTCTTTGGTCATCCTTGCCAACGGTACTTATTATGGTTGGGAGTTCTCGGAGGATACGAGTGATGAGG
GATGCATCCAGCCTGCGGTCCTTGAATGGAATGATGAAATTATCATGATGACGTCGTGTGATTACGGC
AGTCCGCAGGGGTTACTGGTCAAGCACCATGGGGAGATGGTGGTACGAGGAATACGACACTCTITCA
CGCGTGTGGGGCAACTCGCTGAATCGTACAGGGCACGGCGTGCAGGGTGGCTTCGTCAGCGCGAT
GATCGATGGGACAGAAATACATTCCTCGTCAGTCGGCCGGTATATGCTGAGAAGAACGG TAAAGAAA
CGGGGCGACTTCACCTGTGGCTGACGGACATGCAACGAATTTATGATGTTGGGC CGATATCCGCTGA
GAATGAGAACGTCGCCGCCAGCACTCTGCTGTACGCCACGGTCGAAGCGCAGTCATTGAAAAAGGAA
GGACCGAAGGAAGAGAAGAAACTGTACTGCTCGTACGAGGTTGCTGCAGGGGGAAATAACTACAACA
TTACTTTTIGTGGATCTGACGGAGAAGCTGGAGGAGATGAAGAAGGTGGTGGCTGCATGGAAGGAGAA
GGACGCGTACATTGCGAAGGGACACGGCTGCGGGAATGAATGGAGGAATAATTGGCACCGTGACTG
TGGTGA

CLONE 14 (580 pbs)

GAATTGCTGCTGTGTGCTGTGTGTGTGTAAGAGATGAAGGGAGAAATAGCGGAGGCGGCGGATTTAG
TCAAGACTCTTCTCAAGGCCGATGAGGAATGCCGTGAGCTTCGGGATAAAGTTGCGACACTTGAGAA

GACGTGTCGCGTAAGAGAGCGGGATGTCCGGGCGATCGGCGLAACTCCTTCAGATGGCAACGGAAC
CTCGAAAAAGATCAAGTGTCGCACAATCACTCTTCCCATTGAGGTGGTTGGTGAGCTGAATTCCAAGG
CCGGTGATGTCACATTACTGTTAAGGGAACAGAAAAAGCTGTTGAAGGAGAAGAAACAACTTGAAGAA



ATATTGAGGAGTTCTGCGGCGGCTACAGAAGTGGTCAATGAACTCAACACCGATTTAAAGGGACGCA
TTGGGTACACCGATGGGGAGACTTTGCTACATTTGAAGGACGCGTCGGACACTGTGGCTTACAAGAA
CGGACTGAGGCACGACATTTTACAGTCGCTCCGTGATCGTGAAACCATTCAAACGCCCTGGAACGGC
AAACACAGCATATGCGAGGGGCTTCTGGCGGAATTGGTTAAAT

CLONE 15 ( 513 pbs)

GGACAGAAATACATTCCTCGTCAGTCGGCCGGTATATACCGAGAAGAACGGTAAGGAAACGGGCCGA
CTTCACTTGTGGCTGACGGACATGCAACGAATTTATGATGTTGGACCGATATCCGCTGAGAATGAGAA
CGTTGCCGCCAGCACTCTGCTGTACGCCACGGTCGAAGCGCAGCCATTGAAAAAGGAAGGACCGAA
GGAAGAGAAGAAACTGTACTGCTCGTACGAGGTTGCTGCAGGGGGAGATAACTACAACATTACTTTT
GTGGATCTGACGGAGAAGTTGGAGGAGATGAAGAAGGTGGTGGCTGCATGGAAGGAGAGGGACGC
GTACATTGCGAGGGAATACGGCTGCAGGAATGAATGGGAGAACTATTGGCGCAGTGACTGTCATGAA
GCCCTCACTAAAGGGCTGTTTGGCTTCTTATCCAACACGTCAACTGACAGCACGTGGGCAGACGAGT
ACCTCGGGGTGAATGCCACAGTGAACAAAGGGGAAGCCAGCGGCGG

CLONE 16 (564 pbs)

CCCAAAGTAATTCTAAACCATTATTTTCCTATTCCCCTATATTATGCCCTCTGCTAAAATAAAACGAGGT
GCTCATGAACCCGTGAAAAAACGAATAGTGTAAAACCCTTATGCCCTGTGTCCGGAGACTTCTTACAT
GTGTCATCTTCCGTGCTTATCATTGTTTTTTTATCTCTACCGTAGGAAATCATGGTGATGTCTCTTCTAA
ACCTCACAGGATAAAGTTGAGTAATTAATTTCATATTTTGAATTTAAAAAAGAAAAATAATTATTTTCTGT
CTTTTTTGGGTGGGTGCAGGATGCCAATGGCAAGCAGTACTCGCCGTCGCAGGTGGGTGCGTTCGT
GCTGGAGAAGATGAAGGAGACGGCGGAGAACTTTCTTGGCCGCAAGGTGTCGAACGCGGTGGTGAC
GTGCCCGGCGTACTTCAGGCGACGCGCAGCGCCAGGCGACGGAGGACGCCGGGACGATCGCCGG
GCTGAACGTGATCCGCGTGGTGAACGAACCGACGGCTGACGGCACTCGCGTACGGACTGGACAAGA
CGAAGGACAGCATGATCGCCGTG

CLONE 17 (720 pbs)

GGTTGCTGCAGAGGGAGATAACTACAAAATTACTTTTGTGGACCTGACGGAGAAGCTGGAGGAGATG
AAGAAGGTGGTGGCTGCATGGAAGGAGAAGGACGCGTACATTGCGAGGGAACACGGCTGCGGGAAT
GAATGGAGGAATAATTGGCACCGTGACTGTGGTGAAGCCCTCACTAAAGGGCTGTTTGGCTTCTTATC
CAACAAGTCAACTGACAGCACGTGGGCAGACGAGTACCTCGGGGTGAATGCCACAGTGAAGAAAGG
GAAGCCAGCGGCGGATGGTGGATTGACGTTCGAAGGGTCCGGAGCAGGGGCGGAGTGGCCTGTTG
GCAAAATGGGGCAGAATGTGCCGTACTACTTTGCGAACTACAAGTTCACTCTTGTGGCGACAGTGTC
CATTCACAAGGAGCCGAAGGGAAGCAGCAGCTCTATCCCTTTGATGGGTGTGAGGATGAACGATGCA
CAAGGCACCCTGCTCTTTGGTCTGTCGTACACCCACGGAAAAGAAGTGGAAGGTAACATTCGGTGAG
AGTCTTCGGAATTTCTCGGCGCATGATTACGGTGTTGGATGGGAAACAAACAAAAAATATCAGGTGGC
ACTGGAAATGCATCATTATGATGGCGTGAGTGTGTACGTGGATGGAGAGGAGATATACTACACCAAA
GATTATGAGGACGGGGAGGATTACGGCTTTACTCAAAAGCTACGAACGCTGT

CLONE 18 (709 pbs)

GGCCAAAAACGCCATCTTTAAGGCTGGGTTTGATGGCGTTGAGATTCATGGAGCCAACGGCTACTTA
CTGGACGCCTTTTTTCGCGAATCTTCCAACAAGCGCCAGTCCGGTCCGTACGCCGGAACGACCATCG
ACACACGATGCCAACTCATCTACGATGTCACCAAAAGCGTCTGCGATGCCGTGGGAAGTGACCGTGT
GGGGCTCCGCATATCCCCACTAAATGGCGTGCATGGGATGATTGACTCGAACCCGGAGGCACTAACC
AAGCATCTATGCAAGAAAATTGAGCCACTTTCGCTTGCCTATCTGCATTACTTGCGCGGCGACATGGT
CAACCAGCAGATTGTGTGTACGTTGTGGCGTGTGGTTCGTGGAAGTTACAGCGGGTGTAAAAATATC
AACCTGAATTGGAATAATCAGCACCCCTGTGTGGTTTCCCCCCAAATGGTCGCTTCTGCACATCGTCA
TGAGTGATGTGTTTCCCCCCTCTTGTTGCTTTGCTTTTGTTGCCCACACGCGGTGCCGGCCCTATTGT
CGTGCGTCCCACGGACTGCACGAGAGGAGGATTGGAGGACAAGCCGGGATCCCGCATGGAATGTGA
AGAATTTITGTGTGCTGTGGCAATGTGTTTTTTTTIGTTIGTTGTTTTCCTGTGTGGACAGTATGTATGAACT
TCAAAAACACGGTCGTATTGATACTCCAGAGGAA

CLONE 19 (360 pbs)

GGCACGAGGGGATTTATTATAACCTTTGAATTGTGATGTTTCACGGCTTCCCGGATGTGCAGATAGCA
CCCCGTGACACGGTTATCAGCGAGGAGTTCCACTTGCATGATAAGGAGGGTCGCATGGGGACATTAC
TGCAGCCCATGGCACAGAGGATGCGCATCTCCTTTTCTGCATTGACATGTCTTIGGTAGTTATGCACAG
AATGCCACGTGTCCACTACGCCTTTTTITGTGCCGGCTTTGCGGCGTGCAGCTCAATGAAACGATTGA
GGTAACGAATTTGCTGCCCCCCGTCATCAACCCCCGACCGCCGGAGACGAAGACGCCTGAACAACG
TGAGAAGGCGGCTATTGGCGCCCA






CLONE 43 (476 pbs)

GAAAAGAAGTGGAAGGTAACATTCAATGAGAGTCTTCGGAATTTCTCGGCGCATGATTACGGTGTTGG
ATGGGAAACAAACAAAAAATATCAGGTGGCACTGGAAATGCATCATTATGATGGCGTGAGTGTGTACG
TGGATGGAGAGGAGATATACTACACCAAAGATTATGAGGACGGGGAGGATTACGGCTTTACTCAAAA
GTTACGAACGCTGTTGAGCTCCCACGGCATCTCCGCACTTTTAACATTGGCGGGGACAATCACGAGC
AACTCGGACGACATTAATGTGACGGTGAGAAACGTCCTGCTGTACAACCGCGCTTTGAACGAAGCAA
AGCTCAATGCGTTAATGAAGAGGAACACAGTCGCTGCTGCAGCGGCGAAGGTGCAGGCCCAGGAAG
TA_(T;GCGGCTCAGACTACGAATGTGAGTGAACC'ITCTCATCCGGCcAATGTGCCCGTCGTCACGCCTGA
CGCA

CLONE 47 (1471 pbs)

GCTTTGCTGGGTGCGAGCCTGGACTCTTCTGGTGGCAAAAAACTCCTGGGGCTCTCGTACGACGAGA
AGCACCAGTGGCAGCCAATATACGGATCAACGCCGGTGACGCCGACCGGATCGTGGGAGACGGGTA
AGAGGTACCACGTGGTTCTTACGATGGCGAATAAAATTGGCTCCGTGTACATTGATGGAGAACCTCTG
GAGGGTTCAGGGCAGACCGTTGTGCCAGACGAGAGGACGCCTGACATCTCCCACTTCTACGTTGGC

GGG TATAAAAGGAGTGATATGCCAACCATAAGCCACGTGACGGTGAATAATGTTCTTCTTTACAACCG
TCAGCTGAATGCCGAGGAGATCAGGACCTTGTTCTTGAGCCAGGACCTGATTGGCACGGAAGCACAC
ATGGGCAGCAGCAGCGACAGCAGTGCCCACAGAACGCCCTCAACTCCCGCTGACGCACGTGCCCAC
AGGACGCCCTCGACTCCCGCTGACAGCAGTGCCCACAGAACGCCCTCAACTCCCGCTGACAGCAGT

GCCCACAGAACGCCCTCGACTCCCGCTGACAGCAGTGCCCACAGTACGCCCTCAACTCCCGCTGAC

AACGGTGCCCACAGTACGCCCTCGACTCCCGCTGACAGCAGTGCCCACAGTACGCCCTCAACTCCC

GCTGACAGCAGTGTAAAGTACGCCCTCAACTCCCTCTGATTTICTTTTTCCACAGTATGTCTTCTTTTICC
CGCTAACAACAGTGCCCACAGTACGCCCTCAACACCCGCTGACACGAGTGTCTATGGTACGGTITIG

ATTTITGCACGATGGCGCTGCATTTTCGCCCTTTITCGGGCGGAGGGCTTCTTITGTGTGCGGGTGCTTT
GCTGCTGCACGTGTTCGTTATGGCAGTTITTCTGATGTAGTGAGAGAGTCTCCTGACAAATGTAGATAA
ATTCATAATTGTGCTGTGAACCGTTTIGGGTAAATGTGTGTGTGCGCTCTCATAAGGAAATGATTTCCCA
GTAATGTTTITTTITTTGTTCTCGAACTTTTTGAACAAATCTGCGGACAGACGGTGATGAGTAATTTGAAT
TIGTTTTTCAGCGTGTTTTTGTCACTGACCCTTTGTTTAAGTGGAGACCGCGTTGGAATGCGGTGAGG

GCATTGCTGCTGTTTTIGTTTTITCCCCTTITTTVITITICCTTITGTGTTTICTTCAATTTGACGGTTTGCACG

CTGTACGGTGACGCGTTTTCCCTTGTGACATAAGGGCCAACTGCTAGACAGTGGCACGAGGGCCTGC
TATCACGACGAGGCATTCAGCGACAGGGTCGCCAGTGACTCACTTTGTGTGGCGCACCTCGAGAGTA
CTTCTAGAGCGGCCGCGGGCCCATCGATTTITCCACCCGGGTGGGGTACCAGGTAAGTGTACCCAATT
CGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTAACGCGTCACCG

CLONE 48 (204 pbs)

GGCACGAGGTAGTATATTGTCTTATCTGGGGGATATCTTCTCGGGTGCCACACACTATCGGGAGGAG
GCAAAAAGGGTGACCGGACTTTTGGGGCGGGGGGTCTGCAGGATATCGTACAGACGACTCGTGGGG
GCCTTGACGGGGAAAAGGCGGGAACGCTGTTGAGAGGACGGAGGGTGGGGGGGAACGAGAATGGG
GGGGTT

CLONE 51 (234 pbs)

GGCACGAGGAAATGTTCATTAAGGGGCAGGGGTGAATGGGTTTCAGAAGGCGAAGCTCCCGCGGGG
TTCCTTTGGTCGGGGGGGATGACAGGACAAGGGGCGGTAAAAAAATTTGCCTAAGGAGCGCCATGTT
GGACGTGAAAGTGTGGGTCACGATTTAAAGCGCGATTTGTTGGGGCGATTGAGAGAGAGGTGGCAC
GAGCGAGCGTTITTTTCGGAGCGCTGGTTTTGTGTA

CLONE 52 (234 pbs)

GTTTGGGAGGAAATATATCTCCCTITTITIGTGGGACCTGGGGAGTTTTCCAGCCCTGCGCAGGCATCA
TTGGGATACTGGGCGCGAAGAAGCCTTTTCAAAGCATCTCCCTTTGGGCACGACCCGTCATTCTTAG
CTCCCCGACGAACGGCTGGATCAAGTTCGCCTTTTCAGAGGTCCCATTCGTCCCAGCAGTGTTGATC
ACGGGAGAATTGGGCGACGCGGTGGGTTGATG

CLONE 53 (612 pbs)

CGTCGCCGCCAGCACTCTGCTGTACGCCACTGTCGAAGCGCAGCCATTGAAAAAGGAAGGACCGAA
GGAAGAGAAGAAACTGTACTGCTCGTACGAGGTTGCTGCAGGGGGAGATAAATACAACATTACTTTITG
TGGATCTGACGGAGAAGCTGGAGGAGATGAAGAAGGTGGTGGCTGCATGGAAGGAGAAAGATGCGT
ACATTGCGAGGGAATACGGCTGCAGGAATGAATGGGAGAATAATTGGTACAGTGACTGTGGTGAAGC
CCTCAATAAGGGACTGGTTGGATTCTTATCCAACACGTCAACTGACAGCACGTGGGCAGACGAGTAC
CTCTGCGTGAATGCCACGGTGAACAAAGGGAAGCCAGCGGCGGATGGTGGATTGACTTTCGAAGGG



TCCGGAGCAGGGGCGGAGTGGCCAGTTGGCAAAATGGGGCAGAATGTGCCGTACCACTTTGCGAAC
GACAAGTTCACTCTTGTGGCGACAGTGTCCATTCACAAGGAGCCGAAGGGAAGCAGCAGCTCTATCC
CTTTGATGGGTGTGAGGATGAACGATGCACAAGGCACCCTGCTCTTTGGTCTTTCGTACACCCACGA
AAAGAAGTGGGA

CLONE 54 (633 pbs)

GGCACGAGGAATTCCAGCAAAATATGCCACCCATGCTCGCCGCCGCCAAGTCCCTGACTCTCTACAA
GGACTTCAACAAGGACGTGAAGGACATGCTCACGAAGAGCTACAGCGATGCTCATAAATGGAAGCTG
GAGAGTAAATTCAAGGGCCCAGAGGACAAGCTCTTTGTGAACCCCATGGCAACGTCCGATGGCAAGT
TCAGCGTGGATGTGGAGTACGCTCCAAGGTGCGGCGCCGCACTGAAGGCGACGCTTGAGCCCAGCA
ATTGCAATGCCAACTTGACGGCGTCGTACCTCTGCCAGGGCCACAAGGTGGAGGCTGTGGGAAAGA
AGAATGGCGAGTATGAGCTCTCCCATGAGTTCGTGATGCCCTCTCGCATGTCGTCGCACGCGAAGTG
GTGAACAAAACTGTGGAGG TGGGCGTCGCGACGGCCGTAGCGCCCCACTGCCAAGTGGGATGCGG
TGCGCTTTACACCCTGGACGGAAAGAAGGACTACGACCTGACGCTCGGCTGGCGCTATGCCCATGCT
GGCTACGCACTGGGGGTCCGCACGAACAAGCTGCGCTCTTACACGACCAGCTTCGTGACGCCGATA
CCGAAGTGCCCCCATCACGTGCTGGTTGGCCCCCA

CLONE 56 (501 pbs)

GGTTTACTGGTCAAGCGCCATGGGGAAATGGTGGATGGAGGAATACGACACCCTTTCACGCGTGTGG
GGCAACTCGCTGAATCGTACAGGGCACGGCGTGCAGGGTGGCTTCGTCAGCGCGATGATCGATGGG
ACAGAAATACATTCCTCGTCAGTCGGCCGGTATATGCTGAGAAGAACGGTAAAGAAACGGGCCGACA
TCCCTTGTGGCCGACGGACATGCAACGAATCTATGATGTTGGGCCGATATCCGCTGAGAATGAGGAC
GTCGCCGCCAGCACTCTGCTGTACGCCACGGTCGAAGCGCAGTCATTGAAAAAGGAAGGACCGAAG
GAAGAGAAGAAACTGTACTGCTCGTACGAGGTTGCTGCAGAGGGAGATAACTACCACATTACTTTIGT
GGACCTGACGGAGAAGCTGGAGGAGATGAAGAAGGTGGTGGCTGCATGGAAGGAGAAGGACGCGT
ACATTGCGAGGGAACACGGCTGCGGGAATGAATGG



OBSERVACAO

NAO FOI AUTORIZADA A INCLUSAO DO(S)
ARTIGO(S) NESTE ARQUIVO



