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RESUMO

Clonagem e expressiao génica de potenciais candidatos antigénicos do
parasita Trypanosoma brucei brucei

Ana Filipa Gongalves Teixeira

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma brucei, Clonagem génica, Expressdo antigénica,
Vacinas de DNA, Glicoproteina Invariavel de Superficie, Trans-sialidase, Fosfolipase
C.

A doenga do sono ou tripanossomose humana africana ¢ uma patologia
parasitaria exclusivamente africana, cujo agente etioldogico do género Trypanosoma €
transmitido pela picada da mosca tsé-tsé, pertencente ao género Glossina. Afeta milhdes
de pessoas e animais anualmente, representando um grande fator de atraso no
desenvolvimento do continente africano. Caracteristicamente negligenciada, poucos
fundos sdo disponibilizadas para o controlo e investigagdo da Tripanosomose Africana.
Nao existe vacina para a doenga e os farmacos disponiveis para o tratamento sdo pouco
eficientes e apresentam elevada toxicidade.

Amplificou-se a partir de cDNA extraido de formas sanguineas de 7. b. brucei a
sequéncia génica da enzima TSA, sugerindo a expressdo da enzima TSA em formas
sanguineas de 7. b. brucei. Duas proteinas recombinantes de 7. brucei — Glicoproteina
Invariavel de Superficie (ISG) e a regido N-terminal da Trans-sialidase (nTSA) foram
subclonadas no vetor comercial pET28a. Através da subclonagem dos genes de
interesse ISG e TSA neste plasmideo de expressdo procariota - pET28a - foi possivel
produzir as proteinas recombinantes ISG e nTSA em Escherichia coli. Expressaram-se
as proteinas recombinantes em vdarias linhagens celulares de E. colie
imunoidentificaram-se ambas através de immunoblot com soro de animais positivos
para 7. b. brucei. Imunidentificou-se a proteina recombinante nTSA através
de immunoblot frente a soro de animais imunizados com o plasmideo capacitado de
expressdo em sistema eucariota nTSApVAXI1. Avaliou-se o potencial imunogénico dos
plasmideos ISGpVAX1, nTSApVAXI1 e PLCpVAXI através de imunizagdo génica do
modelo experimental da THA. Processou-se soro de animais imunizados com estes
plasmideos através de ELISA para dete¢ao de anticorpos anti-7. b. brucei.

Os trés protdtipos vacinais utilizados neste estudo foram capazes de induzir
anticorpos da classe IgG reativos ao extrato proteico de 7. brucei brucei, sugerindo
entdo a expressdo em formas sanguineas do parasita dos antigénios ISG, TSA e PLC.

Contrariamente ao que tem sido sugerido pela literatura até entdo, foi possivel
amplificar de cDNA de formas sanguineas de 7. b. brucei o gene TSA, sugerindo pela
primeira vez a expressao deste gene nas formas sanguineas de 7. b. brucei.
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ABSTRACT

Cloning and genic expression of potential antigenic candidates from
Trypanosoma brucei brucei parasite

Ana Filipa Gongalves Teixeira

KEYWORDS: Trypanosoma brucei brucei, Cloning, Expression, DNA vaccines,
Invariant Surface Glycoprotein, Trans-sialidase, Phospholipase-C.

Sleeping sickness or human African trypanosomiasis is an exclusively
African parasitic disease, whose etiologic agent of the genus Trypanosoma is
transmitted by the bite of the tsetse fly, which belongs to the genus Glossina . It affects
millions of people and animals, representing a major factor in the delayed development
of the African continent. Characteristically neglected, very few funds are available for
the control and investigation of THA. There is no vaccine for the disease and the drugs
available for treatment are inefficient and have high toxicity.

The genomic sequence of the enzyime TSA was amplified from cDNA obtained
of the blood forms of 7. b. brucei, which is suggestive of the positive expression of the
enzyme in these blood forms. Two recombinant proteins from 7. brucei - Invariable
Surface Glycoprotein (ISG) and the n-terminal portion of the trans-sialidase (nTSA)
were subcloned in the commercial vector pET28a. Subcloning of the genes of interest
ISG and TSA in this plasmid of procariote expression - pET28a - enabled production of
the recombinant proteins ISG and nTSA in Escherichia coli. These recombinant
proteins were expressed in several Escherichia coli cell lineages and were
immunoidentified by means of immunoblotting using serum of animals positive for 7.
b. brucei. The recombinant protein nTSA was also immunoidentified using
immunoblotting against sera of animals immunized with the plasmid expressing an
eucariotic system nTSApVAXI1. The immunogenic potential of the plasmids
ISGpVAX1, nTSApVAX1 and PLCpVAXI was evaluated through genetic
immunization in the experimental model of THA. Sera of the animals immunized with
these plasmids were processed using ELISA to detect anti-7. b. brucei antibodies.

The three vaccine prototypes used in this study were able to induce the
production of antibodies of the IgG class which reacted to the 7. b. brucei extract,
suggesting therefore the expression, in the blood forms of the parasite, of the antigens
ISG, TSA and PLC.

Contrary to what has been suggested in the literature so far, it was possible to
amplify the TSA gene from cDNA of the bloodstreams forms of 7. b. brucei, suggesting
for the first time the expression of the TSA gene in the bloodstreams forms of 7. b.
brucei.
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1. INTRODUCAQO



1.1. Tripanossomose Africana

A Tripanossomose Africana ¢ uma patologia parasitdria exclusivamente
africana, cujo agente etioldgico do género Trypanosoma (Figura 1.1.) é transmitido pela

picada da mosca tsé-ts€, pertencente ao género Glossina (WHO, 2010).

Figura 1.1. Parasita Trypanosoma brucei brucei em sangue total de murganho infetado. Imagem
obtida por microscopia otica (Leitz Biomed® - ampliacio 100x), em liminas coradas pelo método

de Giemsa. Imagem gentilmente cedida por Karina de Sousa.

Em 2000, a Organiza¢gdo Mundial de Satde (OMS) estimou que 50 a 60 milhdes
de pessoas em Africa estariam expostas a picada da mosca tsé-tsé. A Tripanossomose
Humana Africana (THA) ¢ endémica em 36 paises subsaarianos; em 24 destes paises
ocorre a transmissdo de 7. b. gambiense, na zona ocidental de Africa, enquanto que em
13 destes paises ocorre a transmissdo de 7. b. rhodesiense, confinado a zona oriental

africana. Apenas o Uganda reporta a transmissao destas duas subespécies (WHO, 2012).

A subespécie 7. b. rhodesiense ¢ mantida num reservatorio animal e as infe¢des
humanas ocorrem esporadicamente, pelo que a doenga ¢ extremamente subestimada e
ndo diagnosticada. O niimero de pessoas em risco de contrair THA por 7. b. rhodesiense
ndo ¢ conhecido, porém o nimero de casos reportados em 2006 aponta para 486 casos,
ou seja, 3% dos casos de THA reportados. J& a THA ocidental representa mais de 95%
dos casos. Entre os anos 1997 e 1998, estimou-se que 40% a 50% dos casos de THA
ndo foram detetados nos rastreios a populagdo, devido a recusa na participacdo por parte
de algumas pessoas, devido a baixa sensitividade dos testes confirmatorios e a falta de
cobertura do rastreio a toda a populagdo. Mesmo apds um correto diagndstico ndo
terminam as dificuldades. O tratamento ¢ demorado e pode chegar a meses de

internamento, em que o doente abandona a sua atividade laboral, como por exemplo a



agricultura. Tem por isso de se mobilizar e organizar o seu periodo de auséncia antes de
se apresentar para o tratamento. Este processo demorado e caro pode ser explicativo da

falta de participagdo da populacdo nos rastreios da THA (WHO, 2012).

O controlo ¢ baseado em campanhas em larga escala de detecdo de casos,
dependendo muito de ajuda internacional. Tém sido registados nos ultimos anos
algumas epidemias de THA por 7. b. gambiense, em zonas onde o controlo da THA

fora interrompido por varios motivos.

Em 2006, 17036 novos casos de THA por 7. b. gambiense foram reportados. No
ano seguinte o numero de novos casos decresceu para 10769, devido a intensificagdo
dos esfor¢os no controlo da doenga. Contudo, a forma gambiense da THA tem um
comportamento cronico, afetando as comunidades de um modo prolongado, com
tendéncia aos designados foci histdricos, ou seja, novas epidemias localizadas, anos
apos a doenca ter sido considerada controlada nesses mesmos locais. Também as
regides de instabilidade politica e consequentes guerras sdo propensas a focos

epidémicos, que sdo deixados sem vigilancia devido a inseguranca do terreno.

Quando a incidéncia da THA baixa, o rastreio ativo de casos torna-se menos

frequente e as organizagdes tendem a direcionar os fundos para outras emergéncias.

A Tripanossomose Africana (TA) representa um grande fator de atraso no
desenvolvimento do continente africano. Apesar de apresentar uma tendéncia
decrescente, os numeros de novos casos € preocupante, sobretudo pela natureza letal da
patologia. A THA ¢é considerada uma das doengas mais negligenciadas do mundo,
afetando sobretudo populacdes pobres e marginalizadas, fixadas em meios rurais,
dependentes de atividades em contacto direto com o meio ambiente, tais como a

agricultura e criagcdo de gado (Baral, 2010; Barret ef al., 2003).

Na Africa subsaariana a transmissdo das subespécies Trypanosoma brucei
gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense causam a comummente designada
doenga do sono em humanos, enquanto que uma terceira subespécie de 7. brucei —
Trypanosoma brucei brucei - causa patologia em animais. A TA assume vdrias
identidades, dependendo do hospedeiro vertebrado em questdo, da fase evolutiva da

doenga e da subespécie de Trypanosoma brucei presente neste. Trata-se ainda de uma



patologia geograficamente condicionada, nomeadamente pela distribuicdo do seu tnico

vetor e das respetivas subespécies (Baral, 2010; Barret et al., 2003).

1.2. Biologia e ciclo de vida do parasita Trypanosoma brucei

O agente etiolégico da TA ¢ um protozoario flagelado unicelular do género
Trypanosoma (Baral, 2010). Estdo classificados na ordem Kinetoplastida, devido a
presenga de um cinetoplasto, familia Trypanosomatidae e seccdo Salivaria, uma vez que
a transmissdo a hospedeiros vertebrados ocorre através da picada do respetivo vetor -
mosca tsé-tsé (Figura 1.2.). Apesar de 7. b. brucei, T. b. gambiense e T. b. rhodesiense
serem organismos morfologicamente idénticos, sdo considerados subespécies diferentes

(Boteille e Dumas, 2003).

Ordem I Kinetoplastida

Subordem Trypanosomatina
1
Familia Trypanosomatidae
1
Género Trypanosoma
1 1 1 - 1 | 1 1
Subgénero  [Herpetosoma| Mega- | Schizo- || Duttonella [Nannomonas |Trypanozoon [Pycnomonas
trypanum trypanum
Espécies T. theleri T rangeli | T.cruzi || T.vivax |T. congolense |T. equiperdum| T. suis
T. lewisi T uniforme| T. simiae T. evansi
T. musculi T. godfreyi  IT _brucei
Subespécies T.b. brucei
Stercoraria Salivaria Lb. rhodesiense
T.b. gambiense

Figura 1.2. Taxonomia do agente etiologico da Tripanossomose Africana, classificacio de Levine e

colaboradores (1980). Adaptado de Baral, 2010

Em cada hospedeiro o tripanossoma passa por varias fases do seu ciclo de vida,
envolvendo formas com diferentes morfologias, padrdes especificos de expressdo
génica e variacdes na propria proliferacao (Matthews, Ellis e Paterou, 2004).

O parasita coloniza o estdmago do respetivo vetor invertebrado — mosca tsé-tsé -

responsavel pela transmissdo de tripanossomas entre hospedeiros mamiferos.



Os parasitas migram para as glandulas salivares do inseto, onde ocorre o
desenvolvimento das formas infetantes para o hospedeiro mamifero. A infecdo de
vertebrados ocorre através da saliva transmitida na picada do vetor, no momento em que
este efetua uma refei¢do sanguinea. A infecdo no hospedeiro mamifero tem inicio neste
momento, quando as formas infetantes metaciclicas sdo inoculadas na derme (Figura
1.3. A). Estas formas transformam-se rapidamente em tripomastigotas — formas longas e
delgadas, caracteristicas da fase sanguinea da infecdo. Os tripomastigotas iniciam a sua
multiplicagdo por fissdo bindria, no espago intersticial, ainda na zona na inoculagdo.
Nesta fase pode ser observada a formagao de um “cancro” de inoculagdo, resultante da
inflamacdo local, mais comum na forma rodesiense da patologia e em pessoas de

origem europeia (Figura 1.3. B) (Baral, 2010; Maudlin, Holmes e Miles, 2003).

Figura 1.3. (A) - Mosca tsé-tsé a efetuar uma refeicdo sanguinea. (B) — “Cancro” de inoculacio. (A)

—CDC, 2012, Acedido a 14/11/2012; (B) - Imagem extraida de Barrett et al., 2003.

Estas formas sanguineas migram para diversos locais no hospedeiro mamifero,
variando entre formas longas e delgadas durante a fase ascendente da parasitémia e
formas curtas e largas nos picos de parasitémia.

Ao serem reabsorvidas pelo inseto vetor, as formas sanguineas transformam-se
em formas prociclicas, readaptando-se para sobreviver no inseto. Ainda na glandula
salivar, os tripanossomas dividem-se por fissdo bindria. Migram para o estdmago do
vetor e transformam-se em formas epimastigotas, que posteriormente regressam a
glandula salivar, multiplicando-se novamente por fissdo binaria.

Estas formas evoluem para formas tripomastigotas metaciclicas, estando
novamente posicionadas e preparadas para estabelecer a infe¢do no hospedeiro
mamifero aquando da inoculagdo mecanica salivar efetuada pela mosca tsé-tsé¢ (Figura

1.4.) (Baral, 2010; Despommier et al., 2005; WHO, 2010).



As formas epimastigotas A mosca tsé-tsé faz uma
multiplicam-se na glandula refeicdo sanguinea (injecta
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- - A sdo transportadas para outros
P
locais.
X

Estadiosna A
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Os tripomastigotas prociclicos abandonam
a glandula salivar e transformam-se em epimastigotas.

N

Os tripomastigotas da fase sanguinea 7Y

transformam-se em tripomastigotas e
prociclicos na glandula salivar da tsé- ¢ \
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Os tripomastigotas multiplicam-se por
fissdo binaria em viérios fluidos do
hospedeiro (por exemplo, sangue, linfa e
liquido cefalorraquidiano)

T

o Forma tripomastigota no sangue

A mosca tsé-tsé faz uma refeicdo sanguinea
tsé. Os tripomastigotas prociclicos (ingestdo de formas sanguineas tripomastigotas)
multiplicam-se por fissdo binaria. L /

A =Estidioinfectante
A\ =Estidio de diagndstico

Figura 1.4. Ciclo de vida de Trypanosoma brucei. Durante uma refeicio sanguinea, a mosca tsé-tsé
infetada injeta tripomastigotas metaciclicos no hospedeiro. Os parasitas entram no sistema linfatico
e passam para a corrente sanguinea (1). No hospedeiro transformam-se em formas sanguineas
tripomastigotas (2), sdo transportados para outros locais, incluindo para a linfa e LCR e continuam
a replicaciio por fissdo binaria (3). A mosca tsé-tsé infeta-se ao ingerir tripomastigotas na refeicio
sanguinea que efetua num hospedeiro mamifero infetado (4; 5). No intestino da mosca tsé-tsé os
parasitas transformam-se em tripomastigotas prociclicos, multiplicam-se por fissdo bindria (6), e
abandonam o intestino e transformam-se em epimastigotas (7). Os epimastigotas dirigem-se para as
glandulas salivares e continuam a multiplicacio por fissdo binaria (8). O ciclo no vetor esta

completo em, aproximadamente, 3 semanas. Adaptado de CDC, 2012.



1.3. Tripanossomose Humana Africana

A Tripanossomose Humana Africana (THA) ¢ também conhecida como doenca
do sono. Esta designacdo ¢ elucidativa da desregulacdo do ritmo circadiano e
consequentes crises narcolépticas, observadas na fase neuroldgica da THA (Figura 1.5.)

(WHO, 2010; Vincendeau e Bouteille, 2006).

Figura 1.5. Caso severo da segunda fase da Tripanossomose Humana Africana. Fotografia

gentilmente cedida pelo Professor Doutor Jorge Seixas.

Existem duas subespécies de Trypanosoma brucei que causam doenca em seres
humanos — 7. b. gambiense e T. b. rhodesiense (Barret et al., 2003). Dependendo da
subespécie a patologia assume caracteristicas distintas. Deste modo, as infecdes
mediadas por 7. b. gambiense sao responsaveis pelo desenvolvimento da forma crénica
da doenca, designada de forma gambiense, enquanto que as infe¢des mediadas por 7. b.
rhodesiense desenvolvem a forma aguda da patologia, designada forma rodesiense.

A epidemiologia da doenca obedece a um padrao geografico, condicionado pela
distribuicao do respetivo vetor e também da subespécie em questdo. Nas zonas ocidental
e central de Africa (Figura 1.6.), a THA ¢é causada pela subespécie 7. brucei gambiense,
transmitida maioritariamente pelo grupo Glossina palpalis, habitante de florestas
humidas e quentes. Afeta maioritariamente humanos, na medida em que este ¢ o
principal reservatorio do parasita, podendo também ser encontrado em animais
domésticos e peri-domésticos. A subespécie 7. brucei gambiense causa a forma
gambiense da patologia, manifestamente cronica, cuja evolugdo varia de meses até

Varios anos.
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Figura 1.6. Distribui¢cio geografica da Tripanossomose Humana Africana por Trypanosoma brucei

gambiense no ano 2008. Adaptado de WHO, 2010.

J& na zona oriental africana a subespécie causadora de THA - T. brucei
rhodesiense - provoca uma forma aguda da doenga em humanos, cuja evolucdo sem
tratamento adequado culmina na morte da pessoa infetada em poucos meses (Figura
1.7.).

T. brucei rhodesiense ¢ maioritariamente transmitido por G. morsitans num
ambiente de savana, G. pallipides nos limites florestais ou G. fuscipes nas zonas

ribeirinhas e pantanosas (Figura 1.7.).

N° de casos reportados, 2008
. =100

. <100 Py

] Zero casos reportados /

Paises endémicos sem dados

[ paises niio endémicos

Figura 1.7. Distribuicdo geografica da Tripanossomose Humana Africana por Trypanosoma brucei

rhodesiense no ano 2008. Adaptado de WHO, 2010.



A forma rodesiense da THA ¢ considerada uma zoonose, sendo que 7. brucei
rhodesiense  estd  presente num  vasto reservatério animal, constituido
predominantemente por animais de savana, frequentemente confinados a parques
naturais ou reservas de caca. Também afeta gado para comercializagdo, no qual ndo se
deteta facilmente a infecdo, sobretudo porque estes animais apresentam algum nivel de
tripanotolerancia, ou seja, a habilidade de um animal manter-se produtivo apds
inoculacdo natural de tripanossomas. Estes animais apresentam um determinado grau de
resisténcia natural ao parasita, em que ocorre um controlo do crescimento dos parasitas
combinado com a limitagdo da anemia (Naessens, Teale e Sileghem, 2002). Esta
condicionante agrava e dificulta o controlo da doenga, tornando-se necessario nas zonas
afetadas uma vigilancia permanente das populacdes e tratamentos adequados, agregados
a medidas de controlo da mosca tsé-tsé e monitorizagao dos animais comercializados.

Em qualquer dos casos acima descritos, tanto na forma gambiense como
rodesiense, ¢ comummente aceite que esta doenca ¢ fatal na caréncia de tratamento
adequado (Aksoy, 2011; Barret et al., 2003; Buget et al., 2001).

Na tabela 1.1. sumarizam-se algumas diferengas entre as infe¢des causadas por

T. b. gambiense e T. b. rhodesiense.



Tabela 1.1. Tripanossomose Humana Africana: forma gambiense versus forma

rodesiense.

T. b. gambiense

T. b. rhodesiense

Principais vetores

Distribuicdo geografica

Ecossistema

Principais reservatorios

Tipo

Doenca

Parasitémia

Local de diagnoéstico

Tipo de diagnéstico

Populaciio em risco

Glossina (grupo palpalis)

Africa ocidental

Galerias florestais, junto aos rios

Homem e animais peri-
domeésticos

Antropozoonose

Cronica

Baixa e esporadica

Rastreios — domicilio

Exame direto: suco ganglionar,
sangue, LC; técnicas de
concentragdo, serologia

Populagao rural de areas
endémicas

Glossina (grupo morsitans)

Africa oriental

Vegetagdo de savana

Antilopes e gado

Zooantroponose

Aguda

Alta e permanente

Unidade de satde

Exame direto: suco ganglionar,
sangue, LCR

Populagdo das areas endémicas;
grupos ocupacionais (cagadores,
turistas)

Adaptado de Atouguia, 1998.

As caracteristicas clinicas das infegdes provocadas por 7. b. gambiense ¢ T. b.
rodesiense sdo distintas. Enquanto que a forma gambiense se manifesta como uma
patologia crénica que dura varios anos, a forma rodesiense geralmente conduz a um
quadro agudo febril, que se revela fatal dentro de semanas ou meses na falta de
tratamento adequado. Muitos dos sintomas da THA sdo inespecificos, podendo ser
associados a outras patologias predominantes nas respetivas areas endémicas, tal como
a malaria. Deste modo torna-se fulcral confirmar uma suspeita clinica por testes

laboratoriais (Chappuis et al., 2005).
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Tabela 1.2. Sintomatologia da Tripanossomose Humana Africana.

Caracteristicas nao neurolégicas

Caracteristicas
sistémicas

Derme

Caracteristicas
gastrointestinais

Caracteristicas
cardiacas

Disfunc¢io endécrina

Febre, astenia, cefaleia, edema facial, anemia (maioritariamente hemolitica) e
adenomegalias.

Rash cutaneo, cancro de inoculagdo e prurido.

Disfuncédo hepatica, hepatomegalia e esplenomegalia.

Taquicardia precoce, miocardite, insuficiéncia cardiaca congestiva,
pericardite.

Distarbios menstruais, esterilidade, aborto, nados-mortos prematuros,
alopécia, perda da libido e impoténcia sexual, ginecomastia, atrofia testicular

e orquite.
Caracteristicas e g . T .
Irite, iridociclite, queratite, conjuntivite e atrofia coroideia.
oculares
Caracteristicas neurologicas
e . Lassitude e indiferenga, ansiedade e irritabilidade, mania e agitagdo,
Disturbios

psiquiatricos e mentais

Disturbios do sono

Distiarbios motores

Disturbios sensoriais

Reflexos anormais

Envolvimento visual

comportamento violento e suicida, impulsos sexuais descontrolados, delirium
e alucinagoes.

Sonoléncia diurna, insonia noturna e crises de sono incontrolaveis.
Sinais piramidais, sinais extrapiramidais (movimentos anormais ou
involuntarios e tremores), fasciculagdo muscular, discurso

lentificado/arrastado, ataxia cerebelar, neurite e polineurite.

Prurido, parestesia, hiperestesia e anestesia.

Queilo-oral e reflexo palmo-mentoniano.

Diplopia, neurite Otica, atrofia otica e papiledema.

Adaptado de Kennedy, 2006.

1.4.

Tripanossomose Africana Animal

A espécie Trypanosoma brucei encontra-se dividida em trés subespécies (Figura

1.8.), entre as quais duas causam doen¢a em humanos, como referido anteriormente. A

terceira subespécie - 7. b. brucei - ndo infeta humanos. Porém representa, em primeira

instancia, um fator contributivo no atraso do desenvolvimento econdmico das areas

endémicas (Figura 1.9.) (La Greca e Magez, 2011).
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Trypanosoma
brucei
| |
T b. gambiense T b. rhodesiense T b. brucei
* Humanos; * Humanos; * Ruminantes;
*Roedores. *Roedores; * Suinos;
* Ruminantes. *Equinos;

* Asininos;
* Camelideos;
* Caes;
* Gatos;
*Roedores.

Figura 1.8. Grupos de hospedeiros mamiferos afetados patologicamente pelas subespécies de

Trypanosoma brucei.

Figura 1.9. Mapa das dreas infestadas pela mosca tsé-tsé e da distribuicio de gado em Africa.

Adaptado de Rickwood, 2001.

A subespécie T. b. brucei ¢ responsavel por tripanossomose em animais,
localmente designada de Nagana. Esta subespécie ¢ comummente utilizada como

modelo experimental da tripanossomose africana em murganhos. Outras espécies dentro
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do género Trypanosoma causam doenc¢a em animais, como por exemplo, no subgénero
Trypanozoon encontram-se também as espécies T.evansi e T. equiperdum que sdo
causadores das doencas Surra em varios animais e Daurina em equinos, respetivamente
(La Greca e Magez, 2011).

T. b. brucei afeta apenas animais, nomeadamente animais domésticos, peri-
domésticos e gado, podendo coexistir com as restantes subespécies de tripanossomas
nos hospedeiros-reservatério e na mosca tsé-tsé. 7. b. brucei ndo causa doenga em
humanos devido a presenca de fatores tripanoliticos no soro humano, que conferem um
nivel de resisténcia inata, prevenindo deste modo a infecdo humana. O ser humano ¢&,
portanto, resistente a 7. b. brucei devido a sensibilidade desta subespécie de
tripanossoma a estes fatores circulantes, que causam a lise do protozodrio em poucos

minutos apos a exposi¢ao ao soro humano (Buguet et al., 2001).

1.5. Imunologia da infecdo por Tripanossomas Africanos

A 1imunobiologia da infecdo por tripanossomas africanos ¢ um processo
complexo. Sendo este parasita extracelular estd exposto ao sistema imune, com

interacdo de ambas as respostas imunes inata e adaptativa.

A imunidade inata ¢ a primeira barreira defensiva do hospedeiro. A este tipo de
imunidade pertencem os fatores tripanoliticos presentes no soro de humanos e alguns
primatas ndo-humanos. A presenga do tripanossoma, nomeadamente o seu DNA (Harris
et al., 2006) e a ancora GPI das Glicoproteinas Variaveis de Superficie (VSGs)
libertadas (Paulnock e Coller, 2001), desencadeiam uma resposta inflamatdria aguda,
com ativacdo de macréfagos, na qual se estimula a producdo de moléculas pro-
inflamatorias (TNFa, IL-12, NO, IL-1, IL-6), com propriedades tripanotoxicas. Esta
resposta inflamatoria inicial ¢ considerada benéfica para o hospedeiro numa fase inicial
da infe¢do, porém, uma inflamagao recorrente pode per se causar patologia. Deste modo
torna-se essencial uma redu¢do da inflamacao, com regulacdo dos macréfagos ativados
inicialmente. Para isso ¢ necessdria a secre¢do de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-10, IL-
13), promovendo a modulagio dos macrofagos para o tipo ndo-inflamatdrio. A
predominancia da resposta Th1 inicial em combinagdo com a mudanca para tipo Th2 no

estadio avangado da patologia contribuem para o controlo do parasita e da patologia em
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si por parte do hospedeiro (Baral, 2010; de Sousa, Atouguia e Silva, 2011). Contudo,
muito do papel individual de cada citoquina nos processos imunes inerentes a infe¢ao

quer sejam processos inflamatorios ou anti-inflamatorios, esta ainda por esclarecer.

O tripanossoma ¢ um organismo extracelular, em contato direto com o sistema
imune do hospedeiro, pelo que ocorre uma resposta humoral dominante, com ativagao
policlonal de células B, poliespecificas e potencialmente autoimunes, ¢ aumento de IgG
no soro (Baral, 2010). Esta resposta humoral pode contribuir no processo de
tripanotolerancia e controlo parasitdrio através de anticorpos produzidos contra as
VSGs, que promovem a destrui¢do e eliminacdo dos parasitas nos picos sistémicos de
parasitémia. Contudo, a infe¢do por tripanossomas conduz a um estado de
imunossupressdo, afetando tanto sobretudo a proliferagdo de células T, tendo como
consequéncia posterior a imunopatologia. A imunopatologia resulta de uma reacgdo
imune do tipo Thl excessiva, conduzindo a varias caracteristicas da THA, tais como a
patologia neuroldgica e anemia. Neste caso a anemia pode ser considerada um indicador

da severidade da doenga (Baral, 2010).

1.6. Terapéutica da Tripanossomose Humana Africana

A THA ¢ uma patologia fatal na auséncia de tratamento adequado.
Caracteristicamente negligenciada, poucos fundos sdo disponibilizados para o controlo
e investigacdo da mesma. Nao existe vacina para a doenca e os farmacos disponiveis
para o tratamento sdo pouco eficientes e apresentam elevada toxicidade (Langa et al.
2011; Ruiz-Postigo et al., 2012).

Os farmacos correntes para a THA ndo sdo satisfatorios por varias razdes,
incluindo toxicidade inaceitavel, pouca eficdcia, via de administracdo indesejavel,
tratamento demorado e surgimento de resisténcias (Fairlamb, 2003).

Para a primeira fase da doenca sdo utilizados os farmacos pentamidina e
suramina. Ndo atravessam a barreira hematoencefalica, sendo ambos ineficazes na fase
neuroldgica da doenga (Simarro et al., 2011). Durante anos utilizou-se em larga escala o
farmaco melarsoprol para o estadio avangado da doenga. Continua a ser o composto
tripanocida mais eficaz, atuando em ambas as fases da doenca. Contudo, devido a

neurotoxicidade que induz, este farmaco foi reservado apenas para a fase avancada da
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patologia. Além de apresentar uma elevada toxicidade e risco associado, o tratamento
com melarsoprol ¢ demorado e complexo, pelo que a maioria das campanhas de
controlo da THA cessaram a sua utilizacdao. Utiliza-se atualmente a eflornitina como
alternativa ao melarsoprol, atuando também nas duas fases da patologia. A eflornitina
apresenta menor indice de toxicidade. Nao obstante, também este farmaco apresenta
limita¢des, na medida em que a sua administracdo ¢ complexa, sobretudo em unidades
de satide com poucas condicdes (Figura 1.10.), o custo ¢ elevado, encontra-se pouco
disponivel nas areas endémicas de THA e apresenta efeitos secundérios indesejados

(Alsford et al., 2012; WHO, 2010).

Figura 1.10. Dificuldades na administracio do firmaco eflornitina, em condi¢cdes precarias.

Fotografias gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Jorge Seixas.

O farmaco Nifurtimox utilizado originalmente para o tratamento da doenca de
Chagas ou Tripanossomose Americana, atua nas duas fases da forma gambiense da
THA. As dificuldades na administra¢ao da eflornitina levaram ao desenvolvimento de
uma terapia combinada de eflornitina e nifurtimox, reduzindo alguns dos problemas da
monoterapia, nomeadamente dificuldades associadas a administracdao (Alsford et al.,
2012; Buguet et al., 2001; Simarro et al., 2011).

Todavia a terapéutica da doenca do sono mantem-se aquém do que seria seguro

e eficaz, com desenvolvimento de resisténcias ja confirmadas (Alsford et al., 2012).

1.7. Vacinas de DNA

A vacinagao ¢ considerada o método mais eficiente no que respeita a prevengao
e/ou reducdo do impacto de doengas, com especial énfase em regides cuja administragdo

terapéutica pode estar condicionada pela situacdo politica, econémica e organizacional
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do territorio (Abbas, Lichtman e Pillai, 2011; Donnelly et al., 1997; Rangarajan, 2002;
Tuteja, 1999).

A histédria da vacinagdo comeca com as designadas vacinas de primeira geragao,
constituidas por microrganismos vivos atenuados, inativos ou mortos. Numa crescente
necessidade de diminuir o risco associado as primeiras vacinas sintetizadas,
desenvolveram-se as vacinas de segunda geracdo ou vacinas de subunidades, compostas
por antigénios purificados e antigénios recombinantes. Com a evidéncia de genes
integrados em vetores virais, codificantes de antigénios potencialmente imunogénicos,
surgem as vacinas de terceira geracdo, a vacina¢do génica ou vacinas de DNA. A
inocula¢do de um plasmideo contendo DNA codificando um antigénio proteico levou a

respostas imunes humoral e celular de longa duragdo (Abbas, Lichtman e Pillai, 2011).

As vacinas de DNA constituem uma ferramenta imunologica e biotecnologica
promissora que promove a ativa¢do de uma diversidade de respostas imunologicas. Para
além da gera¢do de anticorpos, promove também a ativacdo de células T helper e
linfocitos T citotoxicos, conferindo protegdo do hospedeiro contra um vasto leque de
doengas tanto infeciosas como nao infeciosas (Monteiro ef al., 2009).

A constituicdo basica de uma vacina de DNA envolve DNA plasmidico
(pDNA), que codifica para antigénios de interesse. Ao serem administradas, estas
vacinas utilizam a maquinaria do hospedeiro na leitura do gene de interesse,
convertendo-o numa proteina imunogénica. Esta proteina ¢ entdo processada pelas
células do hospedeiro, exposta na superficie celular e reconhecida como um elemento
exogeno pelo sistema imunitario, desencadeando uma série de respostas imunes (Silva
et al., 2011). Células apresentadoras de antigénios sdo transfetadas com o plasmideo e o
DNA nele contido ¢ transcrito e traduzido numa proteina imunogénica que induz
respostas imunes especificas. As vacinas de DNA providenciam a ativacdo de respostas
citotdxicas, devido a sintese das proteinas recombinantes nas células transfetadas.

Contudo, os fatores que determinam a eficacia das vacinas de DNA,
especialmente em humanos, ndo estdo ainda completamente definidos (Abbas,
Lichtman e Pillai, 2011).

O plasmideo utilizado pode incluir mais de um gene, € na mesma vacina podem
ser incluidos plasmideos com diferentes genes, facilitando o desenvolvimento de

vacinas multivalentes. Os antigénios sdo produzidos in vivo, contribuindo para uma
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forte atividade citotoxica das células T e uma elevada especificidade, culminando numa
resposta imune otimizada, podendo deste modo atuar em longa duragao (Monteiro ef al.,
2009; Silva et al., 2011).

As vacinas de DNA tém algumas desvantagens. Até entdo, registou-se baixa
imunogenicidade em testes clinicos, pelo que varios estudos tém sido feitos com o
objetivo de otimizar a resposta imune induzida por pPDNA. A distribui¢do nao uniforme
do pDNA combinada com a degrada¢do do plasmideo no espaco extracelular por
endonucleases leva a que apenas uma pequena quantidade do plasmideo administrado
entre nas células e consequentemente no nucleo destas, tendo como consequéncia uma
baixa producdo de antigénios que resulta num menor estimulo a resposta imunitéria.
Apesar das vacinas de DNA ndo conterem agentes infeciosos a seguranga ¢ um fator
que deve ser tido em conta pela possibilidade de recombinagcdo do pDNA com o DNA
do hospedeiro (Silva et al., 2011).

A vacinacdo génica ativa ambas as respostas celular e humoral, ativando uma
resposta imune semelhante a infe¢do natural, com a vantagem de ndo conter o
microrganismo em si. Comparativamente as vacinas tradicionais, as vacinas de DNA
tém um custo de producdo muito inferior, para além de serem facilmente produzidas em
massa, num curto espaco de tempo. O DNA ¢ extremamente estavel e ndo necessita de
armazenamento refrigerado. Estas vacinas podem ser transportadas e mantidas nos mais
diversos locais. Em determinadas 4reas, nomeadamente em paises em vias de
desenvolvimento, o transporte e armazenamento refrigerado ¢ um obstaculo frequente,
pelo que o uso das vacinas de DNA seria altamente vantajoso nestes casos (Monteiro et

al., 2009).

1.8. Alvos biologicos como estratégias no controlo da

Tripanossomose Africana

Parasitas da espécie T. brucei sdo organismos extracelulares, que possuem um
mecanismo de evasdo ao sistema imune do hospedeiro mamifero, caraterizado nao s6
mas principalmente pelo mecanismo de variagdo antigénica. As proteinas envolvidas
neste processo denominam-se glicoproteinas varidveis de superficie (Variant Surface

Glicoproteins — VSGs). Formam um denso revestimento proteico na superficie do
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parasita que se modifica, resultando em novos serotipos, cuja alteragdo ocorre em
intervalos de 4 a 5 dias (Burgess e Jerrells, 1985). Antes de se conhecer as bases da
evasdo imune do parasita, as vacinas testadas contra a TA tinham como alvo a
superficie do parasita, composta por VSGs (La Greca e Magez, 2011; Zielgerbauer e
Overath, 1993). Contudo, considerando o processo de variagdo antigénica do antigénio
maioritdrio de superficie, encontrar alvos bioloégicos com propriedades antigénicas
passou a ser uma importante prioridade na investigacdo e desenvolvimento de novas
vacinas para a TA.

Virios alvos antigénicos foram testados através de vacinas desenvolvidas com
base nestes argumentos, sendo que os alvos testados conferiram muitas vezes prote¢ao
parcial. Alguns destes resultados sdo apresentados resumidamente na tabela 1.2..

A eliminagdo do parasita nos respetivos reservatorios animais ¢ dificil de atingir,
sendo que a maioria destes hospedeiros sdo assintomaticos. Muitos destes reservatorios
sdo animais selvagens, extremamente dificeis de monitorizar. A vacinag¢do contra a TA
seria, portanto, o grande passo para fortificar o controlo desta, constituindo por isso um
grande objetivo a atingir. A integracdo da vacina no controlo da THA em areas
endémicas ¢ da maxima importancia, sendo a unica estratégia que pode providenciar
protecdo contra a infecdo e reinfecdo na populagdo humana (La Greca e Magez, 2011).

Alguns dos alvos antigénicos apresentados de seguida representam uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novas abordagens de imunizagdo no

contexto da TA.

Tabela 1.3. Lista de vacinas candidatas contra Trypanosoma brucei.

Intervalo
Preparacio de tempo Dose de Perfil
Via Antigénio parata Doses P parasitas . . . Referéncia
do antigénio entre as .. imunoldgico
administrados
doses
. Exposicao ~
M FP Parasﬁa 3 > 14 dias natural no Protef;ao WL Lpmze ¢
isolado parcial al., 1995
campo
. Protegao
Parasita 3 . Radwanska
1P FP isolado 3 NI 500x10 parcial/ sem et al., 2000
protegao
ISG65, Proteina . 4 Sem Zielgerbauer
1P ISG75 recombinante 3 RGeS 10 protegao etal. 1993
P ISG pDNA 1 175 dias 500 Protecdo  Langa et al.,
parcial 2011
SC Actina Proteina 3 6 dias 10° Protecao Lietal.,
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recombinante parcial 2009

. Proteina . 3 Protecdo Lietal.,
SC Tubulina recombinante 3 6 dias 10 parcial 2007
SC Tubulin Isoladg do 3 NI 10° Protef;ao Lubega et
parasita parcial al., 2002
.. . Protegao Silva et al.,
M Sialidase pDNA 1 175 dias 500 parcial 2009
P ATPases Proteina 3 6 10° Sem Ramey et
cationicas  recombinante semanas protecao al., 2009
. 3 3 Protecdo Stijlemans et
Ip GP1 Lipossomas 2 semanas >x10 parcial al., 2007
Desafio
SC cP Prote}na 4 1 més experlmental’ Protef;ao Authie et al.,
recombinante com mosca tse- parcial 2001

tsé

IP: intraperitoneal; SC: subcutanea FP: bolsa flagelar; ISG: glicoproteina invariavel de superficie; GPI :
glycosylphosphatidylinositol; CP : protease cistinica; NI: ndo indicado. Adaptado de La Greca e Magez
(2011).

1.8.1. Glicoproteina Invariavel de Superficie (ISG)

A associagdo direta das VSGs ao mecanismo de evasdo imune, através da sua
constante alteragdo, salienta a dificuldade em desenvolver uma vacina baseada neste
revestimento glicoproteico. Assim sendo intensificou-se ao longo do tempo a busca por
antigénios de superficie ndo variaveis, como potenciais alvos antigénicos.

Beat e colaboradores (1984) foram os primeiros investigadores a determinar a
presenca de antigénios de superficie ndo varidveis, limitados as formas sanguineas de 7.
b. brucei e T. b. rhodesiense. No ano seguinte sugeriu-se que certas moléculas
invariantes seriam imunogénicas e possivelmente acessiveis na superficie do
tripanossoma a anticorpos monoclonais especificos para moléculas invariantes (Burgess
e Jerrels, 1985). Em 1992, Zielgerbauer, Multhaup and Overath descreveram pela
primeira vez duas glicoproteinas de superficie ndo varidveis denominadas Invariant
Surface Glycoprotein (ISG), expressas exclusivamente nas formas sanguineas de 7.
brucei, distribuidas pela superficie do parasita. Os autores sugeriram que, uma vez
expressas nas formas sanguineas, estas glicoproteinas poderiam ser essenciais a
sobrevivéncia do tripanossoma, afirmacdo sustentada também pela aparente
conservagao da sequéncia do dominio extracelular de uma ISG em estudo. Na sequéncia
do estudo das ISGs, caracterizaram-se estas proteinas, descrevendo um dominio
extracelular predominante, uma zona transmembranar de hélices-a e um dominio

intracelular pequeno. Determinou-se também que a glicoproteina ISG75 (75KDa) ¢
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acessivel a anticorpos especificos anti-ISG na superficie do tripanossoma (Zielgelbauer,
Multhaup e Overtah, 1992; Zielgerbauer e Overath, 1993), sendo capaz de induzir uma
resposta imune humoral em murganhos C57BL/6 com infecdo cronica estabelecida. A
sua abundancia foi estimada em 0,5% em compara¢ao as VSGs, correspondendo entre
50.000 a 70.000 versus 107 moléculas por célula, respetivamente (Zielgerbauer e
Overath, 1993). Os genes para ISG estdo presentes em dois /oci independentes, A ¢ B,
contendo 5 e 2 copias, respetivamente (Zielguerbauer et al., 1995). A proteina ISG ¢
codificada por uma familia de genes de multiplas copias, a qual ¢ conservada em todas
as espécies e subespécies do subgénero Trypanozoon (Tran et al., 2008).

De um modo geral, a proteina ISG desperta interesse como um alvo promissor.
Para além de ser altamente imunogénico, o antigénio ISG ¢ expresso na fase sanguinea,
na superficie de 7. b. brucei (Zielguerbauer, Multhaup e Overath, 1992). Lanca e
colaboradores (2011), testaram uma vacina de DNA composta pelo gene ISG isolado de
T. b. brucei inserido num plasmideo comercial. Através da imunizacdo de murganhos
BALB/C demonstraram que, com uma dose Unica deste plasmideo, os animais
vacinados ficam parcialmente protegidos de uma dose letal de 7. b. brucei, alcangando
uma taxa de sobrevivéncia de 40% dos animais imunizados. Verificaram a indugdo de
anticorpos IgG2a anti-tripanossoma, sugerindo a geracdo da resposta imune do tipo
Thl, relacionada na literatura a um perfil resistente a doenga. Deste modo foi
demonstrado que o candidato antigénico ISG poderia ser usado em preparagdes de
vacinas baseadas na vacinagdo com DNA, uma vez que ¢ capaz de induzir resposta
humoral e proteg@o parcial em murganhos imunizados, e posteriormente desafiados com

T. b. brucei (Langa et al., 2011).

1.8.2. Trans-sialidase (TSA)

Trypanosoma brucei ¢ transmitido entre hospedeiros através de moscas tsé-tsé
hematdfagas. No intestino da mosca, os tripanossomas sobrevivem a a¢do de enzimas
digestivas. Ai proliferam e deslocam-se para a glandula salivar, onde se tornam
infeciosos para o proximo hospedeiro mamifero. Como intermedidrio no processo de
sobrevivéncia no ambiente tripanocida do intestino médio das moscas tsé-tsé, os
tripanossomas utilizam a enzima trans-sialidase para transferir dcido sidlico presente no

hospedeiro para a superficie do parasita. Incapaz de produzir &cido sialico, o
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tripanossoma usa esta enzima especifica para capturar este monossacarideo de
glicoconjugados do hospedeiro para as ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIs),
conferindo o essencial acido sidlico a moléculas recetoras presentes na superficie da
membrana plasmatica do parasita (Nagamune ef al., 2004).

No momento da entrada do tripanossoma na mosca tsé-tsé, o revestimento de
VSGs, carateristico da forma sanguinea do tripanossoma ¢ substituido por um novo
revestimento, constituido de moléculas de prociclina, originando a forma prociclica do
parasita (Gruszynski et al., 2006). A trans-sialidase nos tripanossomas africanos ¢
expressa nesta forma prociclica, durante a fase do ciclo de vida que tem lugar na mosca
tsé-tsé¢. As formas prociclicas sdo caracterizadas pela sintese de uma cobertura de
superficie composta de prociclinas, proteinas de superficie que cobrem o parasita na
fase prociclica do tripanossoma no vetor, exercendo a sua fungdo de prote¢do do
tripanossoma do ambiente (Montagna et al., 2002). Estas prociclinas sdo produtos de
uma pequena familia multigénica de proteinas com repetigdes de aminoacidos
caracteristicas, que protegem as formas prociclicas da agdo de enzimas digestivas no
inseto. Cada célula ¢ coberta por aproximadamente seis milhdes destas moléculas de
prociclina, que estdo ancoradas a membrana de superficie por ancoras GPI. A ancora
GPI da prociclina apresenta a particularidade de conter na sua estrutura cinco moléculas
de acido sidlico (Nagamune et al., 2004). Sendo que a fun¢do da trans-sialidase ¢é
transferir 4cido sidlico para a ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) da prociclina,
permitindo-lhes a aquisicdo de acido sidlico de compostos sialisados presentes no
hospedeiro infetado, torna-se essencial para o tripanossoma a atividade da trans-
sialidase no estabelecimento da prociclina na superficie das formas prociclicas do
tripanossoma. (Nagamune et al., 2004). Resumidamente, as ancoras GPI das prociclinas
sdo modificadas por cadeias laterais N-acetil-lactosamina sialisadas. 7. brucei nao
consegue sintetizar acido sidlico, mas a forma prociclica expressa frans-sialidase,
enzima através da qual o parasita transfere acido sidlico dos compostos sialisados do
hospedeiro presentes no estdbmago do vetor (tais como a refeicdo sanguinea e as células
estomacais) para a cadeia lateral da GPI. Assim sendo, ocorre a formacdo de um
glicocalice sialisado, com prociclinas no seu topo (Nagamune et al., 2004).

A fung¢do das prociclinas ndo estd bem estabelecida, apesar de se saber que

contribuem para o estabelecimento de infecdes bem estabelecidas no inseto vetor.
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Existem evidéncias que parasitas sem prociclina na sua superficie, devido a um defeito
na sintese de GPI, s3o menos eficientes no estabelecimento da infecdo na mosca. Assim
sendo, o comprometimento deste processo oferece uma possibilidade de controlar a
parasitémia no vetor (Montagna et al., 2002).

Tripanossomas que ndo adquirem 4cidos sidlicos devido a um defeito de
producdo de trans-sialidase ndo sobrevivem no intestino médio da mosca tsé-tsé. Assim,
todos os dados indicam que os 4cidos sidlicos de superficie parecem proteger os
parasitas do ambiente digestivo tripanocida no intestino médio da mosca tsé-tsé
(Nagamune et al., 2004).

A funcdo biologica da trans-sialidase na espécie Trypanosoma cruzi (agente da
doenca de Chagas) tem sido bem estudada. E igualmente requisitada para a obtengdo de
acido sidlico de glicoconjugados do hospedeiro, estando inclusivamente envolvida em
processos fundamentais ao estabelecimento da infecdo tais como a invasdo celular.
Costa e colaboradores (1998) verificaram que através da imunizacdo de murganhos de
duas estirpes com DNA plasmidico contendo o gene trans-sialidase ocorreu uma
reducdo da infe¢do por 7. cruzi. Para além de induzir a imunidade celular, a
administracdo de um plasmideo contendo uma trans-sialidase mutante, codificando
apenas a regido catalitica da proteina permitiu o desenvolvimento de anticorpos
protetores, considerados inibitdrios da atividade catalitica desta enzima (Costa et al.,
1998). Estes anticorpos diferem dos anticorpos gerados pela regido carboxilada c-
terminal da proteina. Incapazes de bloquear a atividade enzimatica da frans-sialidase,
foram considerados como ndo protetores (Chuenkova e Pereira, 1995; Costa et al.,
1998; Franchin et al., 1997). Estes indicios salientam a importancia ndo s6 do dominio
catalitico da proteina na gera¢do de respostas imunes, assim como da importancia da
trans-sialidase no estabelecimento de infe¢des por 7. cruzi (Costa et al., 1998). Num
ensaio semelhante, Costa e colaboradores (1999) validaram os resultados anteriores,
verificando nos animais imunizados uma reduc¢ao do pico de parasitémia, com uma taxa
de sobrevivéncia na fase aguda de 87% dos animais. Verificaram a geragdo de
anticorpos inibitdrios da atividade enzimatica da trans-sialidase e ativa¢ao de células T
com producdo de IFN-y, tendo sido considerada uma resposta imunitéria protetora.

Em 2009, Silva e colaboradores (Silva et al. 2009) testaram uma imunizagao de

murganhos BALB/c com um plasmideo contendo a regido catalitica do gene da trans-

22



sialidase de Trypanosoma brucei brucei. Verificaram a geracao de imunidade humoral,
com a producdo de anticorpos IgG anti-tripanossoma. Para além destes resultados, foi
descrita uma protegdo parcial de 60% dos animais vacinados com o protdtipo vacinal.
Outro fato interessante deste estudo foi o reconhecimento de proteinas totais de formas
sanguineas pelo soro de animais imunizados, sugerindo que a trans-sialidase de T.
brucei brucei ¢é, assim como em 7. cruzi, igualmente expressa nas formas sanguineas,
contrariamente aos argumentos anteriormente descritos na literatura, que evidenciavam
que a enzima era somente expressa na superficie das formas prociclicas do parasita
(Montagna et al., 2002).

Com as evidéncias da importancia funcional da enzima trans-sialidase, e com o
reforco da possibilidade desta enzima ser expressa em formas sanguineas de 7. brucei
brucei, torna-se fulcral aprofundar o conhecimento sobre a mesma, assim como
aperfeicoar as ferramentas de combate a doenca, considerando a trans-sialidase como

um alvo preferencial.

1.8.3. Fosfolipase C (PLC)

Parasitas da espécie 7. brucei protegem a sua superficie da a¢do do sistema
imunitario do hospedeiro alterando regularmente o seu revestimento de superficie,
composto por VSGs. A enzima PLC ancorada & membrana através da GPI est4 presente
exclusivamente nas formas sanguineas de 7. brucei, assim como em muitas outras
células eucariotas. A enzima cliva a ancora GPI das VSG, entre outras proteinas
ancoradas por GPI. Esta clivagem converte a forma das VSGs ligada a8 membrana para a
forma soluvel livre das VSGs, contribuindo desta forma para o processo de variagdo
antigénica de 7. brucei e consequentemente para o mecanismo de evasdo imune
(Carrington et al., 1998; Hanrahan et al., 2009).

A expressdao da PLC ¢ predominante na forma sanguinea do tripanossoma, na
qual o parasita estd coberto por um revestimento de VSGs. (Subramanya, Armah e
Mensa-Wilmot, 2010). A PLC esta localizada exclusivamente na superficie da
membrana flagelar, o que para além de favorecer a reacdo de clivagem, permite que
agentes quimioterapéuticos sejam capazes de atingir a PLC na sua localizacdo exterior
(Hanrahan et al., 2009). As fungdes celulares da PLC in vivo ndo estdo completamente

esclarecidas. Contudo, foi demonstrado que a eliminagdo do gene que codifica para a
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PLC, juntamente com a eliminacdo do gene que codifica para uma metaloproteinase que
atua em conjunto com a enzima PLC na clivagem das VSGs, previne a proliferagdo e
diferenciagdo das formas prociclicas de 7. brucei (Hanrahan et al., 2009).

Para investigar se a capacidade de clivar a ancora de membrana da VSG seria
uma fun¢do da enzima PLC necessaria a sobrevivéncia de tripanossomas in vivo, Webb
e colaboradores (1997) geraram uma estirpe de 7. brucei mutante, deficiente para o
gene PLC. Estes mutantes conseguiram completar o seu ciclo de vida e manter a infecao
persistente em murganhos. No entanto, os murganhos infetados com tripanossomas
mutantes apresentaram uma parasitémia reduzida e sobreviveram mais tempo que os
infetados com tripanossomas controlo.

Cruz Langa e colaboradores (2009) ao testarem uma imunizacdo com um
plasmideo com o gene da PLC constataram que a administra¢do deste conferiu 20% de
protecdo aos animais submetidos a uma dose infeciosa de 7. brucei brucei
(comunicacao pessoal).

A importancia da enzima PLC na variagdo antigénica, o contributo na passagem
das formas sanguineas para as formas prociclicas no vetor, assim como a sua
localizacdo extracelular leva a crer que esta enzima poderia ser um importante alvo para

o desenvolvimento de estratégias no controlo de TA.
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2. OBJETIVOS
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No ambito do tema “Clonagem e expressdo génica de potenciais candidatos
antigénicos do parasita Trypanosoma brucei brucei”, seguiram-se como objetivos de

trabalhos:

(1)  Avaliagdo da presenca do RNA mensageiro dos candidatos
antigénicos ISG (Glicoproteina Invaridvel de Superficie), TSA (Trans-sialidase)

e PLC (Fosfolipase C) nas formas sanguineas de 7. brucei brucei;

(2)  Clonagem dos genes ISG, TSA e PLC no plasmideo pET28a,

utilizado como sistema de expressao génica em células procariotas;

(3)  Andlise da expressdo das proteinas recombinantes ISG, TSA e

PLC em diferentes linhagens de Escherichia coli;
(4)  Avaliagdo da resposta de anticorpos induzida no modelo murino

através da imunizagdo com plasmideos contendo os genes ISG, TSA e PLC do

parasita 7. b. brucei.
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3. MATERIAIS E
METODOS
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3.1. Producio de plasmideos contendo genes de

Trypanosoma brucei brucei

A presente metodologia teve inicio com a manipulacdo de trés plasmideos
capacitados de expressdao em sistema eucariota - pVAX1 (Invitrogen/EUA) (Figura 3.1.)
- contendo os trés candidatos antigénicos de interesse ISG, TSA e PLC. Os respetivos
plasmideos foram denominados de ISGpVAX1, nTSApVAX1 e PLCpVAXI1 (Langa et
al., 2011; Silva et al., 2009; Cruz Lanca et al., 2009). Estes trés plasmideos foram
utilizados como prototipos para a construcdo e subclonagem destes genes no plasmideo

pET28a (Novagen/UK).

F8a32428E,

Nhe |
Pme |
ALl
Hind lll
Asp ‘II18I
Kpn
Bam HI
BstX |
Eco RI
Eco RV

pVAX1™

Comments for pVAX1™:
2999 bp

CMYV promoter: bases 33-620

T7 promoter/priming site: bases 664-683

Multiple cloning site: bases 696-811

BGH reverse priming site: bases 823-840

BGH polyadenylation signal: bases 829-1053
resistance gene: bases 1226-2020

pUC origin: bases 2320-2993

Figura 3.1. Mapa do plasmideo comercial pVAX1 (Invitrogen/EUA). Extraido de Invitrogen,
acedido em 14/11/11.

3.1.1. Producio de células competentes

Foram preparadas diferentes linhagens de células E. coli competentes através do
método de cloreto de calcio (Sambrook et al., 1989), de forma a torna-las aptas a

transformagdo com plasmideos, como abaixo se descreve.
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Diferentes linhas de E. coli criopreservadas anteriormente foram utilizadas para
expansdo em placas de meio com LB/Agar. Incubou-se a placa a 37°C overnight.
Posteriormente, uma colonia foi isolada em 25ml de meio liquido LB Broth (LB)
(Sigma-Aldrich/Alemanha) estéril, submetendo o meio inoculado ao agitador orbital nas
condi¢des de 37°C a 600 rpm até atingir uma densidade otica entre 0,6 ¢ 1,0, num
comprimento de onda de 600nm. Centrifugou-se a 5000rpm, a 4°C durante 10 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células em 2,5ml de solu¢ao TSS
(10ml de LB 40 g/l, 1ml de DMSO, Iml de MgCl, 1M, 2g de PEG, agua gb. para 20ml
pH 6,5). Todos os reagentes foram adquiridos pela Sigma-Aldrich/Alemanha. A seguir,
as células competentes foram fracionadas e criopreservadas a -80°C até o momento da

utilizagdo.

3.1.2. Transformacao de células competentes

Para os ensaios de transformacdo das células competentes E. coli DHS5aq,
utilizaram-se 100ng dos diferentes plasmideos a produzir. As células foram submetidas
a choque térmico constituido por uma fase em gelo durante 30 minutos, temperatura de
42°C durante 1 minuto, sendo de imediato colocada no gelo por mais 2 minutos.
Adicionou-se a mistura 1ml de meio LB em ambiente estéril, permanecendo na hora
seguinte a 37°C. Centrifugou-se a mistura por 5 minutos a 5000rpm. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspenderam-se as células nas gotas de sobrenadante restantes. As
células ressuspensas foram colocadas e espalhadas numa placa de petri contendo meio

solido LB/Agar (Sigma-Aldrich/Alemanha) (Figura 3.2.).

29



M‘/ pDNA ;
; E. coli

{ | DHsa
| | 10001
\ | Ecoliphsa

Espalhar o
fessuspenso

b
&

@ Adictonar o
Kan

) ressuspenso

2 min gelo

H

m

Desc
:obfenadanta

3 Renu:p-'-nder
.f’ o pellet

/

W/

Figura 3.2. Representaciio esquematica do protocolo de transformacio de células competentes.

Utilizaram-se placas com meio LB/Agar suplementado com 30ng/ul (m/v) do
antibiotico Kanamycin® (Kan) (Bioline/Reino Unido) para transformacdes de células
competentes com os plasmideos comerciais utilizados neste trabalho — pVAXI1 e
pET28a — uma vez que ambos contém um gene de resisténcia a canamicina,
restringindo o crescimento bacteriano apenas aos transformantes contendo os respetivos
plasmideos.

Incubaram-se as placas de petri overnight, a 37°C.

3.1.3. Purifica¢do de plasmideos

Os plasmideos foram purificados com recurso ao kit comercial High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche®/Alemanha), através da metodologia que se segue.

Apds o protocolo de transformagdo, selecionaram-se coldnias das placas para
inoculacdo em 5ml de meio liquido LB/Kan 30ug/ml (m/v), colocado posteriormente

numa estufa orbital (Opticlvymen®) a 600rpm, 37°C overnight.
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Centrifugaram-se os 5ml de meio LB/Kan onde a coldnia havia sido inoculada,
durante 10 minutos a 6000rpm. O pellet foi ressuspenso em 250ul de tampao de
suspensdao contendo RNase. De seguida adicionou-se 250ul de tampao de lise,
invertendo os tubos 5-6 vezes, mexendo suavemente. A mistura foi incubada 5 minutos
a temperatura ambiente (25°C). Por fim adicionou-se 350u1 de tampao de precipitagdo e
incubou-se 5 minutos no gelo. Centrifugou-se 10 minutos a 10000rpm, sendo o
sobrenadante posteriormente transferido para um tubo com filtro, disponivel no kit.
Depois de centrifugar o tubo 1 minuto a 10000rpm, fazendo o sobrenadante atravessar o
filtro, promovendo a reten¢do do plasmideo no mesmo, descartou-se o contetido do tubo
de coleta e adicionou-se 700ul de tampao de lavagem, sendo o tubo novamente
centrifugado nas mesmas condi¢des. Centrifugou-se uma vez mais para eliminar os
residuos do tampao de lavagem, certificando que o filtro se encontra seco. Em seguida
colocou-se no centro do filtro 100ul do tampado de elui¢do, de forma a promover o
maximo de absor¢ao pelo filtro. Centrifugou-se uma tltima vez nas mesmas condigdes e
obteve-se 100ul de plasmideo purificado por cada tubo.

Quantificaram-se os plasmideos através de espectrofotometria a 260nm.
Procedeu-se a uma etapa final de caracterizacdo dos plasmideos, quer por analise de

restri¢ao seguida de eletroforese, quer por sequencia¢do automatica.

3.2. Amplificacao por PCR dos genes de Trypanosoma

brucei brucei

Com recurso aos plasmideos pVAXI1 (Invitrogen/EUA) previamente clonados -
ISGpVAX1, nTSApVAX1 e PLCpVAX1l - amplificaram-se por reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR) os genes ISG, PLC e a sequéncia génica responsavel
pela codificacdo da por¢do N-terminal da enzima TSA (Figura 3.3.). A estes 1416
nucledtidos da por¢do 5’ do gene TSA foi anteriormente atribuida a designagdo de
nTSA.

Os genes ISG, nTSA e PLC foram, portanto, amplificados a partir dos
plasmideos ISGpVAX1, nTSApVAX]1 e PLCpVAXI1, respetivamente.
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Figura 3.3. Representacdo esquemaitica das regidoes amplificadas dos genes ISG, TSA e PLC de
Trypanosoma brucei brucei por PCR, utilizadas na clonagem dos plasmideos ISGpVAXI1,

nTSApVAXI1 e PLCpVAXI.

3.2.1. Construcio e obtencdo dos primers necessarios a
amplificacdo dos genes de interesse de Trypanosoma

brucei brucei

Foi desenhado um par de primers para as regides terminais 3’ ¢ 5°, de cada um
dos trés genes, obtidos comercialmente (ThermoFisher Scientific/Alemanha) Como
estratégia de clonagem a sequéncia de restricao das enzimas Nhel (GCTAGC) e BamHI
(GGATCC) foi introduzida na extremidade de cada par de primers para ISG e PLC e a
sequéncia das enzimas Nhel (GCTAGC) e ECORI (GAATTC) para nTSA, de forma a
permitir a insercdo do fragmento gendémico no plasmideo pET28a. A tabela 3.1.
apresenta as regides dos genes de Trypanosoma brucei a amplificar - ISG, nTSA e PLC,

respetivamente, bem como a temperatura média ideal de reacdo para cada primer.
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Tabela 3.1. Sequéncias nucleotidicas utilizadas na sintese dos pares de primers para

amplificacio dos genes de Trypanosoma brucei brucei.

Gene Sequéncia dos primers
ISG regido 5’ TTAGCTAGCATGTCAACGATGCCTG
ISG regiao 3’ CGCGGATCCAATATCACTGTCAAGA
nTSA regido 5> ATTATAGCTAGCATGGAGGAACTCCACCAAC
nTSA regido 3’ CGGCGAATTCGTGCAGACAATAAAG
PLC regido 5’ AATAGCTAGCATGTTTGGTGGTGTAAAG
PLC regido 3’ AATGGATCCTGACCTTGCGGTTGGT

A zona da sequéncia nucleotidica sublinhada corresponde ao local de reconhecimento das enzimas de
restricdo. A zona a verde representa o coddo de iniciagdo e a zona a vermelho representa o coddo de

finalizagdo.

3.2.2. Reacio de polimerizacao em cadeia (PCR)

As reagdes de PCR para amplificar cada um dos trés genes de interesse foram
preparadas individualmente, otimizadas para os seguintes parametros: 3ng de cada DNA
plasmidico (ISGpVAX1, nTSApVAXI e PLCpVAX1); 100pmol de cada primer (sense
e anti-sense); 100mM de dNTPs (25mM de cada nucle6tido dATP, dCTP, dTTP ¢
dGTP) (Stratagene/EUA; Bioline/Alemanha); 3mM de MgCI2 (Bioline/Alemanha); 5 U
de DNA Polimerase (BIOTAQ™, Bioline/Alemanha) e tampao de reacdo 1x buffer
NH4 (Bioline/Alemanha), perfazendo com agua estéril o volume total de 50ul. Os
mesmos parametros foram utilizados para amplificar nTSA a partir de cDNA de formas
sanguineas de 7. b. brucei.

As misturas foram submetidas a um total de 40 ciclos de amplificagdo num
termociclador (MJ-Mini Biorad®/Singapura). Aplicou-se uma etapa inicial de
desnaturagdo por 2 minutos a 94°C. Cada ciclo de amplificagdo compreendeu 30
segundos de desnaturagdo a 94°C, uma temperatura de emparelhamento dos primers de
60°C por 01h30min e uma extensdo de 2 minutos a 72°C. No final dos 40 ciclos a

amostra ficou a 4°C até ser utilizada.
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Confirmou-se a presenca do fragmento amplificado através do carregamento da
amostra diluida em Loading buffer 5x (Bioline/Reino Unido) em gel de agarose
(SeaKen® LE Agarose, Cambrex, Rockland/EUA) 1% (m/v) submergido na tina de
eletroforese em 500ml de tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 0,5x (m/v), a qual se
adicionou brometo de etideo (10ul) (Sigma/EUA) e se aplicou uma voltagem de 100v.
Expos-se o gel a luz ultravioleta e obteve-se a imagem dos produtos de amplificagdo.
Procedeu-se a respetiva purificacdo, seguindo o protocolo do kit comercial EasySpin
DNA Gel Extraction Kit ou do kit EasySpin PCR Products Purification Kit
(Citomed/Portugal), dependendo do produto amplificado em questdo.

Para determinar o tamanho dos fragmentos amplificados, estes foram
comparados com a intensidade do padrao de migra¢do do marcador de massa molecular

HyperLadder™ [ (Bioline/Reino Unido).

3.3. Subclonagem dos genes de Trypanosoma brucei brucei

no plasmideo de expressao génica em modelo procariota

3.3.1. Preparacio do vetor e dos fragmentos genomicos a

inserir na etapa de subclonagem

Para dar seguimento a subclonagem dos trés genes, digeriu-se o produto de PCR
purificado com a enzima de restricdo Nhel durante duas horas. Seguidamente,
adicionou-se no caso dos genes ISG e PLC, a enzima de restricdo BamHI e para o
fragmento gendmico nTSA adicionou-se a enzima EcoRI. De seguida todos os produtos
da digestdo foram purificados através do kit comercial EasySpin PCR Products
Purification Kit (Citomed/Portugal) apés a digestdo enzimdtica. Em paralelo o vetor
pET28a que recebeu posteriormente os genes ISG e PLC foi digerido com as enzimas
Nhel e BamHI por duas horas, e o vetor pET28a que recebe o fragmento gendmico
nTSA foi digerido com as enzimas Nhel e EcoRI. Os dois produtos de digestdo do
plasmideo PET28a foram inteiramente carregados num gel de agarose 1% (m/v), de
forma a isolar o fragmento correspondente ao vetor aberto. Excisou-se do gel a banda
correspondente ao vetor aberto e efetuou-se a purificagdo do mesmo através do Kit

comercial EasySpin DNA Gel Extraction Kit (Citomed/Portugal).
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3.3.2. Subclonagem dos fragmentos genémicos ISG, nTSA e

PLC no vetor comercial pET28a

Ap6s a amplificacdo, estas sequéncias foram subclonadas no plasmideo pET28a

(Novagen/Reino Unido), capacitado de expressdo génica em células procariotas (Figura
3.4).
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Figura 3.4. Mapa do vetor comercial pET28a (Novagen/Reino Unido). Extraido de
Novagen, acedido em 17/12/11.

J& com os fragmentos de PCR amplificados (inserto) e os plasmideos

produzidos, digeridos e purificados correu-se um gel de agarose 1% com 5ul de cada

amostra para estimar a respetiva concentracdo por comparagdo ao marcador Hyper
Ladder I (Bioline/Reino Unido). Iniciou-se a reacdo de ligagdo, sendo que a mesma foi
efetuada em diferentes propor¢des de inserto e vetor, correspondendo as relagdes

molares de 1:1, 2:1 e 3:1, respetivamente, com recurso a uma féormula para estimar a

quantidade de inserto necessaria para 100ng de vetor (Figura 3.5.).

100ng vetor x tamanhodoinserto (kb) Inserto (ng)
Tamanho do vetor (kb) — &

Figura 3.5. Férmula de calculo para a ligacio com a enzima DNA ligase (Promega/EUA) para a
proporcio inserto/vetor 1:1.
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A reacdo de ligacao foi composta, para além das diferentes proporgdes de inserto
e vetor, pelo tampao da enzima - 1x T4 DNA ligase buffer e pela enzima T4 DNA
ligase (Fermentas-Thermo Fisher Scientific/EUA), num volume final varidvel,
raramente excedendo os 30ul. A reagdo foi incubada durante a noite, aproximadamente

16 horas, a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C.

3.3.3. Producio dos plasmideos ISGpET28a, nTSApET28a e
PLCpET28a

Cerca de 50% da reacdo de ligagdo foi usada na transformacdo de células
competentes DH5a (Invitogen/Reino Unido). O volume restante da ligagdo foi
armazenado a 4°C e transformado posteriormente, no caso de um resultado negativo na
etapa de clonagem. O pDNA extraido das células transformadas foi purificado através
do Kit comercial High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche®/Alemanha).

Avangou-se com a transformagdo de células competentes, conforme descrito
anteriormente, através da adi¢do de 50% da reacdo de ligacdo, contendo o plasmideo
com o inserto, a 100ul de células competentes.

Os transformantes foram selecionados de placas de petri (LB/Agar 30ng/ul
(m/v) Kan), cuja adicdo do antibidtico Kan facilita a restrigdo do crescimento de
coldnias aos clones bacterianos transformados com o plasmideo de interesse (Figura
3.6.). As colonias transformantes identificadas como possiveis clones recombinantes,

foram expandidas em 5ml de meio LB/Kan 30 pg/mL (m/v), overnight.

Figura 3.6. Colonias transformantes selecionadas em LB/Agar 30ng/pl (m/v) Kan.

Os plasmideos foram purificados com recurso ao kit comercial High Pure

Plasmid Isolation Kit (Roche®/Alemanha). Carregou-se num gel de agarose 1%, 5Sul de
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cada plasmideo purificado para verificar o tamanho do mesmo. Quantificaram-se 0s

plasmideos através de espectrofotometria de massa a 260nm.

3.3.4. Caracterizacio dos plasmideos ISGpET?28a,
nTSApET28a e PLCpET28a

Para confirmar que os fragmentos gendmicos ISG, nTSA e PLC foram inseridos
no pET28a, submeteram-se os novos e purificados plasmideos a uma andlise de
restri¢do, com digestdo simples e uma digestdo dupla pelas respetivas enzimas usadas
na fase da subclonagem. Num gel de agarose 1% carregaram-se as amostras da digestao
simples, confirmando a presenga do inserto comparando com o tamanho de um
plasmideo pET28a sem inserto. Ja na digestdo dupla confirmdmos a presen¢a do inserto
quando se verificou a presenga de uma banda com o tamanho do plasmideo original e
uma banda com o tamanho do inserto em causa. Numa ultima fase de caracterizacao, os
trés novos plasmideos foram sequenciados.

Foram atribuidas as designa¢des de ISGpET28a, nTSApET28a ¢ PLCpET28a
aos plasmideos subclonados e caracterizados.

A técnica de PCR foi utilizada como alternativa neste passo, em casos em que a

digestao dupla em questdo foi desaconselhada pelo fabricante.

3.4. Expressao de proteinas recombinantes de Trypanosoma

brucei brucei

Para expressdo das proteinas recombinantes de 7. brucei brucei transformaram-
se células competentes (BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, Rosetta (DE3) e Origami
2(DE3)pLysS) (Novagen/Reino Unido), com os trés plasmideos ISGpET28a,
nTSApET28a e PLCpET28a, pelo mesmo processo de transformagdo anteriormente
descrito.

A escolha da melhor célula competente depende da natureza da proteina de
interesse: proteinas mais sensiveis a a¢do de proteases; proteinas eucaridticas que
possuem coddes proprios (raros); proteinas insoliiveis e proteinas toxicas.

A estirpe celular BL21(DE3) (Novagen), ¢ amplamente utilizada na expressao

proteica de proteinas recombinantes inseridas em vetores pET, nomeadamente por
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possuirem baixos niveis de produgdo de proteases, que poderiam degradar a proteina de
interesse. A designagdo DE3 indica que sdo lisogénicas de ADE3, com uma copia
cromossomal do gene T7 RNA polimerase, sob controlo do promotor lacUV5, tratando-
se por isso de uma estirpe favoravel a produgdo de proteinas clonadas em vetores pET,
através da inducdo com IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido) (Studier et al.,
1990).

A linhagem BL21(DE3)pLysS (Novagen) possui as mesmas caracteristicas da
BL21(DE3) com a vantagem de também expressar uma lisozima especifica que inibe a
T7 RNA polimerase, regulando, portanto, a expressao da proteina de interesse (Studier e
Moffat, 1986). Esta estirpe ¢ geralmente utilizada quando a proteina de interesse pode
ser toxica para a bactéria.

A estirpe Rosetta (DE3) (Novagen) ¢ uma linhagem derivada da BL21 sendo
comummente utilizada para aprimorar a expressao de proteinas eucaridticas que contém
codoes raros em E.coli (Kane, 1995; Baca e Hol, 2000).

A linhagem Origami 2(DE3)pLysS (Novagen) possui mutagdes na tioredoxina
redutase e na glutationa redutase facilitando a formagdo de pontes de dissulfeto no
citoplasma (Bessette et al.,1999.). Consequentemente, permitem um arranjo (forma) da
proteina apropriada, aumentando assim a solubilidade desta.

Selecionou-se uma coldnia de cada placa de petri e inocularam-se as mesmas em
erlenmeyers com meio LB/Kan. Colocaram-se os meios a agitar na estufa orbital a
600rpm até atingir uma densidade 6tica (DO600) entre 0,6 e 1, correspondendo a fase

exponencial de crescimento celular (Figura 3.7.).

Figura 3.7. Crescimento a 37°C em estufa orbital de bactérias para expressio de proteinas

recombinantes.
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Nesse momento adicionou-se ao meio 100ng/ul de IPTG. Os meios foram
agitados a 600rpm e submetidos a temperaturas de crescimento diferentes, 21°C
(temperatura ambiente) e 37°C. As 3, 5 ¢ 12 horas foram recolhidas aliquotas dos dois
meios. Centrifugou-se e ressuspendeu-se cada aliquota em PBSIx, de forma a

concentrar as células 10x.

3.4.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Utilizou-se a técnica de SDS-PAGE para separar as proteinas de interesse de
acordo com o seu tamanho. O SDS ¢ um detergente desnaturante, fazendo com que as
proteinas percam a sua conformacgado, retendo apenas a sua estrutura primdria linear.
Confere a proteina carga negativa, tornando a razao carga/massa constante. As proteinas
migram para o polo positivo, quando estiverem sob o efeito de um campo elétrico, e
separam-se deste modo pelo seu peso molecular.

Utilizaram-se 50ul das células 10x concentradas em PBS1x de cada aliquota
anteriormente processada. Adicionou-se a estes 50ul de células, mais 50ul de PBS1x.
Completou-se essa mistura com 100ul de tampado de amostra de SDS-PAGE (0,6M Tris-
HCI pH6,8, 0,5g¢ de SDS, 5g de sucrose, 0,25ml B—mercaptoetanol, Sml de azul de
bromofenol (Todos os reagentes adquiridos pela Sigma-Aldrich/Alemanha) e agua
destilada gb. para uma volume final de 50ml) e ferveu-se durante 5 minutos.
Armazenaram-se as amostras a temperatura ambiente.

Preparou-se o gel de corrida a com uma concentracdo final de 10% de
acrilamida (Acrilamida 30%: 0,8% Bis-Acrilamida), com os seguintes componentes:
4,1ml de agua destilada, 3,3ml da solug¢do de acrilamida, 2,5ml de Tris-HCl 1,5M
pHS,8, 0,Iml de SDS 10%, 50ul de persulfato de amoénia 30% e Sul de TEMED.
Aplicou-se o gel num sistema montado com um vidro de espessura 1,5mm e aguardou-
se até ocorrer uma completa polimerizagdo. De seguida preparou-se o gel de
carregamento (2,5ml de dgua destilada, 0,45ml da solu¢dao de acrilamida, 0,333ml de
Tris-HC1 0,5M pH6,8, 0,033ml de SDS 10%, 16,6pul de persulfato de amodnia 30% e
4,7ul de TEMED, todos os reagentes adquiridos pela (Sigma-Aldrich/Alemanha).
Aplicou-se a solugdo do gel de corrida no vidro e adaptou-se neste um pente de 0,75 mm
de espessura. Assim que o gel de carregamento polimerizou, retirou-se cuidadosamente

o pente e transferiu-se o vidro do gel num sistema proprio para a técnica (Biorad/Reino
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Unido). Adicionou-se a este sistema o tampao de corrida (PBS- Glicina 25mM; 4%
SDS) Aplicou-se a voltagem constante de 120v, com recurso ao aparelho Mini Protean
(Biorad/Reino Unido). No final da corrida retirou-se cuidadosamente o gel e colocou-se
o mesmo num recipiente contendo Comassie Brilliant Blue (Promega/EUA) por 30
minutos. No final da coloracdo adicionou-se uma solug¢do descorante - 10 % metanol,

5% Acido Acético — overnight.

3.4.2. Immunoblotting (Western Blotting)

Apds a separagdo de proteinas efetuada através da técnica de SDS-PAGE
descrita no capitulo 3.4.1. da se¢do Materiais e Métodos, iniciou-se o protocolo de

Immunoblotting propriamente dito.

Equilibrou-se o gel durante 10 minutos em tampao de transferéncia (39mM de
Glicina, 48mM de Tris (Sigma-Aldrich/EUA), 20% de metanol (Panreac/Espanha) e
agua destilada gb. para 1L). Equilibrou-se em tampao de transferéncia por 10 minutos
uma membrana de nitrocelulose e papel de filtro de dimensdes apropriadas ao sistema
em utilizagdo. Montou-se o sistema de acordo com o sentido de migragdo da
transferéncia, do polo negativo para o pdlo positivo, colocando deste modo o gel a

transferir, seguido da membrana de nitrocelulose, recetora da transferéncia.

Realizou-se a transferéncia a 100v durante 70 minutos para géis de 0,75mm,
com todo o sistema imerso em tampao de transferéncia a 4°C. Adicionou-se a tina um

bloco de gelo.

Removeu-se a membrana de nitrocelulose apds o tempo determinado e lavou-se
a mesma duas vezes com 10ml de solucdo TBS (1X) (50mM Tris-HCI pH7,5, 150mM
NaCl, agua destilada gb. para 1L), por 5 minutos cada lavagem. Incubou-se a membrana
de nitrocelulose em 10ml de solucdo de bloqueio (TBS (1x) 1% BSA (Sigma-
Aldrich/EUA)), a temperatura ambiente, overnight, com agitagdo orbital. Lavou-se a
membrana de nitrocelulose duas vezes com 10ml de solugdo TBS-Tween20 0,5%
(Sigma-Aldrich/EUA), durante 5 minutos por lavagem. Lavou-se a membrana de
nitrocelulose com 10ml de solugdo de TBS (1x) durante 5 minutos. Incubou-se a

membrana de nitrocelulose com 10 ml de solugdo de anticorpo primdrio na dilui¢do
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apropriada, 1:100 em TBS (1x), a temperatura ambiente, durante lh, com agitagdo

orbital.

Lavou-se a membrana de nitrocelulose cinco vezes com 10ml de solucdo de
TBS-Tween20 0,5%, durante 5 minutos cada. Lavou-se a membrana de nitrocelulose
com 10ml de solugdo de TBS (1x) durante 5 minutos. Incubou-se a membrana de
nitrocelulose com 10ml de solugdo de anticorpo secundério conjugado com HRP — Anti-
mouse IgG-Peroxidase-Produced in rabbit (Sigma-Aldrich/Alemanha) - (anti-IgG-HRP
1:10000 em TBS), a temperatura ambiente, durante 1h com agitacdo orbital. Lavou-se a
membrana de nitrocelulose cinco vezes com 10ml de solugao de TBS-Tween 0,5%,
durante 5 min cada. Lavou-se a membrana de nitrocelulose com 10ml de solugdo de
TBS (1X) durante 5 minutos. Incubou-se a membrana de nitrocelulose com 10ml de
solu¢do de desenvolvimento DAB 0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich/EUA) em TBS [1X] com
0,02% de H,0, (Sigma-Aldrich/EUA), a temperatura ambiente até ao desenvolvimento
de cor. Parou-se a reacdo lavando a membrana com agua destilada. Secou-se a

membrana ao ar livre.

3.5. Vacinacio génica de murganhos

3.5.1. Producdo e purificacio de plasmideos contendo

candidatos antigénicos para imunizac¢io

Inoculou-se a partir de uma colonia isolada, ou banco de células crio-
preservadas, bactérias E.coli DH5-a transformadas com o plasmideo de interesse, num
baldo contendo 1L de LB/Antibiotico (Kan 30pg/ml), deixando a crescer sobre agitacdo
a 37°C, overnight. Procedeu-se ao método de lise alcalina e purificagdo por interagdo
hidrofobica e gel filtracdo, como a seguir se descreve.

Centrifugou-se todo o meio em aliquotas de 250ml a 3500rpm por 10 minutos
em tubos de polipropileno. Prepararam-se as solugdes P1 com 10mM de EDTA
(Sigma/Alemanha), S0mM de glucose e 25mM de Tris-HCI, confirmando um pH final
de 8,0, P2 com 200mM de NaOH (Merck/Alemanha) em 1% SDS (w/v) e P3 com 3M

de acetato de potéassio a pHS.
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Libertou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 8ml da solugdo P1 de
ressuspensdo para cada aliquota e transferiu-se 0 mesmo para tubos de teflon de fundo
redondo. Adicionou-se 8ml de solucdo P2 para provocar a lise celular e misturou-se
muito suavemente. Incubou-se a mistura por 10 minutos, a temperatura ambiente.
Adicionou-se 8ml da solucdo P3 neutralizante e misturou-se suavemente para promover
a precipitacdo dos debrios celulares. Incubou-se os tubos por 10 minutos no gelo.
Centrifugou-se 30 minutos a 10000rpm a 4°C, pelo menos duas vezes, até a amostra
estar clarificada. Em cada tubo adicionou-se 0,7 de volume de isopropanol (16,8ml) e
deixou-se overnight a 4°C, de modo a ocorrer precipitagdo do DNA (Figura 3.8.).

Centrifugou-se a 10000rpm por 30 minutos e libertou-se o sobrenadante.

Figura 3.8. Precipitacio de pDNA em isopropanol.

Adicionou-se 2ml de etanol a 70% refrigerado para ressuspensdo do pellet.
Centrifugou-se novamente a 10000rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e
inverteram-se os tubos durante 10 minutos para evaporar o etanol residual. Adicionou-
se a cada tubo 500ul de Tris-HCI, na concentracdo 10mM a pHS, e dissolveu-se o
pellet. Juntou-se esta solu¢do a um tubo eppendorf de 1,5ml com 0,16g de sulfato de
amonia. Homogeneizou-se e colocou-se 15 minutos no gelo, centrifugando
posteriormente por 15 minutos a 10000rpm.

Prepararam-se ainda as solugdes de Tris-HCl em dgua MiliQ estéril, com a
concentragdo de 10mM a pHS e sulfato de amonia em Tris-HCl a 10mM pHS8 com agua

MiliQ estéril.
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Empacotaram-se colunas (Biorad/EUA) com 20ml de fenil-sefarose (GE
Healthcare/Suécia). Lavaram-se as colunas empacotadas com sucessivas passagens de
agua MiliQ. Equilibrou-se uma coluna fazendo duas passagens de sulfato de amodnia
com a concentracdo 1,5M a pHS. A esta coluna equilibrada com sulfato de amodnia
atribuiu-se a designagcdo de coluna de cromatografia de interagdo hidrofébica (HIC)
(Figura 3.9.). Colocou-se 500ul da amostra sobrenadante na coluna HIC. Depois da
amostra ter passado na coluna, adicionaram-se 3ml de sulfato de amoénia a 1,5M, a
serem descartados. Por fim adicionaram-se 2ml do mesmo tampao a coluna HIC e
recolheu-se a amostra. Para novas utilizagdes reequilibrou-se a coluna lavando com uma
passagem de Tris-HCI 10mM pHS8 e uma passagem de sulfato de amonia, estando deste
modo apta a receber novas amostras.

Preparou-se PBS 1x com 8g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de Na2HPO4, 0,24¢g
de KH2PO4, perfazendo com agua MQ para um volume final de 1L e acertou-se o pH
para 7.4.

Uma nova coluna, empacotada com fenilsefarose e lavada com passagens
sucessivas de agua Mq, foi equilibrada com PBS1x, denominando-se por coluna de gel
filtragdo (GF) (Figura 3.4.). Adicionou-se a esta coluna 2ml da amostra previamente
recolhida na coluna HIC. Depois da amostra atravessar a coluna, adicionou-se 1,5ml de
PBS, a serem descartados. Adicionaram-se 3ml de PBS e recolheram-se os mesmos.
Para utilizar novamente a coluna GF, reabilita-se a mesma com uma passagem de PBS,
encontrando-se apta para receber novas amostras. A amostra recolhida adicionou-se
igual volume de isopropanol, permanecendo overnight a 4°C, de forma a precipitar o
pDNA. Centrifugou-se a 10000rpm por 30 minutos a 4°C. Libertou-se o sobrenadante e
adicionou-se ao pellet PBS pH 7,2, com qualidade de inje¢do, de acordo com a dilui¢do

pretendida.

Figura 3.9. Colunas de cromatografia de interacido hidrofobica e de filtracdo em gel.
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Através de uma eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), confirmou-se a
predominancia da forma superenrolada de cada plasmideo purificado. Mediu-se a
densidade otica a 260nm e a 280nm. Utilizou-se a razdo entre estes dois valores como
parametro da pureza da preparacao.

Conservaram-se os plasmideos purificados a -20°C até serem utilizados.

3.5.2. Protocolo de imuniza¢io de murganhos

Neste trabalho utilizaram-se 36 murganhos Mus musculus BALB/c e 18
murganhos CD1 fémeas com 5 a 8 semanas de idade obtidas no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa. Os procedimentos de experimentagao
animal foram realizados de acordo com as Diretrizes nacionais para a manipulacio de
animais de laboratorio (Decreto-Lei n. ° 129/92 de 6 de Julho).

O trabalho foi realizado em instalagdes creditadas pela Diregdo Geral de
Veterinaria (DGV) onde sdo garantidos alojamento, alimentacdo e cuidados corretos dos
animais e supervisionado por investigador creditado como investigador coordenador
para projetos envolvendo experimentagdo animal, categoria C de acordo com os
critérios da Federation of Laboratory Animal Science Associations (FELASA).

Eluiram-se os plasmideos contendo os diferentes genes de 7. brucei brucei em
PBS estéril, pH 7,2. Injetaram-se 36 animais da linhagem BALB/c, contemplando duas
vias de administra¢do — intramuscular e intraperitoneal. Foram administradas duas doses
das diferentes vacinas com um intervalo de 71 dias (imunizagdes primaria e secundaria).
Cada murganho foi injetado com 100ng de plasmideo.

Constituiram-se cinco grupos distintos, de G1 a G5. Considerou-se G1 o grupo
controlo, onde os animais foram imunizados com a preparagdo em PBS estéril do
plasmideo pVAXI1 per se. Os grupos G2, G3 e G4 representam os animais imunizados
com os plasmideos ISGpVAXI1, nTSApVAXI1 e PLCpVAXI, respetivamente. O quinto
e ultimo grupo foi injetado com 100ng de uma mistura dos trés plasmideos (1/3 de cada
plasmideo) injetados em G2, G3 e G4. Todos os grupos foram igualmente divididos,
sendo metade dos animais injetados por via intramuscular (IM) e a restante metade por

via intraperitoneal (IP) (Tabela 3.2.).
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Tabela 3.2. Grupos de murganhos BALB/c utilizados no protocolo de imunizacio.

G1 G2 G3 G4 G5
\_/__,. pVAX1 ISGpVAX1 ~ nTSApVAX1  PLCpVAX1 Mix
Via IM 2 4 4 4 4
Via IP 2 4 4 4 4
TOTAL 4 8 8 8 8

Numero de animais imunizados por grupo e por via de administracao.

Outro grupo de 18 murganhos CD1 foi injetado por via subcutdnea com os
varios plasmideos. Constituiram-se quatro grupos: G1 com trés animais injetados com o
plasmideo pVAXI, considerando-se este o grupo controlo da experiéncia; G2, G3 e G4
com cinco animais cada, injetados com os plasmideos ISGpVAXI1, nTSApVAXI1 e
PLCpVAXI, respetivamente. Adicionalmente, em cada grupo foram divididos os
animais de modo a receberem, na primeira imunizac¢do, dois adjuvantes diferentes
homogeneizados com os plasmideos — Adjuvante completo de Freund (ACF) e
Aluminio (Al). Um animal de cada grupo recebeu uma dose de plasmideo com PBS.
Foram administradas duas doses de 100ng de plasmideo cada com 14 dias de intervalo

entre as imunizagoes.

Tabela 3.3. Grupos de murganhos CD1 utilizados no protocolo de imunizagao.

G1 G2 G3 G4
\_,/-o- pVAX1  ISGpVAX1 nTSApVAX1 PLCpVAX1
PBS 1 1 1 1
ACF 1 2 2 2
Al 1 2 2 2

Numero de animais imunizados por grupo e com os diferentes adjuvantes na primeira imunizagao.

45



3.5.3. Colheita de soros dos animais imunizados

Amostras de sangue dos murganhos BALB/c imunizados foram obtidas aos 62,
79 e 95 dias apos a primeira dose da imunizacdo. No caso dos murganhos CD1 foram
recolhidas amostras de sangue aos 21 e 42 dias ap0s a primeira imunizagao.

O sangue foi obtido pela excisdo da por¢do terminal da cauda dos animais. Estes
foram previamente submetidos a exposicdo de luz infravermelha (Infraphil™ HP3614
100W — Philips), com o objetivo de induzir vasodilatagdo periférica promovendo um

melhor rendimento da colheita de sangue (Figura 3.10.).

Figura 3.10. Inducio de vasodilatacio e colheita de sangue dos animais imunizados.

No ultimo dia de colheita, a recolha de sangue foi efetuada pelo sacrificio de
todos os animais. Apo6s a colheita, o sangue foi coagulado a 37°C por 30 minutos.
Seguiu-se a retragdo do coagulo, a 4°C por mais 30 minutos.

Para a obten¢@o do soro, as amostras de sangue foram centrifugadas a 5000rpm
durante 10 minutos. Retirou-se o soro do produto centrifugado e armazenaram-se as

amostras a -20°C (Figura 3.11.).
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Figura 3.11. Obtencio de soro em amostras de sangue por retracido do coagulo e posterior

centrifugacio.

Quando se utilizou o soro necessario para a técnica de ELISA as varias amostras
recolhidas anteriormente foram descongeladas a temperatura ambiente. Os diferentes
grupos de soros foram utilizados para a determinagdo de anticorpos anti-tripanossoma,

como a seguir se descreve.

3.6. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-tripanossoma

em amostras de murganhos imunizados

Para determinacdo de anticorpos IgG anti-tripanossoma nas amostras de
murganhos imunizados, utilizou-se o método de ELISA indireto (Figura 3.12.), uma
técnica bioquimica utilizada em imunologia para detetar a presenga de anticorpos
especificos, neste caso, em amostras de soro.

Foram utilizadas placas de 96 pocos (Nunc™/Dinamarca) para incubacdo e
fixacdo do extrato proteico de 7. b. brucei (200ng de proteina total/po¢o), diluido em
tampao bicarbonato 0,1 M, pH 8,5, 4°C overnight.
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Figura 3.12. Representagio esquematica da técnica de ELISA indireto.

De seguida removeu-se o excesso de proteina através da lavagem dos pogos com
tampao de lavagem - PBS-Tween 20 (Promega, EUA) 0,05% (v/v). Posteriormente, a
placa foi submetida a uma etapa de bloqueio pela adi¢ao de 200ul de uma suspensio de
PBS-BSA (Sigma-Aldrich/Alemanha) 1% (m/v) a temperatura ambiente por 1 hora.

Os pocos foram lavados novamente em tampao de lavagem e adicionou-se 100ul
de duas diferentes dilui¢des (1:10 e 1:100) de amostras de soro dos murganhos controlo,
diluidos em PBS-BSA 0,05% (m/v) Tween 0,05% (v/v), por 1 hora a temperatura
ambiente.

Procedeu-se a mais uma etapa de lavagem. Adicionaram-se 100l de anticorpos
IgG de coelho (anti-IgG de murganhos), conjugados com peroxidase (Sigma/EUA), na
diluicdo 1/4.000 em PBS-BSA 0,05% (m/v) Tween 0,05% (v/v), por 1 hora a
temperatura ambiente.

Os pogos foram lavados em tampao de lavagem. Adicionou-se 100ul da solucao
substrato (10ml de tampdo citrato pH 5,0 contendo 10 mg de o-phenylenediamine
dihydrochloride (OPD) (Sigma/EUA) e 10ul de perdéxido de oxigénio 30%
(Sigma/Alemanha)).

Apo6s 30 minutos de reacdo a temperatura ambiente € sob o abrigo da luz direta,
parou-se a reacdo pela adicdo de 50ul de uma solucdo de acido sulfurico 4N.

A determinacdo da absorvancia da reagdo procedeu-se em um leitor de placa de
ELISA (SpectraMax 340 PC, Molecular Devices/EUA) a um comprimento de onda de
490nm.
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4. RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4.1. Amplificacao por PCR dos genes de Trypanosoma

brucei brucei

Utilizou-se pDNA (ISGpVAX1, nTSApVAX1 e PLCpVAXI1) como molde
(template) para a amplificagdo por PCR dos genes ISG, TSA e PLC. Desenharam-se
pares de primers para cada gene a amplificar e otimizaram-se as condi¢cdes de PCR.
Para o gene TSA, desenharam-se primers no sentido de amplificar os primeiros 1416
pares de bases (pb) da regido 5°, denominada de nTSA, correspondente a regido N-
terminal da proteina trans-sialidase (TSA), de acordo com Silva e colaboradores (2009).
Foi utilizada apenas a regido codificante para a zona N-terminal da proteina TSA por
codificar para o centro catalitico da enzima, responsavel pela sua atividade. Deste modo
facilitaram-se as etapas de clonagem, ao diminuir o fragmento gendémico a inserir no
respetivo vetor.

Os produtos de reagdo de PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v), em tampao TAE com brometo de etidio. O gel foi posteriormente
visualizado com recurso a luz ultravioleta. A figura 4.1. apresenta o perfil eletroforético
obtido a partir das reacdes de PCR, com amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 1,5kb para o gene ISG, um fragmento de aproximadamente 1,4kb
para o fragmento genémico nTSA e por ultimo a amplificacdo de um fragmento de

aproximadamente 1,1kb para o gene PLC (figura 4.1.).
ISG nTSA PLC

M
10 kb
3,0 kb
1,5 kb
1,0 kb
0,2 kb

Figura 4.1. Produto de amplificacio dos genes ISG , fragmento genémico nTSA e PLC de
Trypanosoma brucei brucei por PCR. Template: ISGpVAX1, nTSApVAXI1 e PLCpVAXI. Imagens
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obtidas a partir de um gel de agarose 1% (m/v). Abreviaturas: kb (1000 pares de base) e M

(marcador molecular, em kb).

Estes fragmentos foram extraidos do gel de agarose e purificados através de um
kit comercial. Os fragmentos j& purificados foram submetidos a uma digestdo
enzimatica com enzimas de restricdo. Para estimar a concentracdo aproximada destes
fragmentos, procedeu-se uma eletroforese em gel de agarose nas condicdes
anteriormente descritas e comparou-se com o marcador molecular, a fim de definir uma
concentragdo aproximada (Figura 4.2.). Com as concentracdes estimadas para os
insertos e respetivo vetor deu-se inicio aos ensaios de subclonagem dos trés fragmentos

no vetor bacteriano pET28a.

Figura 4.2. Quantificacio do rendimento final da purificacio de ISG, nTSA, PLC e pET28a por
comparacio ao padrio de intensidade/massa do marcador molecular HyperLadder™I.

Abreviatura: M (marcador molecular, em kb).

4.2. Amplificacao por PCR dos genes ISG, TSA e PLC
presentes em c¢cDNA de formas sanguineas de

Trypanosoma brucei brucei
Realizou-se uma reacdo de PCR sob as condi¢des anteriormente descritas no
capitulo Materiais e métodos, para amplificacdo dos genes ISG, TSA e PLC. Os
produtos de reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%

(m/v), em tampao TAE com brometo de etidio. O gel foi posteriormente visualizado

com recurso a luz ultravioleta. A figura 4.3. apresenta o perfil eletroforético obtido a
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partir das reacdes de PCR, com amplificagdo de um fragmento de aproximadamente
1,5kb para o gene ISG, amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1,4 kb para
o fragmento genémico nTSA e amplificagdo de um fragmento de aproximadamente
1,1kb para o gene PLC, amplificados a partir de cDNA de formas sanguineas de 7. b.
brucei. Para confirmar a presenca do gene TSA realizou-se também um PCR de cDNA
com primers especificos, indicando a sua presenca nas formas sanguineas de 7. b.

brucei (Resultado ndo apresentado).

M ISG M nTSA M PLC

10 kb

10 kb 10 kb

3,0 kb 3,0 kb 3,0 kb
1,5 kb

1,0 kb

1,5 kb
1,0 kb

1,5 kb
1,0 kb

0,2 kb 0,2 kb 0,2 kb

Figura 4.3. Genes ISG, nTSA e PLC amplificados a partir de cDNA de formas sanguineas de 7. b.

brucei. Abreviaturas: kb (1000 pares de base) e M (marcador molecular, em kb).

Contrariamente ao que tem sido descrito na literatura, em que se identifica a
enzima trans-sialidase como uma proteina exclusivamente expressa no inseto vetor
(Montagna et al., 2002) , estes resultados sugerem pela primeira vez que, assim como
ISG e PLC, a proteina TSA estd expressa nas formas sanguineas circulantes de
Trypanosoma brucei brucei, fase em que o parasita se encontra no hospedeiro
mamifero, constituindo deste modo um potencial alvo antigénico até entdo ndo

considerado. Para reforcar a presenca desta proteina na forma sanguinea, Lanca e
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colaboradores em 2011 mostraram que anticorpos anti-nTSA reconhecem extracto de 7.
brucei brucei, sugerindo uma vez mais que a proteina esta expressa na forma sanguinea

do parasita.

4.3. Subclonagem dos genes de Trypanosoma brucei brucei

no plasmideo de expressao génica em modelo procariota

A caracterizagdo das proteinas recombinantes ISG, TSA e PLC foi realizada
através de ensaios de imunoidentifica¢dao. Procedeu-se a subclonagem dos genes de 7. b.
brucei no plasmideo de expressdo génica em modelo procariota, a fim de obter as
proteinas recombinantes necessarias aos ensaios de imunoidentificagao.

Este modelo de expressao foi utilizado pela possibilidade de induzir a expressao
e producdo das proteinas recombinantes, com recurso a um protocolo de indugdo de
expressao, como referenciado no capitulo Materiais e métodos.

A escolha dos alvos antigénicos utilizados no presente trabalho e producdo dos
respetivos protdtipos vacinais foram baseados nos protocolos desenvolvidos por Lanca
e colaboradores (2011) para o prototipo ISGpVAXI1, Silva e colaboradores (2009) para
o protdtipo nTSApVAXI1 e Cruz Langa e colaboradores (2009) para o protdtipo
PLCpVAXI1 (comunicagdo pessoal).

A subclonagem no plasmideo pET28a foi desenvolvida com base nos candidatos
antigénicos anteriormente descritos. Apos a digestdo e purificagdes do vetor pET28a e
dos fragmentos ISG, nTSA e PLC amplificados por PCR, procedeu-se a varias
tentativas para subclonar estes genes no vetor pET28a, obtido comercialmente
(Invitrogen/EUA). Com a subclonagem dos genes supracitados neste plasmideo
possibilitou-se a producdo das respetivas proteinas recombinantes, através de um

protocolo de inducdo de expressdo génica em células procariotas.

Os novos plasmideos construidos a partir do pET28a, transportando os genes
ISG, nTSA e PLC de Trypanosoma brucei brucei, receberam a denominagdo
ISGpET28a, nTSApET28a e PLCpET28a, respetivamente. Apos as etapas de clonagem
e selecdo, estes plasmideos foram submetidos a uma andlise de restricdo com as
enzimas BamHI, Nhel e EcoRI, por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Os

plasmideos ISGpET28a e nTSApET28a foram digeridos com varias enzimas, assim
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como o plasmideo PLCpET28a (resultado n3o apresentado). Visualizaram-se
fragmentos de aproximadamente 6,8kb, 6,7kb e 6,4kb, sugerindo a insercdo dos
fragmentos ISG (1,5 kb), nTSA (1,4 kb) e PLC (1,1kb) no plasmideo pET28a (5,3 kb),
que aqui se encontra também digerido pelas mesmas enzimas (Figura 4.4.). Esta
sugestdo ¢ reforgada pela andlise por PCR nas condigdes anteriormente descritas na
seccdo Materiais e métodos. Utilizou-se como template ISGpET28a, nTSApET28a e
PLCpET28a, com os primers anteriormente descritos para amplificacdo dos fragmentos
genomicos ISG, nTSA e PLC, confirmando por eletroforese a presenca dos fragmentos

inseridos no vetor pET28a (resultados ndo apresentados).

HyperLadder™ | pET28a ISGpET28a nTSApET28a

M 1 2 3 M 1 2 3 M 1 2 3
SIZE (bp) , ng/BAND
—10000 | 100
— 8000 80
3 —— 6000 60
— 5000 50
— 4000 40
— 3000 30
— 2500 25
— 2000 20
— 1500 15
— 1000 | 100
— 800 80
— 600 6
— 400 4
— 200 2
5pl Bioline HyperLadder |
runona 1% Bioline Agarose
gel in TAE.

Figura 4.4. Digestao simples com 1. BamHI, 2. Nhel e 3. EcoRI (Promega) do plasmideo pET28a
(5,3 kb) e dos plasmideos ISGpET28a (6,8kb) e nTSApET28a (6,7kb) subclonados. Abreviatura: M

o o

o

(marcador molecular, em kb).

A andlise de restricdo com digestdo simples e dupla dos plasmideos ISGpET28a
e nTSApET28a também sugere a clonagem dos fragmentos ISG (1,5kb) e nTSA (1,4
kb) no plasmideo pET28a. Quando digerido com a enzima BamHI, o plasmideo
ISGpET28a apresentou um tamanho de 6,8kb. J4 em digestdo dupla, este plasmideo
confirmou a inser¢do do gene ISG, por geracdo de um fragmento de 1,5kb,
correspondendo ao tamanho do gene e um fragmento de 5,3kb, correspondendo ao
tamanho do vetor. J4& o plasmideo nTSApET28a gerou um fragmento de

aproximadamente 6,7kb quando digerido com a enzima Nhel e dois fragmentos de
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aproximadamente 5,3kb e 1,4kb quando digeridos com as enzimas Nhel e EcoRI

(Figura 4.5.).

(A) (B)

Figura 4.5. (A) Pocos 1 e 2 - digestao simples com BamHI (Promega/EUA) de ISGpET28a (5,3kb);
Poco 3 - digestio simples com BamHI de pET28a; Pogo 4 — digestao dupla com BamHI e Nhel
(Promega/EUA) do plasmideo ISGpET28a (6,8kb). (B) Pocos 1 e 2 - digestdo simples de
nTSApET28a (6,7kb) com ECORI (Promega/EUA); Poco 3 - digestio simples de pET28a com
EcoRI; Pocos 4 e 5 - digestio dupla com Nhel e ECORI (Promega/EUA) do plasmideo
nTSApET28a. Abreviatura: M (marcador molecular, em kb).

4.3.1. Caracterizacio dos plasmideos subclonados

ISGpET28a, nTSApET28a e PLCpET28a

Apbs a andlise de restricdo, os plasmideos ISGpET28a, nTSApET28a e
PLCpET28a foram submetidos a uma andlise de sequenciacdo automatica
(STABVida/Portugal) para confirmacao da sequéncia génica e comparacao desta com a
sequéncia original, obtida para cada um dos genes ISG, fragmento gendémico nTSA e
PLC de T. brucei brucei. Os resultados da sequenciagdo mostram um elevado grau de
similaridade (Tabela 4.1.) entre os genes clonados no plasmideo pET28a - ISG e nTSA
— quando comparados com as sequencias originais dos mesmos (GeneBank), (resultados

disponiveis em Anexos).
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Tabela 4.1. Alinhamento dos resultados da sequenciacio com a sequéncia dos

genes originais ISG e fragmento genomico nTSA.

Plasmideo Primer Regido sequenciada Identidade (similaridade)
ISGpET28a T7 fwr 1058 96%
ISGpET28a T7 rev 939 97%

nTSApET28a T7 fwr 691 99%
nTSApET28a T7 rev 689 99%

Resultados de alinhamento de nucleo6tidos obtidos na fungdo BLAST (NCBI/EUA).

Aliando a analise de restrigdo aos resultados da sequenciagdo automatica,
confirmou-se a identidade dos plasmideos ISGpET28a e nTSApET28a. Apesar dos
resultados obtidos até este ponto, confirmativos da clonagem do plasmideo
PLCpET28a, a sequencia¢do do mesmo ndo demonstrou similaridade entre o gene PLC
clonado e a sequéncia original deste. Inimeros ensaios de clonagem génica foram
realizados, sob varias condigdes até a obteng¢do de clones positivos, nomeadamente
clones de PLCpET28a, cujas avaliacdes por restrigdo enzimdtica e PCR se
manifestaram positivas quanto a inser¢cdo do gene PLC. Apesar de todos os esfor¢os
dirigidos para a clonagem do plasmideo PLCpET28a nao foi possivel atingir este
objetivo. A perda de rendimento, concentracdo de inserto e vetor nas varias etapas de
producdo e purificagdo dos mesmos foram fatores limitantes em todos os ensaios de

subclonagem realizados.
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4.4. Expressao de proteinas recombinantes de Trypanosoma

brucei brucei

Através do sistema de expressao procariota, com recurso ao plasmideo pET28a
clonado com os antigénios de interesse, foi possivel expressar as proteinas
recombinantes dos respetivos genes — ISG e nTSA, como a seguir se demonstra.

Recorrendo a técnica de SDS-PAGE, obtiveram-se bandas de expressdo das
proteinas recombinantes ISG (58kDa) e nTSA (52kDa). Relativamente ao sistema de
expressdo de ISG, ndo foi possivel identificar diretamente uma proteina de expressao

aumentada que pudesse estar associada a esta indu¢do de expressdo (Figura 4.6.).

M1 2 3 456789 101112 M123456789101112

80 kDa

50 kDa

@w ‘ (B)

Figura 4.6. (A) Expressao da proteina ISG (58kDa) a 25°C. (B) Expressiao da proteina ISG a 37°C.
Em ambos os géis (A e B), os pocos de 1 a 4 correspondem as quatro linhas celulares utilizadas —
BL21 (DE3), BL21( DE3)pLys, Rosetta e Origami — per se, correspondendo aos controlos negativos
da expressio génica. Os pocos S a 8 e de 9 a 12 correspondem a mesma ordem de linhas celulares,
transformadas com o plasmideo ISGpET28a. Os po¢os 5 a 8 correspondem as células processadas
3h apés a indugdo com IPTG e os pocos 9 a 12 correspondem a inducio de expressdo overnight.

Abreviaturas: kDa (1000 Dalton) e M (marcador molecular, em kb).

Verificaram-se varias bandas inespecificas nos géis de expressao de ISG, o que
dificultou a identificacdio de uma banda potencialmente correspondente a expressdao
aumentada de ISG. Contudo, no ensaio de expressdo a 37°C (Figura 4.6. B) com
inducdo overnight (Pogos 9 a 12) verificou-se a expressao de uma banda aumentada nas

quatro linhas celulares utilizadas, simbolizada a contorno vermelho, que apesar de estar
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acima do tamanho esperado, conduziu a algumas dividas quanto a sua identidade, uma

vez que esta fracamente presente nos quatro controlos negativos de expressao.

Relativamente ao sistema de expressdao de nTSA, identificou-se diretamente uma
banda de expressao aumentada da proteina nTSA (52kDa), associada a esta indugdo de

expressdo, quando comparada aos controlos (Figura 4.7.).

M1 2 3 4567 89 101112 M1 234 5678 9101112
. 3 B |
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Figura 4.7. (A) Expressido da proteina nTSA (52kDa) a 25°C. (B) Expressdo da proteina nTSA a
37°C. Em ambos os géis (A e B), os pocos de 1 a 4 correspondem as quatro linhas celulares
utilizadas — BL21 (DE3), BL21( DE3)pLys, Rosetta e Origami — per se, correspondendo aos
controlos negativos da expressio génica. Os pocos 5 a 8 e de 9 a 12 correspondem 2 mesma ordem
de linhas celulares, transformadas com o plasmideo nTSApET28a. Os po¢os 5 a 8 correspondem as
células processadas 3h apés a inducido com IPTG e os pocos 9 a 12 correspondem a inducdo de
expressio overnight.

Apesar de se verificarem varias bandas inespecificas nos géis de expressao de
nTSA, foi possivel a identificacdo de uma banda potencialmente correspondente a
expressdo aumentada de nTSA, presente em ambos os ensaios — 25°C e 37°C (Figura

4.7.). A expressao da proteina nTSA foi mais pronunciada nas condigdoes 25°C

overnight e 37°C 3h, simbolizada a contorno vermelho.

Selecionaram-se as condigdes ideais de expressdo das proteinas ISG e nTSA,
reunindo os melhores resultados de expressao proteica selecionados a partir dos géis das
figuras 4.6. e 4.7.. Realizou-se um gel final com as linhas celulares e condi¢des de

expressao mais significativas (Figura 4.8.).
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Figura 4.8. Expressao das proteinas ISG (58kDa) e nTSA (52kDa). Pocos de 1 a 3 correspondem a
trés das linhas celulares anteriormente utilizadas, respetivamente BL.21 (DE3), BL21( DE3)pLys e
Rosetta, per se, correspondendo aos controlos negativos da expressio génica. Os pocos 4 a 6
correspondem a células da linhagem BL21 (DE3), transformadas com o plasmideo ISGpET28a. Os
pocos 7 a 9 correspondem a células da linhagem BL21 (DE3), transformadas com o plasmideo
nTSApET28a.

Como sucedido anteriormente, estdo presentes varias bandas inespecificas, o que
dificultou novamente a identificagdo de uma banda potencialmente correspondente a

expressdo aumentada de ISG. Verificou-se a expressdao de uma banda aumentada nas

trés linhas celulares selecionadas, simbolizada a contorno vermelho.

Os resultados aqui demonstrados, sugerem que foi possivel expressar a proteina nTSA,
através da subclonagem do fragmento nTSA em modelo procariota e respetiva indugao

de expressao proteica.

4.5. Imunoidentificacio de proteinas recombinantes de

Trypanosoma brucei brucei

Através da transferéncia do SDS-PAGE de expressio das proteinas
recombinantes ISG e nTSA para uma membrana de nitrocelulose, procedeu-se a reagdo
de imunoidentificacdo realizada pela técnica de immunoblot. Foi possivel reconhecer as
proteinas ISG e nTSA através de imunoidentificagdo com um soro positivo para 7. b.

brucei (Figura 4.9.).
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Figura 4.9. Imunoidentificacio das proteinas ISG (58kDa) e nTSA (52kDa) com soro positivo para
T. brucei brucei. Pocos de 1 a 3 correspondem as linhas celulares BL21 (DE3), BL21( DE3)pLys e
Rosetta, per se, correspondendo aos controlos negativos da expressdo génica. Os pocos 4 a 6
correspondem a expressio e imunidentificacio da proteina recombinante ISG. Os pogos 7 a 9

correspondem a expressiao e imunoidentificacio da proteina recombinante nTSA.

O soro positivo para 7. b. brucei reconheceu imunologicamente as proteinas
recombinantes expressas, resultado que vem sustentar a hipdtese proposta de que nao so6
ISG esté expresso nas formas sanguineas de 7. b. brucei assim também como a proteina

TSA, contrariamente ao que tem sido descrito na literatura.

Procedeu-se também a reagdes de imunoidentificacdo das proteinas
recombinantes ISG (resultados ndo apresentados) e nTSA, frente a soros dos animais
imunizados com os plasmideos ISGpVAX1 e nTSApVAXI (Figura 4.10.). Nao foi
possivel identificar a proteina recombinante ISG frente a soros dos animais imunizados
com os plasmideos ISGpVAXI, devido ao surgimento de varias bandas com reagdo
imune inespecifica. Este facto pode dever-se a presenca de contaminantes de E. coli
utilizadas para a producdo de vacinas, como se descreve no capitulo Materiais e
métodos. Devido a possivel presenca destes contaminantes nas preparacdes vacinais
pode ocorrer a producao de anticorpos especificos que podem reagir imunologicamente

com as bandas de expressdao das proteinas recombinantes, produzidas também no

modelo celular E. coli.

Verificou-se o reconhecimento imunolégico da proteina nTSA, sugerindo a
inducdo da produ¢do de anticorpos anti-nTSA em animais imunizados com o plasmideo
nTSApVAXI. Este resultado pode ser indicativo do sucesso da vacina anti-nTSA de 7.

brucei brucei, hipdtese sustentada pelo estudo de Silva e colaboradores (2009), em que
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também se verificou um reconhecimento imunolégico desta proteina com posterior
ensaio de imunizagdo e posterior infecdo de murganhos com 7. b. brucei, conferindo
uma taxa de 60% de prote¢do dos animais imunizados com um plasmideo contendo o

fragmento gendmico correspondente a nTSA.

M1 23 4567 8 95 10 11
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Figura 4.10. Imunoidentificacio de anticorpos anti-nTSA em (A) soro de murganhos imunizados
com o plasmideo nTSApVAXI1, em (B) soro positivo para 7. brucei brucei e em (C) soro negativo
(pré-imune). Pocos 1, 4 e 8 correspondem aos controlos negativos - BL21(DE3). Os restantes pocos

correspondem a expressao da proteina nTSA e respetiva imunoidentificacio com os soros acima

mencionados.

Os resultados sugerem a producdo de anticorpos anti-TSA em murganhos CD1
imunizados com nTSApVAXI, uma vez que se verifica o reconhecimento da proteina
nTSA (Figura 4.10. A), simbolizado a contorno preto, sendo que quando comparado
com o controlo positivo (Figura 4.10. B) simbolizado a contorno preto, o perfil de

reconhecimento € idéntico.

4.6. Vacinacio génica de murganhos

Elaboraram-se protdtipos vacinais contendo genes de Trypanosoma brucei

brucei a fim de avaliar a potencialidade dos mesmos na induc¢ao de resposta imunitaria.

Os plasmideos caracterizados, ISGpVAX1, nTSApVAX1 e PLCpVAXI1 foram

produzidos em células competentes Escherichia coli DH5a. Seguiu-se a purificagdo dos
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mesmos por cromatografia de interagdo hidrofébica e filtracdo em gel, de acordo com a
metodologia descrita por Diogo e colaboradores (2001) e utilizada e adaptada por Silva
(2006), descritas anteriormente na seccdo Materiais e métodos.

No processo de produgdo e purificagdo, alguns parametros foram registados, tais
como o rendimento de plasmideo obtido no final de cada etapa do processo de
purificacdo (resultado ndo apresentado) e a pureza dos plasmideos a administrar,
determinada pela razdo da densidade 6tica a um comprimento de onda de 260 e 280nm.
Apresentam-se na tabela 4.2. os dados relativos a pureza dos plasmideos utilizados no

protocolo de vacinagdo.

Tabela 4.2. Pureza dos plasmideos utilizados no protocolo de imunizacio de

murganhos.
pDNA imuniza¢io pVAX1 ISGpVAX1  nTSApVAX1 PLCpVAXI
Abs 260/280 22 1,91 1,79 1,69

No final do processo, os plasmideos purificados foram eluidos em PBS pH 7,2
estéril. Analisou-se através de um gel de agarose 1% (m/v) a predominancia da forma
superenrolada, conformagdo de interesse para a imunizacdo. Ao longo do tempo, os
plasmideos contidos nas preparacdes vacinais armazenadas tendem a degradar-se,
aumentando a percentagem de isoformas relaxadas. Na figura 4.11. observou-se
principalmente a forma superenrolada dos plasmideos ISGpVAXI, nTSApVAXI e
PLCpVAXI. Devido a sua conformacao tridimensional superenrolada, estas isoformas
tendem a migrar mais no gel de agarose do que as isoformas relaxadas dos plasmideos,

que apresentam por sua vez mais resisténcia a migragao.
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Figura 4.11. Formas superenroladas dos plasmideos utilizados na imuniza¢io de murganhos. Pogo

1 - pVAXI1; Pogo 2 — ISGpVAXI; Poco 3 - nTSApVAXI; Poco 4 - PLCpVAXI.

4.6.1. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-

tripanossoma em soros de murganhos imunizados

Imunizaram-se murganhos BALB/c pelas vias intramuscular e intraperitoneal e
CDI1 com dois adjuvantes diferentes, todos com uma dose de 100ug dos diferentes
plasmideos, como apresentado na sec¢do Materiais e métodos. Recolheram-se amostras
de soro dos animais em diferentes dias apds a imunizacdo. Analisaram-se as amostras
recolhidas por ELISA quanto a presenga de anticorpos IgG anti-tripanossoma, reativos
ao extrato proteico obtido a partir de 7. b. brucei nos murganhos BALB/c (resultados
ndo apresentados) e CD1 (Figura 4.12).

Nos resultados obtidos por ELISA da experiéncia de imunizagdo com
murganhos BALB/c, todos os prototipos vacinais em ambas as vias intramuscular e
intraperitoneal apresentaram valores de absorvancia inferiores ao plasmideo controlo

(pVAXI1) nas duas diluigdes testadas 1:10 e 1:100 (resultados ndo apresentados).
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Figura 4.12. Resposta imune humoral induzida pela vacina¢io génica: determinaciio por ELISA de
anticorpos IgG anti-tripanossoma nos murganhos CD1 imunizados com as vacinas protétipo. Os
resultados foram obtidos a partir do soro dos animais dos quatro grupos diferentes na presenca de
PBS, Adjuvante Completo de Freund (ACF) e Aluminio (AL). Linha a vermelho representa o valor
de cutoff, determinado pela média do controlo negativo (animal pré-imune) mais 3 vezes o valor do

desvio padrao do mesmo.

Aquando da imunizagdo de murganhos CD1 (Figura 4.12.) com PBS dos varios
plasmideos, o maior valor de absorvancia foi registado com a imunizagdo do plasmideo
PLCpVAXI, seguido do plasmideo nTSApVAXI1. Na imuniza¢do realizada com os
adjuvantes ACF e AL, o maior valor de absorvancia registou-se para o protdtipo
ISGpVAXI1, com os restantes protdtipos vacinais a registarem-se abaixo do plasmideo

controlo — pVAXI.

Através dos resultados observados € possivel sugerir que a imunizagio génica de
murganhos CDI1, em diferentes condi¢des com os plasmideos ISGpVAXI,
nTSApVAXI1 e PLCpVAXI, ¢é capaz de induzir uma resposta imune humoral. Esta
resposta € caracterizada pela produgdo de anticorpos IgG que se ligam especificamente

ao extrato total purificado de parasitas da forma sanguinea de 7. b. brucei.

O mecanismo que regula a indug¢do de imunidade apds a vacinacdo com DNA ¢

ainda pouco entendido. No entanto, parece haver uma sinergia da resposta imune
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causada por expressao do antigénio e motivos CpG componentes do DNA plasmidico.
Estes motivos CpG estdo normalmente associados com a inducdo de resposta imune de
células Thl (Dittmer e Olbrich, 2003; Klinman, 2004). Varios estudos tém enfatizado a
importancia do equilibrio entre as respostas Thl e Th2 na modulacdo da resposta imune
e controle da intensidade da doenga. Os mecanismos de resisténcia associada a TA nao
sdo claros e varios autores associam este processo a uma forte resposta imune Thl
(Hertz et al. 1998; Liu et al., 1999; Schopf et al., 1998; Uzonna et al., 1998). Com a
associacdo da resposta imune Thl a resisténcia a TA e a evidéncia que este tipo de
resposta ¢ predominante na imunidade induzida por vacinacdo génica, as vacinas de
DNA surgem como vantajosas no caso da TA, apoiando a hipotese de que a vacinagdo
com o DNA plasmidico, induz uma resposta imune Thl, podendo ser responséavel por
eventos de protecdo observada nos murganhos vacinados com nTSApVAXI infetados

com parasitas 7. brucei brucei (Silva et al., 2009).

O candidato antigénico ISG foi selecionado para o presente trabalho por estar
descrito como altamente imunogénico, especifico da fase sanguinea e expresso como
uma proteina de superficie nas formas sanguineas de 7. b. brucei (Ziegelbauer e
Overath, 1992; Ziegelbauer et al., 1992). Também ¢ capaz de induzir respostas
humorais, protecao parcial do sistema imune e ¢ capaz de induzir uma resposta Th1 em
animais imunizados e posteriormente infetados com 7. brucei brucei (Langa et al.,

2011).

O antigénio nTSA foi selecionado como candidato antigénico com base nos
resultados promissores obtidos com vacinas de DNA compostas com TSA de 7.
cruzi contra a doenga de Chagas (Costa et al. 1.998 e 1999; Pereira-Chioccola et ai.
1999; Aratjo et al. 2005; Hoft et al. 2007) e TSA de T. brucei brucei contra a TA
(Silva et al., 2009). No entanto os resultados preliminares obtidos ndo demonstraram
uma inducdo de resposta humoral de murganhos imunizados com o plasmideo
nTSApVAXI. Este resultado pode dever-se a varios fatores, podendo estar diretamente
relacionados com a vacinagdo génica, por exemplo, baixa imunogenicidade, distribui¢do
ndo uniforme de pDNA e degradacdo do plasmideo no espago extracelular por
endonucleases, levando a que apenas uma pequena quantidade do plasmideo

administrado entre nas células e consequentemente no nucleo destas, tendo como
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consequéncia uma baixa producdo de antigénios, resultando num menor estimulo a
resposta imunitéria (Silva et al., 2011).

O candidato antigénico PLC foi selecionado por estar expresso nas formas
sanguineas de 7. brucei, por contribuir para o processo de variagdo antigénica de 7.
brucei e consequentemente para o mecanismo de evasdo imune do mesmo (Carrington
et al., 1998; Hanrahan et al., 2009). Deste modo a importancia da enzima PLC na
variacdo antigénica, o contributo na passagem das formas sanguineas para as formas
prociclicas no vetor, assim como a sua localizagdo extracelular leva a crer que esta
enzima poderia ser um importante alvo para o desenvolvimento de estratégias no
controlo de TA.

Cruz Langa e colaboradores (2009) ao testarem uma imunizacdo com um
plasmideo com o gene da PLC constataram que a administra¢do deste conferiu 20% de
protecdo aos animais submetidos a uma dose infeciosa de 7. brucei brucei
(comunicacao pessoal).

No presente trabalho, a vacinagao génica com plasmideo ISGpVAX1 induziu a
produgdo de anticorpos contra o extrato total de 7. b. brucei, indicando uma possivel
produgdo de anticorpos contra a proteina ISG. Demonstrou-se ainda que a imunizagao
subcutanea com os plasmideos ISGpAX1 e PLCpVAXI1 ¢ capaz de induzir a produgao
de anticorpos IgG que se ligam especificamente ao extrato de proteina total de
parasitas 7. brucei brucei apresentado nos resultados da imuniza¢do de murganhos
CDI. Também se verificou a presenca de anticorpos anti-TSA em soros de animais
imunizados com o protdtipo nTSApVAXI através do reconhecimento imune com a

proteina recombinante nTSA.

Alguns estudos tém vindo a demonstrar que a TSA ¢é expressa apenas na
superficie das formas prociclicas de 7. brucei, contrariamente a TSA de 7. cruzi, que se
encontra expressa também nas fases do parasita em que este estd presente no hospedeiro
mamifero (Montagna et al. 2002, 2006). No entanto, nem as propriedades imunogénicas
nem a fun¢do da TSA sdo completamente conhecidas. O presente trabalho evidenciou a
presenga de TSA em cDNA de formas sanguineas do parasita (presentes no hospedeiro
mamifero), sugerindo que a expressdo da TSA pode ndo esta restrita a fase em que 7.
brucei se encontra no respetivo vetor de transmissdo (mosca tsé-ts¢). Sustentando esta

hipotese, Silva e colaboradores (2009) também sugeriram que a proteina TSA fosse
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expressa nas formas da corrente sanguinea de 7. brucei brucei, tal como ocorre com 7.
cruzi. Demonstraram ainda que os anticorpos que reconhecem nTSA estdo envolvidos
nesta resposta imunitaria protetora contra a infe¢do por 7. brucei brucei. Além disso,
sugeriram que uma provavel ativacdo da resposta imunitaria Thl pode estar envolvida
no fendmeno de imunoprote¢ao apresentado por nTSApVAXI, pelo que deve continuar
a estudar-se esta proteina como um alvo antigénico, nomeadamente na constru¢do de

vacinas de DNA.

Assim como no estudo de Silva e colaboradores (2009), os soros de murganhos
imunizados com os prototipos vacinais ISGpVAX1, nTSApVAX1 e PLCpVAXI no
presente trabalho reagiram imunologicamente em diferentes condigdes a proteinas totais

das formas sanguineas de 7. b. brucei.
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5. CONCLUSOES
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Os trés protdtipos vacinais utilizados neste estudo foram capazes de induzir
anticorpos da classe IgG reativos ao extrato proteico do Trypanosoma brucei brucei,
sugerindo entdo a expressao em formas sanguineas de Trypanosoma brucei brucei dos

antigénios ISG, nTSA e PLC.

Contrariamente ao que tem sido sugerido pela literatura até entdo, foi
demonstrado pela primeira vez neste estudo que o gene da frans-sialidase (TSA) esta

expresso na forma sanguinea de Trypanosoma brucei brucei;

As formas recombinantes das proteinas ISG e TSA foram expressas em
diferentes linhagens de E. coli, no entanto ndo foi possivel expressar a forma

recombinante da proteina PLC;

Como perspectivas futuras, o presente trabalho realga a importincia da
produgdo, purificagdo e caracterizagdo biologica dos alvos antigénicos ISG, TSA e PLC
como uma estratégia para o desenvolvimento de intervengdes biomédicas no controlo da

infeccdo com Trypanosoma brucei brucei.
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CEE LRLEELEEE L LR LR LEEL FELEELELL L
GTT-CTGGAGGCTGTTGAGAAAGCTGAGGCAACTGAAAAGGCTACAGAAAAGCAGGCAAR
AGATTCGAGAAAGGCATTTGAGGAAGCGGAGGAGGAGCGCGTCAAAGCCACCGAAGATGC
CELLEELEET LR L LR LR
AGATTCGAGAAAGGCATTTGAGGAAGCGGAGGAGGAGCGCGTCAAAGCCACCGAAGATGC
AGAGGCTGCAAAAGAGGAAAAGAAGGACGCTGAGGAATCTGAAGAGAAACTGAAGAAGGA
CELLELEEELEEEEEE LR L L L
AGAGGCTGCAAAAGAGGAAAAGAAGGACGCTGAGGAATCTGAAGAGAAACTGAAGAAGGA
TGTAGAAAAATTGGCGGAGGAATTGAAAGAGGAGTCGAAAGAAAGTGGTGAAGAGGACGA
CELEEEEEELEEL LR E LR E LT
TGTAGAAAAATTGGCGGAGGAATTGAAAGAGGAGTCGAAAGARAGTGGTGAAGAGGACGA
CGTAAATGCTGACCATGACGATGGGGGCAGCGAGGCCAAGAGTGGCTGGATTGGGACAAC
CELEEREEEEEELEEEEE LR EELEELEE L LR
CGTAAATGCTGACCATGATGATGAGGGCAGCGAGGCCAAGAGTGGCTGGATTGGGACAAC
GAAAGTGTTAATATTTTTAATTCCTTTGCTTTTGCTGTTGCTTGGGTTGCTTGTGTTCTT
CERLERLEE LR LR
GAAAGTGTTAATATTTTTAATTCCTTTGCTTTTGCTGTTGCTTGGGTTGCTTGTGTTCTT
TGTTATTAGGGGCCGTAGGAAGGCTGAGGTGAAGGATGATATAAACATAGAGGAAGGTGG
CELEELEEL EELEEE L L LR L
TGTTATTAGAGGCCGTAGGAAGGCTGAGGTGAAGGATGATATAAACATAGAGGAAGGTGG

TGCTAAAAGCAAAAATACGAAGACCGCAGCAGGTCTTGACAGTGATATT 1569
LELEEELELLEEEEE L L L EEE L EE L
TGCTAARAGCAAARATACGAAGACCGCAGCAGGTCTTGACAGTGATATT

803
880
863
820
923
761
982
702
1041
642
1100
582
1160
523
1220
463
1280
403
1340
343
1400
283
1460
223
1520
163
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[BJDownload v Graphics
Sequence ID: Icl|19137 Length: 691 Number of Matches: 1

Range 1: 179 to 689 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
924 bits(500) 0.0 508/511(99%) 3/511(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGGAGGAACTCCACCAACAAATGCACATGCCAATCTCGAGACTGCTATTGATTTTCACT 60
FECLELLERLEEL L e e e e e e b e e e b e e e bl
Sbjct 179 ATGGAGGAACTCCACCAACAAATGCACATGCCAATCTCGAGACTGCTATTGATTTTCACT 238
Query 61 GCAGTTTGTCACTGCTGCGCTCTGACTTCCAAGGCTGCGGGCAAGGGGACGACGCGTGAG 120
COELELEEELEEEEEEE L LR E LR LR E L LR EL L L L]
Sbjct 239 GCAGTTTGTCACTGCTGCGCTCTGACTTCCAAGGCTGCGGGCAAGGGGACGACGCGTGAG 298
Query 121 GCATTTCTGTCCGGCGGTTCGTGGGCTTTGAGAAAGAAGCTGAGCGAGAAGGATGGTGAA 180
CERLECLELTEELEEE LR E e L e L e e e e e bee el
Sbjct 299 GCATTTCTGTCCGGCGGTTCGTGGGCTTTGAGAAAGAAGCTGAGCGAGAAGGATGGTGAA 358
Query 181 GTGTGGTGGTGGCAGGATGGACCCAATTGGAAGGATAAGTATGATAAGGAATGGGAGAGA 240
CELECEEEEREEE R R P e e e e e e e e nrirl
Sbjct 359 GTGTGGTGGTGGCAGGATGGACCCAATTGGAAGGATAAGTATGATAAGGAATGGGAGAGA 418
Query 241 TGGTTCAAAGAAGAGAAAGGTCCCTGGGGAGGGTCTGAGAAGCGTAGCGAATGGTTCGCT 300
CELECEEEELEE LR e e e e e e e e e e b el
Sbjct 419 TGGTTCAAAGAAGAGAAAGGTCCCTGGGGAGGGTCTGAGAAGCGTAGCGAATGGTTCGCT 478
Query 301 CGAATGACAGGTGGGTACATAACGCTTGGCAAAACGAAGATACTTTCATCTGCTATTGAG 360
CEREELEERLEELEEEEE R e e e e e e b e b eee e el
Sbjct 479 CGAATGACAGGTGGGTACATAACGCTTGGCAAAACGAAGATACTTTCATCTGCTATTGAG 538
Query 361 GGTAGTGATAAGGTAGAGCGCACTGTGCATTCCTTTCGTATTCCTTCGTTTGTTGAGGTT 420
CELELEEEEREELER LR L e e e e L e e e e e
Sbjct 539 GGTAGTGATAAGGTAGAGCGCACTGTGCATTCCTTTCGTATTCCTTCGTTTGTTGAGGTT 598
Query 421 GATGGGGTGCTGATGGGTATTGGTGATGCCCGGTATCTTACCTCC~-ACGGATT~-ACTTCT 478
CELLELLELLEEEEEE LR e L e e e e e e bbb eer PeEeeer Fed
Sbjct 599 GATGGGGTGCTGATGGGTATTGGTGATGCCCGGTATCTTACCTCCCACGGATTTACTTCT 658
Query 479 T-CACCGACACCGTTGCTAAATACAGTGCGG
[ PRt
Sbjct 659 TTCACCGACACCGTTGCTAAATACAGTGCGG
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fs}Download v Graphics
Sequence ID: Icl|21839 Length: 689 Number of Matches: 1

Range 1: 108 to 689 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1051 bits(569) 0.0 578/582(99%) 1/582(0%) Plus/Minus
Query 838 GCTGGTAA~-CGGCGTTGTAACATTGAACGGTACAATATTGTTTCCGGTGCAGGCGAGGAA 896
COELELEL CEELEREL R R L LR L L L L P LT
Sbjct 689 GCTGGTAATCGGCGTTGTAACATTGAACGGTACAATATTGTTTCCGGTGCAGGCGAGGAA 630
Query 897 TGAAGACAATGCCGTTGTAAGCATGGTTATGTACTCTGTTGACGATGGTGTGAGTTGGCA 956
COELELEREEEELEREL R R LR LR LR LR LELELELL ]
Sbjct 629 TGAAGACAATGCCGTTGTAAGCATGGTTATGTACTCTGTTGACGATGGTATGAGTTGGCA 570
Query 957 TTTTGCCCGTGGTGAAACGGCGCTTCTCACATCGGAAGCTTCTCTTACTGAGTGGAATGG 1016
COLEEELELEEEREEE L LR LT
Sbjct 569 TTTTGCCCGTGGTGAAACGGCGCTTCTCACATCGGAAGCTTCTCTTACTGAGTGGAATGG 510
Query 1017 GAAACTGCTGATGAGCGCGCGGACAGACACTTCTGGCGTTAACGTAGAAGGTGGGTTCCG 1076
CEELELELEEEELEEECEL R L LR LR LEL]
Sbjct 509 GAAACTGCTGATGAGCGCGCGGACAGACACTTCTGGCGTTAACGTAGAAGGTGGGTTCCG 450
Query 1077 CAAGGTGTTGGAATCTAGCAACCTTGGGGCAACGTGGGAGGAATCACTCGGAACGATTTC 1136
CEELELELE FEREEEEEL LR L LR L LT
Sbijct 449 CAAGGTGTTCGAATCTAGCAACCTTGGGGCAACGTGGGAGGAATCACTCGGAACGATTTC 390
Query 1137 CCGCGTAATTGGGAACTCACCGGACCGTACGAAACCGTCTCCAACGGCCAACTATCCCGG 1196
COELELEEEEEEL R R LEEEEE LR L EL L L L L L L]
Sbjct 389 CCGCGTAATTGGGAACTCACCCGACCGTACGAAACCGTCTCCAACGGCCAACTATCCCGG 330
Query 1197 TAGTTCGGGGGCTCTTATTACTGTGACGCTTGGGGATGTGCCTGTGATGTTGATTACCCA 1256
CEELEUELEEEERERE R R PR R LR L LR L]
Sbjct 329 TAGTTCGGGGGCTCTTATTACTGTGACGCTTGGGGATGTGCCTGTGATGTTGATTACCCA 270
Query 1257 CCCGAAAAACACAAAGGGGGCATGGAGCCGGGACCGTCTACAGCTGTGGATGACAGATGG 1316
COEEEEREREEEE R ELEE R L L E LR L L EL T
Sbjct 269 CCCGAAAAACACAAAGGGGGCATGGAGCCGGGACCGTCTACAGCTGTGGATGACAGATGG 210
Query 1317 TAACCGTATGTGGCTTGTTGGCCAGATATCGGAGGGCGACGATAACAGCGCTTACAGTTC 1376
CEELELEEEEEELEREE L LR EEEEEEE L EL PR EL LT
Sbjct 209 TAACCGTATGTGGCTTGTTGGCCAGATATCGGAGGGCGACGATAACAGCGCTTACAGTTC 150
Query 1377 TTTGCTGTTGGCCCGTGATGGACTGCTTTATTGTCTGCACGA
COELELELEEEELEREL LR EEEL
Sbjct 149 TTTGCTGTTGGCCCGTGATGGACTGCTTTATTGTCTGCACGA
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