UNIVERSIDADE DE UBERABA

Programa de Mestrado em Sanidade e Producdo Animal nos Trépicos

PRODUCAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ANTICORPOS IGY ANTI-P21
RECOMBINANTE DE Trypanosoma cruzi

RAPHAELLA PAULA RIBEIRO

Uberaba, MG

Maio/2016



RAPHAELLA PAULA RIBEIRO

PRODUCAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ANTICORPOS IGY ANTI-P21
RECOMBINANTE DE Trypanosoma cruzi

Dissertacdo apresentada a banca de
avaliacdo do Programa de Pds-Graduacgédo
em Sanidade e Producdo Animal nos
Tropicos da Universidade de Uberaba como
requisito para obtencédo do titulo de mestre.

Orientador; Prof. Dr. Alvaro Ferreira Jinior

Uberaba, MG
Maio/2016



“E justo que custe muito
0 que muito vale.” Santa

Tereza de Jesus



AGRADECIMENTOS

Aos meus amados pais Hélio e Railda, minha irm& Nielly, pelo incentivo, pelos conselhos e
pela paciéncia, por terem acreditado em mim até hoje. Ao meu namorado Fernando pelo amor

e admiracdo. Aos amigos de fé que me fizeram permanecer firme em meu proposito.

Ao professor Dr. Alvaro Ferreira Junior que além da funcdo de orientador foi amigo e

conselheiro.

Aos alunos de iniciacdo Malu, José Eduardo, Elza e Mauricio, obrigada pela boa vontade e bom

trabalho de sempre.

Ao conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), a Coordenagéo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a Fundacdo de Amparo a
Pesquisado Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) por incentivar os cursos de pés graduacao no

Brasil, assim como pelo apoio financeiro e tecnoldgico para realizacdo desta pesquisa.

A Universidade de Uberaba e ao programa de Mestrado em Sanidade e Produgdo Animal nos

Tropicos pela oportunidade de realizar essa pesquisa.

A Universidade Federal de Uberlandia, & equipe do Laboratorio de Tripanossomatideos
coordenado pelo Professor Dr. Claudio Vieira Silva, pela fundamental colaboracdo para a
execucdo dessa pesquisa. Aos doutorandos Marlus Alves dos Santos, Thaise Lara e mestranda
Ana Flavia por toda paciéncia e ajuda nos experimentos.

Ao Laboratorio de Microbiologia da Universidade de Uberaba, fiz amigas nesse local de
trabalho.

Com toda certeza, alguns nomes ndo foram citados, porém isso ndo diminui minha imensa

gratiddo aqueles que se doaram para que esse trabalho fosse concluido.

O meu Deus sabe da minha eterna gratiddo a Ele. Sei que nada seria possivel se ndo fosse por

sua graca, misericordia e amor. Essa conquista foi presente dEle. Obrigada meu Deus.



Lista de Simbolos e Abreviaturas:
aa — Aminoacidos
Abs — Absorbancia
APS — Persulfato de Amonio
BCR — Receptor de Antigeno de célula B
BSA — bovine serum albumin/ soro albumina bovina
DB — Dot-Blot
CCC - Cardiopatia Chagasica Cronica
CDR — Complementarity Determining Region/Regido Determinante de Complementariedade
CD8 — cluster of differentiation 8/ agrupamento de diferenciagdo 8
DAB — 3,3’ Diaminobenzidina
DAPI — 4’ ,6-diamono-2-fenilindol
DC — Dominio Constante
DO — Densidade Optica
DT — Dot-Blot
CL — Dominio constante da cadeia Leve
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent Assay/Ensaio de Imunoadsorcéo Ligado a Enzima
E. coli — Escherichia coli
Fc — Fragmento Cristalizavel
FITC — Isotiocinato de Fluoresceina
Funasa — Fundacdo Nacional de Saude
HCI — Acido Cloridrico
Hist6 — Etiqueta de 6 histidinas

IA — Iindice de Avidez



IE — indice Elisa

IgA — Imunoglobulina A

IgE — Imunoglobulina E

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

IgY — Iminoglobulina Y

IFN-y — Interferon-gama

IL — Interleucina

IP — Imunizagdo Primaria

kDa — Kilodalton

kDNA — DNA do cinetoplasto

M — Molar

mg — Miligrama

MHC — Major Histocompatibility Complex/ Complexo de Histocompatibilidade Maior
mL — Mililitro

mm — milimetro

Mm — Milimolar

N — Normal

NaSos — Sulfato de sodio

nm — Nandmetro

°C — Graus Celsius

PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida
PBS — Phosphate Buffered Saline/ Tampao fosfato salino

PBS T - Phosphate Buffered Saline + tween 0,05%/ Tampéo fosfato salino+ tween 0,05%



PEG - Polietilenoglicol

pH — Pontencial Hidrogenidnico

Pl — Ponto Isoelétrico

P1 — Precipitado 1

P2 — Precipitado 2

PM — Peso Molecular

RIA — Radio Immuno Assay

RPM — Rotacao por Minuto

SDS — Dodecil Sulfato de Sodio

SFM — Sistema Fagocitico Mononuclear
S1 — Sobrenadante 1

S2 — Sobrenadante 2

TA — Temperatura Ambiente

TCR — Receptor de antigeno da célula T
TGF-p — Transforming Growth Factor/ fator Crescimento Transformador
T. cruzi — Trypanosoma Cruzi

TMB — Tetrametilbenzidino

VL — Dominio variavel da cadeia Leve
VP — Dominio variavel da cadeia Pesada
WB — Western Blot

ug - Micrograma

uL — Microlitro



Lista de Figuras

Figura 1 Ciclo EVOIULIVO O T. CrUZI.....c.ciieiiieieiie ittt 16
Figura 2 Estrutura das formas do T. CrUZI.......c.ccviieiieriiie et se e 17
Figura 3 Desenho Experimental da producao de proteinas recombinantes...........c.ccoccoevnene. 23
Figura 4 EStruturas de IgY € IgG......eo ittt 24
Figura 5 Transferéncia de imunoglobulina sérica para ovo durante a OVOgénese...................... 31

Figura 6 Desenho Experimental da metodologia de producdo, extracdo e caracterizacdo do

ANTICOIPO ANTI-P2LE ..ottt nb et 32
Figura 7 Layout da Execugdo do gel de SDS-PAGE...........cccooiiiiiiiiiiiinece e v 36
Figura 8 Layout da execucdo dos ensaios de Dot-BIOt. ..........ccccccevveviiieiicii e, 40
Figura 9 Extracdo de anticorpos IgY da gema d0 OVO .........cccccveveerieiieieecic e 45

Figura 10 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% das fragdes obtidas durante

extracdo de anticorpos 1gY da gema O OVO..........ccoveieieierienienie e 46
Figura 11 Reconhecimento de anticorpos IgY na P2 através do Dot Blot..............cccccevvvenenne. 47
Figura 12 Reconhecimento da Proteina recombinante P21 em ensaio de Dot Blot ................ 48
Figura 13 Reconhecimento da Proteina nativa P21 em ensaio de Dot BIot.............c.ccccevrnenees 47
Figura 14 Reconhecimento da Proteina nativa P21 em ensaio de Dot BIOt............cccccceeunees 47

Figura 15 Cinética de producdo de anticorpos IgY anti-P21r da primeira a sexta semana de
LU T4 Tox: Lo OSSPSR 50
Figura 16 Reatividade residual de imunocomplexos em pools semanais do grupo imunizado
tratados COM UFEIA BM.......cc.oiuiiiieieee ettt et be et e re e eneens 51
Figura 17 indice de avidez de anticorpos IgYanti-P21r em galinhas imunizadas com adjuvantes
completo e iINCOMPIeto de FIeUND ........ccvoouiiiiecce e 52
Figura 18 Titulacdo de anticorpos IgY anti-P21r de soro e gema de galinhas do grupo
0T 0T T4 Vo o TSRS 53
Figura 19 Sensibilidade dos anticorpos IgY anti-P21r...........ccceiiieiieiiieiie e 54
Figura 20 Imunofluorescéncia para detecgdo de P21 nativa de T. cruzi em tecidos formolizados

utilizando anticorpos 1gY policlonais anti-P2Lr ..........ccoviiiiiiiiiieeee e 55



Sumario

1 REVISAO 08 LITEIAIUIEA .....eviiiiiiiiiciieiee ettt b et nne s 13
1.1 TrYPANOSOMA CEUZE 1.vveuvverveireeieeseesieesteaseesteesseeseessaesseassesseeseansesssesseassesseessesseesseessesnsessenssens 13
I R [ o To T = T (ot = Y <o [ o OSSPSR 14
1.1.2 IMPOItANCIA VELEITNANIA. ... .ccveeieiiieiie et eie sttt e et sre e te e be e sreestesneesreenee s 14
I B @3 Tod (o o [V T - PSPPSR 14
1.1.4 Formas evolutivas e vias de infecGao do hOSPEUEIN0............ccovrerirericiieie e 15
Y AT (1] (=10 Tod T LRSS 16
1.1.6 Principais Celulas NOSPEAEITAS ...........civiiiiiiiieieie e 17
1.2 Proteinas reCOMDINANTES ..........uiiiiiieieieie ettt st b ereas 18
1.2.1 Tecnologia de DNA reCOMDINANTE ..........ccviieieeie et 18
1.2.2 P21 reCOMDINGANTE ......oviitiiiiiiieiieie ettt bbbt e et sbesbennenreas 19
1.1 IMUNOGIODUIINA Y oot sre e 19
1.2 Purificagdo e caracterizagdo de antiCorpos IgY .......ccooeririiinininenieiese e 23
1.3 APHCAGOES ...ttt e bbbt 25
2 ODJELIVOS ...ttt bbbt 27
2.1 ODJEIIVO GIAI ...ttt b bbb 27
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ...veivveitieiecie ittt ettt et te e e es 27
S JUSTITICALIVA . ...ttt ettt b et e et et et sbenbeebeebeareenes 28
4 MLErTal € IMBIOUOS ... ..ottt ettt ettt st st e eneenes 30
Ot N o1 (01T o TSP 31
A2 AAVES et Rt b e bt e At e he et e e bt et e e naee e be e teeanae e 32
o B 11410 0T 4 Tov: (o TSSO T PSPPSR 32
OO0 [ = W (030 1Y 0L SRS 33
4.5  COlEta TE SANQUE ..ottt bbbttt bbb 33
4.6  Extracdo de anticorpos IgY da gema dO OVO........ccceoveririiieniiininieiee s 33
I = [ (0] 0] (1] TSSOSO 34
4.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) indireto. ..........ccccooeviieiiiii v 36
4.8.1 CINELICA € AVIARZ......eiveieiiteitieieeieie ettt ettt ettt e e et nteebenreeneanes 36
4.8.2 Titulagdo dos anticorpos 1gY anti-P2Lr........coeiieiiiieiieee e 37
4.8.3 SENSIDIIAAAE. .......eoivieieie ettt nre e aeenee e 37
R I T | = [ ) S PSTR 38
4.9.1 Reconhecimento de anticorpos 1gY N0 P2 14%0 ..o 38

4.9.2 Reconhecimento da proteina antigénica recombinante P21 por IgY anti-P21r contidos no
P2 LAY e ieeeeie ettt ettt Rttt R et e Rt e nRe e teeneeaRe e teaneenreeeeeneenreenre s 39



4.9.3 Reconhecimento da proteina antigénica Nativa P21 por IgY anti-P21r contidos no P2 14%

.................................................................................................................................................. 39
4.9.4 Reconhecimento da proteina antigénica Nativa P21 por IgY contidos no soro de galinhas
1T a T2 o USSR P PP PP 40
4.9.5  IMUNOTIUOIESCENCIA. ......eiiiiiie ettt nee e 40
5 ANALISE ESLALISTICA ....vvevveieerieieiieiie sttt ettt srenreeneenes 42
B RESUITAUOS. ... oottt ettt et et e b e be e s e sre e beeneeereebeeneenreees 43
6.1 Anticorpos IgY foram extraidos da gema dos ovos por meio de procedimentos de facil
BXECUGED. ...ttt ese ettt ekttt ekt s et e e bbbtk h b e e Rt e s e b e R bbb R R £ R e R e e et b bbb 43
6.2 O tratamento da gema de ovos com &gua acidificada e Na>SOs resulta em uma fracao
enriquecida (P2 14%) em proteinas com peso molecular aparente de 180 kDa....................... 43
6.3 Anticorpos IgY estdo presentes Na fragao P2 14%.........ccccccveveieeieiie s 44
6.4 Apds a imunizacdo com P21r as galinhas transferiram, do sangue para a gema dos ovos,
anticorpos IgY contra as formas recombinante e nativa da proteina P21. ..........cc.cccccovevveenne. 45
6.5 Altos niveis de anticorpos IgY anti-P21r foram detectados na gema do ovo seis semanas
apPOS @ IMUNIZAGAD PIIMATTA .....veiveeieeieiteesie ettt et e e re e b e ereesteeteeneesaeeneenee e 47
6.6 Anticorpos IgY anti-P21r, mantiveram reatividade contra P21r ap6s tratamento com uréia
3] USSR PP 48
6.7 Anticorpos IgY anti-P21r sérico e das gemas de ovos alcancaram alta titulagéo .............. 50
6.8 Anticorpos IgY anti-P21r sérico e das gemas de ovos alcancaram alta sensibilidade........ 50
6.9 Anticorpos IgY anti-P21r reconheceram a forma nativa da P21 de T. cruzi em cortes
histol0gicos de teCIAO CArdIACO. .......coueiiiieiieesiee e 51
S0 U1 T SRS SS 53
ST 00 0] UL SO 57
O ] (=] =1 [0 T SRS 58

10 ANEXO A — Aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal ..............c.......... 66



Resumo

A doenca de Chagas € um problema de satde pablica no Brasil e na América Latina. Estima-se
que existam entre oito a dez milhdes de humanos infectados na América Latina, com 14.000
mortes por ano. O Brasil apresenta 2,3 milhdes de infectados e 6.000 mortes anuais. Uma
proteina de 21 kDa (P21), expressa por todas as fases evolutivas de T. cruzi, atua como fator de
viruléncia participando nos processos de invasdo da célula hospedeira. A P21 recombinante
(P21r) foi previamente sintetizada e as fungdes bioldgicas de sua forma nativa estdo sendo
esclarecidas através da P21 recombinante. Anticorpos IgY especificos, extraidos da gema do
ovo de galinhas imunizadas, sdo ferramentas para estudos com protozoarios. A producdo de
anticorpos IgY anti-P21r de T. cruzi é inédita e promissora para estudos com este patdgeno. O
objetivo desse estudo foi investigar a imunogenicidade da proteina P21r de T. cruzi por meio
da producdo e caracterizacdo de anticorpos IgY policlonais especificos. Foram extraidos
anticorpos IgY totais, livres de da maioria das proteinas da gema do ovo. Os anticorpos IgY
séricos e da gema do ovo reconheceram P21r e P21 nativa. Os anticorpos IgY foram detectados
na gema a partir da segunda semana apos a imunizacao primaria (1.P.). O pico de deteccéo foi
verificado na sexta semana pos |.P. Os anticorpos IgY anti-P21r apresentaram maturacdo
precoce da avidez contra a proteina recombinante. O titulo dos anticorpos IgY séricos foi
1:25.600 e dos anticorpos extraidos da gema foi 1:12.800. Os anticorpos IgY séricos e da gema,
na diluicdo 1:300, detectaram P21r até a concentracdo de 10°ug/mL e 10-5ug/mL,
respectivamente. A proteina P21 nativa foi detectada pelos anticorpos IgY anti-P21r, em cortes
histoldgicos de tecido cardiaco de camundongos. Conclui-se que a P21r recombinante de T.
cruzi é imunogénica e antigénica quando utilizada para producdo de anticorpos IgY em modelo
Gallus gallus domesticus. Os anticorpos IgY anti-P21r sdo ferramentas bioldgicas promissoras

para deteccdo da forma nativa da proteina P21 de Trypanosoma cruzi.



Abstract

Chagas Disease is a public health problem in Brazil and Latin America. It is estimated that there
are between eight and ten million humans infected in Latin America and 14,000 deaths per year.
Brazil has 2.3 million infected and 6,000 deaths annually. A 21 kDa protein (P21) expressed by
all developmental T. cruzi stages, acts as virulence factor participating in the invasion processes
of the host cell. The recombinant P21 ( P21r ) was previously synthesized and how biological
functions of YOUR natively being clarified through the recombinant P21 . Specific egg yolk
IgY antibodies, obtained from immunized chickens, are promising tools for studies with
protozoa. The production of IgY antibodies anti-P21r of T. cruzi is innovative for studies with
this parasites. So, am of this study was to investigate the immunogenicity of T. cruzi protein
P21r by production and characterization of egg yolk anti-P21r IgY polyclonal antibodies and
verify whether these specific IgY are able to detect the native form of P21 protein. Total egg
yolk IgY antibodies were extracted without unwanted egg yolk proteins and lipoproteins. Serum
and egg yolk 1gY antibodies recognized both P21r and native P21 protein. The egg yolk 1gY
antibodies were detected at second week post primary immunization (p.p.i.). Peak of anti-P21r
IgY antibodies was observed at sixth week p.p.i. Anti-P21r IgY antibodies revealed a
precocious avidity maturation against T. cruzi recombinant protein. Titration for serum anti-
P21r 1gY revealed a title of 1:25600 and for egg yolk 1gY a title of 1:12,800. Anti-P21r serum
or egg yolk IgY antibodies, both diluted at 1:300, recognized P21r protein at final concentration
of 10°ug/ml and 10-°ug/mL, respectively. The native form of P21 protein was detected in heart
histological sections from experimental infected mice by incubation with anti-P21r IgY
antibodies. In conclusion, P21 recombinant protein from T. cruzi parasite was immunogenic
and antigenic for IgY antibodies production by Gallus gallus model. In this context, anti-P21r
IgY egg yolk antibodies are promising tools for detection of the native form of the P21 protein

and studies with Trypanosoma cruzi.
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1 Reviséo de Literatura
1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é um flagelado da familia Trypanosomatidae, que parasita
mamiferos e tem como hospedeiros invertebrados numerosos espécies de hemipteros
hematofagos da familia Reduviidae (REY, 2008). Os vetores se alimentam durante a noite,
momento em que eles simultaneamente liberam T. cruzi em suas fezes infectando a pele do
hospedeiro vertebrado. Parasitas entram no corpo através de feridas na pele ou através de
membranas mucosas. Outras vias menos comuns de transmissao incluem a transmisséo
congénita, a ingestdo de alimentos ou bebidas contaminadas e transfusdo de sangue, tecido ou
orgados contaminados (BERN et al., 2011).

A migracéo de pessoas infectadas com o T. cruzi ou apresentando a doenga de Chagas
em suas formas clinicas variadas, provindas de paises endémicos para paises ndo endémicos,
ocasionou a globalizacdo da doenca de Chagas (COURA et al., 2014).

O T. cruzi possui uma mitocéndria grande e Unica contendo um cinetoplasto localizado
na base do flagelo. O DNA do cinetoplasto (KDNA) é organizado em uma rede de circulos
ligados entre si. O nucleo do parasito é fibrilar e tem posi¢do central, ficando o cinetoplasto a
ele anterior, segundo o seu estagio evolutivo. O unico flagelo emerge do corpo basal, adjacente
a capa mitocondrial do cinetoplasto, sendo constituido por nove pares de microtibulos
periféricos longitudinais e um central, que é envolvido por uma bainha que é uma extensdo
tubular da prépria membrana celular. O corpo de T. cruzi é envolvido pela membrana
citoplasmatica (8 a 10 nm de espessura), sob a qual situa-se o sistema de microtibulos
(CIMERMAN; CIMERMAN, 2002).
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1.1.1 Importancia médica

A doenca de Chagas, é um dos principais problemas de satude de publica no Brasil e na
Ameérica Latina. Estima-se que existam entre oito a dez milhdes de humanos infectados na
América Latina, com 14.000 mortes por ano (MARTINS-MELO et al., 2014).

Doenca de Chagas é uma importante causa de cardiomiopatia na América Latina, entre
10% a 30% de todos os individuos infectados irdo adquirir cardiopatia chagéasica cronica
(CCC). O tratamento com benzonidazol apresenta bons resultados apenas quando iniciado na
fase aguda ou 0 mais breve possivel apds a infeccdo. O tratamento em casos cronicos da doenca
ndo tem efeito positivo (PRATA, 2001).

1.1.2 Importancia veterinaria

A doenca de Chagas afeta clinicamente animais domésticos, como o0s cées, gatos e
suinos (BEZERRA et al., 2014), que apresentam miocardite quando jovens e cardiomiopatia
dilatada em idade avancada. Incialmente esses animais sdo tidos como reservatérios da doenca,
juntamente com animais silvestres como tatu e o gamba (MONTEIRO, 2011). As galinhas tém
sido consideradas como fonte de alimento para os Triatomineos (BEZERRA et al., 2014).

1.1.3 Ciclo de vida

T. cruzi possui um ciclo complexo e possui diferentes formas evolutivas. Seus
hospedeiros vertebrados incluem o homem e mamiferos pertencentes a sete ordens diferentes
como gambas, morcegos, roedores, tamanduas e macacos e 0 seu inseto vetor é o triatomineo,
popularmente conhecido como “Barbeiro” como Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Panstrongylus megistus (CIMERMAN, CIMERMAN, 2002). Ha multiplicacdo das formas
epimastigostas no intestino posterior do inseto (Figura 1). Na ampola retal (intestino posterior)
do triatomineo, as formas epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metaciclicos que
sdo eliminados nas fezes. Ao penetrar no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
metaciclicos invadem as células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) onde, sob a forma
amastigota, voltam a multiplicar-se. Ocorre entdo a passagem para 0 sangue COmo
tripomastigotas, e disseminam-se pelo organismo. O ciclo fecha quando o vertebrado infectado
é parasitado por outro triatomineo e as formas tripomastigotas chegam ao intestino do inseto
(REY, 2008).
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Figura 1 - Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi. O Triatomineo realiza a ingestdo de sangue
contendo tripomastigotas. No intestino médio do inseto, as formas evolutivas ingeridas
transformam-se em epimastigotas. J& no intestino posterior, evoluem para amastigotas
multiplicando-se (A). Na ampola retal do triatominio (B), os parasitas transformam-se em
tripomastigotas metaciclicos que sdo eliminados nas fezes (C); ao penetrar no hospedeiro
vertebrado, as tripomastigotas invadem macréfagos (D) onde sob a forma de amastigota, voltam
a multiplicar-se. As formas amastigotas passam para o0 sangue como tripomastigotas (E), e
disseminam-se pelo organismo, atacando musculos e outros tecidos (F). O ciclo se completa
guando o paciente € sugado por outro triatominio (G) e as formas tripomastigotas chegam ao
intestino do inseto (REY, 2008).

1.1.4 Formas evolutivas e vias de infec¢do do hospedeiro

Existem trés formas evolutivas principais (Figura 2). Tripomastigotas: membrana
ondulante, tamanho, fusiformes e alongados, com o cinetoplasto situado posteriormente ao
nucleo e numa posi¢édo terminal ou subterminal no corpo celular, emergindo flagelo da chamada
bolsa flagelar, proximamente ao cinetoplasto. Tem grande mobilidade e ocorrem na corrente
sanguinea do vertebrado e nas por¢Ges mais distais do tubo digestivo do vetor, ndo dispondo da
capacidade replicativa (CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

A forma amastigota é encontrada dentro da célula parasitada; € ovoide e mede 4 um no

maior diametro. Esta forma ndo possui flagelo ou membrana ondulante, seu ndcleo é ovoide e
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compacto. O cinetoplasto da amastigota tem aspecto de disco convexo-concavo proximo ao
ndcleo. Sua multiplicacéo ocorre por divisdo binaria simples, o ciclo intracelular dura cerca de
5-6 dias e produz cerca de nove geracOes de parasitas. Epimastigotas sdo formas alongadas, em
que o flagelo se origina a frente e proximamente ao nucleo e emerge na extremidade anterior
do parasito, sdo muito méveis (NEVES, 2005). Ao nivel do estbmago do vetor ocorrem outras
formas esféricas do parasito, capazes de replicacdo e com pequeno flagelo livre que circula

bordeja o corpo celular, os esferomastigotas (NEVES, 2005).
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Figura 2: Ultra estrutura das formas tripomastigota, amastigota e epimastigota de T.
cruzi (desenho esquematico). A: Epimastigota: B - blefaroplasto; F - flagelo; G - aparelho de
Golgi; K - cinetoplasto; M - Mitocéndria; Mt - microtubulos; N - nucleo; RE - reticulo
endoplasmatico; V - vactolo. B: Amastigota As letras tem a mesma significacdo que na figura
A l:Inclusdo citoplasmatica; C: Tripomastigota As letras tem a mesma significacdo da figura

A. F’, corte transversal do flagelo; Mo, membrana ondulante (REY,2008).

1.1.5 Viruléncia

A capacidade de infectar e multiplicar no hospedeiro é reconhecida como a viruléncia
de um patogeno. Normalmente as populacGes de T. cruzi tem caracteristica clonal. T. cruzi a
viruléncia depende da linhagem do parasito, assim como das condi¢des que prevalecem entre
uma determinada cepa do flagelado e o hospedeiro vertebrado em causa. A fonte de infeccdo
pode ser uma das razdes da diversidade do comportamento do parasito (REY, 2008).

A proteina de 21 kDa (P21) de T. cruzi participa no fendmeno de invasdo da celula
hospedeira, na qual provoca modificagdes no citoesqueleto por meio de ligagdo a um receptor
para quimiocinas, chamado CXCR4, presente na superficie celular, sendo considerada um fator
de viruléncia do T. cruzi (RODRIGUES, 2012).



17

Foi verificado que a P21 é uma proteina expressa em formas epimastigotas,
tripomastigotas metaciclicos e amastigotas extracelulares de T. cruzi, cuja forma recombinante
(P21r) adere a superficie de um tipo de celulas imortais de linhagem celular humana, as células
HeLa de forma dose dependente (SILVA et al., 2009). Devido a ampla diversidade genética
existente em entre as espécies de T. cruzi, foi feita a sua divisdo em cepas. Foi observado que
anticorpos policlonais desenvolvidos contra P21 recombinante inibem a invaséo celular pela
cepa G de T. cruzi, mas ndo pela cepa CL. A proteina P21 participa dos processos de invasao
celular e no incremento da fagocitose (RODRIGUES et al., 2012).

1.1.6 Principais células hospedeiras

Na regido do tegumento onde se deu a penetracdo, 0s tripomastigotas sdo fagocitados
por macrofagos e transformam-se em amastigotas, iniciando-se a fase de multiplicacdo
intracelular. De cada amastigota formam-se por divisdo binéria, dezenas de elementos filhos
que, ao fim de 4 a 6 dias, readquirem a forma tripomastigota e, depois de lisar a célula
hospedeira, ganham espacos intersticiais (REY, 2008). Quando ocorre esta ruptura, formas de
tripomastigotas caem na corrente sanguinea ou invadem células vizinhas, para novo ciclo;
formas amastigotas que ndo podem se diferenciar mais, sucumbem e degeneram, fato este da
maior importancia na génese e dinamica do processo inflamatério local (CIMERMAN,
CIMERMAN, 2002).

Em cultivos in vitro macréfagos fagocitam tanto os epimastigotas como 0s
tripomastigotas. Ambas as formas sdo vistas inicialmente, no interior de vactolos digestivos
(fagossomos), mas tem um destino diferente. Os epimastigotas sdo digeridos, enquanto 0s
tripomastigotas escapam do vactolo e se instalam no citoplasma do macrofago, onde se
transformam em amastigotas. Todos os tipos de células cultivadas de mamiferos sdo passiveis
de invasdo por T. cruzi, porém apenas as formas tripomastigotas podem penetrar em elementos
que ndo desenvolvam grande atividade fagocitaria (REY,2008).

O mecanismo de interiorizacdo corresponde a um processo de fagocitose induzida, de
gue participam tanto o parasito como a célula hospedeira, sendo precedida pela aderéncia de
tripomastigotas a membrana do macrdfago ou de outras células (RE, 2008). A concentracéo de
Ca? tem sido também considerada um fator importante na penetracdo do parasita na célula
hospedeira e facilita a chegada dos lisossomas para as proximidades do parasita chegando

mesmo a fazer parte da membrana do vacuolo fagocitario. No espaco intracelular as formas
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epimastigotas sdo destruidas dentro do vacuolo fagocitario e os tripomastigotas sobrevivem
resistindo as agBes das enzimas lisossémicas se desenvolvendo livremente no citoplasma da

célula, onde se transformam em amastigotas (NEVES, 2005).

1.2 Proteinas recombinantes

1.2.1 Tecnologia de DNA recombinante

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a producéo de proteinas diferentes em
grande quantidade. O sistema de expressdo adequado depende da proteina a ser produzida. O
entendimento dos trés processos principais que a célula utiliza para que a informacéo genética
seja expressa, replicacdo, transcricdo e tradugdo é indispensavel para a producdo de proteinas
recombinantes. Em Gltima analise, a mensagem genética presente no DNA pode ser decifrada
e expressa na forma de proteina. Utilizando deste conhecimento, dos controles da expressao
génica e das preferéncias de cdons em Escherichia coli, proteinas de interesse biotecnoldgico
podem ser produzidas em grande escala (MIYAMOTO, 2011).

O processo de transformacdo, isto €, a introducdo de um DNA exd6geno em uma célula
hospedeira, foi incialmente desenvolvido em células bacterianas, entre elas as Gram negativas
(JUNQUEIRA DE AZEVEDO et al., 2003). Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa
que foi escolhida para a producéo de proteinas recombinantes por ser uma bactéria de estrutura
conhecida e com dominio de seu genoma 0 que permite a insercdo de genes exdgenos de
interesse. Na natureza, os processos de recombina¢do génica que envolvem a troca de material
entre bactérias sdo classificados em trés tipos: conjugacdo, transducdo e transformacdo. Na
conjugacdao o material genético é transferido pelo contato célula a célula por meio de pilus
sexual. A transducdo envolve a participacao de virus bacteriéfagos, transportadores de DNA
bacteriano, na transferéncia no material genético. A transformacao é o mais simples, pois requer
apenas DNA livre no meio de cultura JUNQUEIRA DE AZEVEDO et al., 2003).

Na transformacdo busca-se a introducdo do DNA (plasmideo) dentro da célula
hospedeira. Uma vez no interior da célula o plasmideo, que possui uma origem de replicagdo
autdbnoma, isto &, a capacidade de se replicar independentemente da replicagdo do cromossomo
bacteriano, produzira inumeras copias idénticas dentro da célula hospedeira transformada
(JUNQUEIRA DE AZEVEDO et al., 2003). O sistema pET foi desenvolvido para a clonagem
e a expressao de proteinas recombinantes em E. coli. O produto desejado pode compor mais de

50% do total das proteinas celulares em poucas horas de inducdo. O vetor pET-28 a-c (+) carreia



19

uma sequéncia assim arranjada: uma etiqueta de aminodcidos histidina (His-tag) na
extremidade N-terminal seguida de um sitio de clivagem para trombina. Ha uma sequéncia
codificadora para resisténcia a antibidticos, por exemplo, kanamicina e outra induzivel para
producdo de proteinas que degradam lactose chamada operon lac. As bactérias transformadas
sdo selecionadas por meio da adicdo do antibidtico para o qual s&o resistentes. A indugdo de
producdo da proteina recombinante é feita por meio da adicdo de um indutor do operon lac. A
extracao das proteinas recombinantes envolve uma etapa de purificacdo em coluna de resina de
niquel com afinidade para as etiquetas de histidina. Apds a purificacéo a etiqueta de histidina e
removida por meio de tratamento com trombina. Os resultados de ensaios de invaséo e
fagocitose podem demonstrar se a proteina recombinante possui propriedades biolégicas
semelhantes a forma nativa (MIYAMOTO, 2011).

1.2.2 P21 recombinante

A sequéncia gendmica de T. cruzi que codifica a molécula de P21 (GenBank
XM _812182) foi clonada em fusdo com etiqueta de histidinas (His-tag) utilizando o vetor pET-
28a (Novagen) para a producdo de P21 recombinante (SILVA et al., 2009). A P21 € uma
proteina ubiqua entre as formas evolutivas de T. cruzi, com peso molecular de 21 kDa e que é
secretada para o meio extracelular. Observaces sugerem que em condi¢des de estresse o
parasito aumente a producéo de P21. A forma recombinante da P21 (peso molecular de 18 kDa),
em semelhanca a forma nativa, incrementa a invasdo por tripomastigotas e amastigotas de T.
cruzi em células HeLa de maneira dose dependente. Além disso, P21 recombinante aumenta a

fagocitose de particulas realizada por macrofagos inflamatorios (SILVA et al., 2009).

1.1 Imunoglobulina Y

Klemperer, ha mais de um seculo, fez a primeira descricdo da presenca de anticorpos na
gema do ovo de galinha. Durante a foliculogénese esses anticorpos sao transferidos do sangue
da galinha para a gema do ovo, com o propoésito de imunizar, de forma passiva, o descendente.
Essa descoberta permaneceu esquecida até a década de 80, quando a comunidade cientifica
iniciou a busca por métodos e processos alternativos para a produgdo de anticorpos, 0s quais
atendessem o0s principios de bem-estar animal, em que os animais séo livres de dor, doengas,
desconforto, podem expressar seu comportamento natural e ndo passam por fome ou sede
(ANIMAL WELFARE INSTITUTE, 2003).
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Nesse contexto, a possiblidade de extrair anticorpos da gema do ovo elimina a sangria
para a obtencdo de anticorpos (SCHADE, 2005).

A eficiéncia de uma resposta imunoldgica depende de varios aspectos, entre eles, a
imunogenicidade e antigenicidade do antigeno, do repertdrio para o reconhecimento de
antigenos e da estimulagdo de memoria no animal imunizado (ABBAS, 2008). As células da
imunidade adaptativa sdo os linfécitos T e B, as quais estdo presentes em galinhas e mamiferos,
reconhecem os antigenos por meio de seus receptores TCR (inglés, T cell receptor) e BCR
(inglés, B cell receptor), respectivamente (TIZARD, 2009).

O timo é o 6rgdo linféide primario no qual ocorre a maturacdo dos linfocitos timo-
dependentes (linfocitos T) (OLAH; VALVERDE, 2008). As atividades de linfocitos T de
galinha sdo semelhantes as dos mamiferos (DAVISON et al., 2008). Ha duas populacbes de
linfécitos T: (i) citotdxicos e (ii) auxiliares. Para o reconhecimento do antigeno, os TCRs se
ligam a sequéncias peptidicas lineares, produzidas a partir do processamento antigénico de
proteinas imunogénicas, ligadas as moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(inglés, Major Hystocompatibility Complex, 0 MHC) de classe 1 ou de classe 2.

Os linfocitos T citotdxicos executam suas fungdes efetoras na eliminacdo de patdgenos
intracelulares (por exemplo, os virus e células tumorais) por meio do reconhecimento
simultaneo do MHC de classe 1, via receptor CD8 (inglés, cluster of differentiation 8), e do
epitopo apresentado, via TCR. Em funcéo desse arranjo molecular para reconhecimento do
complexo MHC classe 1/epitopo, esse linfécito também é conhecido com T CD8. Além do
CD8 associado ao TCR, também h& uma molécula transdutora de sinais denominada CD3 a
qual esta presente em todas as popula¢des de linfécitos T.

Os linfacitos T auxiliares (inglés, T helper) coordenam a resposta imune adaptativa por
meio da secrecdo de citocinas, as quais estdo agrupadas em perfis de acordo com o efeito
biolégico produzido. Em semelhanca ao linfocito T CD8, o linfocito T auxiliar detecta
simultaneamente 0 MHC, porém o de classe 2, via receptor CD4 e o0 epitopo, via TCR. Nesse
contexto, o linfocito T auxiliar também é conhecido como T CD4. O perfil Thl (inglés, T helper
1) é associado com a polarizacdo da resposta imunoldgica para reagdes pro-inflamatorias. A
expressao aumentada das citocinas Interferon-gama (IFN-vy) e Interleucina-2 (I1L-2) caracteriza
o perfil Thl. O perfil Th2 é antagbnico a Thl. As citocinas IL-4 e IL-5 resultam em uma
polarizacdo anti-inflamatoria da resposta imunologica, a qual tenta equilibrar os efeitos pro-
inflamatdrias de Thl. O perfil T regulatorio (Treg) esta associado a tolerancia imunoldgica

observada, por exemplo, na mucosa do trato digestério. Esse Gltimo perfil é caracterizado pela
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producdo de TGF-B (inglés, Transforming Growth Factor — Beta) e IL-10 (ABBAS, 2008;
TIZARD, 2009).

Nas aves a bursa de Fabricius ¢ o 6rgdo linfoide responsavel pela maturacdo dos
linfécitos B (Bursa-dependentes), enquanto que nos mamiferos a maturacdo dos linfécitos B
acontece na medula déssea vermelha (inglés bone-marrow) e, em alguns casos, nas placas de
Peyer (TIZARD, 2009; DAVISON et al., 2008). Os linfocitos B sdo os precursores dos
plasmdcitos, os quais sdo os produtores de anticorpos. Cada linfocito B possui de 200.000 a
500.000 BCRs na superficie da membrana citoplasmatica. Virtualmente, o repertério de BCR,
gerado em uma galinha, permite o reconhecimento de qualquer antigeno na natureza seja ele
proteina, carboidrato, lipideo ou &cido nucléico. Nas galinhas sdo descritas trés classes de
imunoglobulinas (1g): IgM, IgA e IgY, de acordo com a cadeia pesada que forma estas
moléculas (TIZARD, 2009).

O anticorpo IgY é o de maior concentracdo sérica (6mg/mL a 13mg/mL), seu peso
molecular é de aproximadamente 180 kDa e seu ponto isoelétrico esta entre o [pH] 5,7 e 7,6
(PANTOJA, 2000). Os anticorpos IgY sao transferidos para a gema do ovo durante a
ovogeénese, por meio de receptores especificos localizados na membrana vitelinica, como forma
de imunizacdo passiva para o descendente (KOWALCZYK et al., 1985; WEST; HERR,;
BJORKMAN, 2004; SCHADE, 2005; GHARAIBEH, 2008). A transferéncia de anticorpos IgY
do sangue para a gema segue ciclos circadiano, infradiano e ultradiano (HE et al., 2014).

O anticorpo IgY ¢é passado para a gema através de receptores especificos em grandes
quantidades (Figura 4), a proporcdo de IgY na gema é comparavel a presente na linfa (de 6 a
13mg/ml). O rendimento de anticorpos IgY especificos é calculado entre 1% e 10% do total de
anticorpos IgY encontrados na gema (PAULY et al., 2009). O rendimento utilizando soro de
coelho é quatro vezes menor (HATTA et al., 1993; XU et al., 2011) A passagem transovariana
leva aproximadamente 5 dias. Se o tempo de passagem para dentro da gema é levado em
consideracdo, o curso de titulacdo depois da imunizagdo pode ser detectado diretamente na
gema. Os anticorpos de alta especificidade podem ser isolados em grandes quantidades a partir
da gema de ovo sem resquicios indesejados de moléculas de IgM ou IgA, ja que estes estdo
presentes apenas na clara do ovo (CALANDER, 2002).

A estrutura do anticorpo IgY é composta de duas cadeias leves (inglés light chain)
idénticas (~35 kDa) e duas cadeias pesadas (~55 kDa, inglés heavy chain) Upsilon (letra grega
Y) também idénticas. As cadeias leves sdo formadas por um dominio variavel na extremidade
amino-terminal e um dominio constante na extremidade carboxi-terminal. No dominio variavel

estdo localizadas trés regides hipervariaveis denominadas “Regides Determinantes de
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Complementaridade” (inglés Complementarity Determining Region, CDR). De maneira
semelhante a cadeia pesada Y também apresenta um dominio variavel amino-terminal com trés
CDRs. Diferente da cadeia leve ha quatro dominios constantes na cadeia pesada, numerados de
um a quatro no sentido amino-terminal para carboxi-terminal (Figura 3).

Considerado um ancestral dos anticorpos IgG e IgE dos mamiferos, o anticorpo IgY est&
envolvido com a opsonizacdo de patdgenos, ativacdo do complemento aviario e reacOes
alérgicas nas galinhas (SCHADE et al.,1996; PAULY et al., 2011). H4 uma hipdtese de que
durante a evolucdo dos genes que codificam os anticorpos, pode ter ocorrido a duplicacdo do
gene da IgY dando origem ao IgG e ao IgE (TAYLOR et al., 2008). Os anticorpos IgA e IgM
de galinhas se assemelham aos IgA e IgM de mamiferos, no peso molecular (PM), na estrutura
e a mobilidade eletroforética (CALANDER, 2002). Uma caracteristica importante dos
anticorpos 1gG é a regido de dobradica, rica em residuos do aminoacido prolina, localizada
entre os dominios constantes um (DC1) e DC2 da cadeia pesada (TIZARD, 2009). A regido de
dobradica nos anticorpos IgY é menos desenvolvida o que acarreta uma menor mobilidade da
estrutura do anticorpo (SHIMIZU et al., 1992).
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Figura 3: Estruturas de IgY e IgG. IgY e 1gG possuem duas cadeias leves e duas cadeias
pesadas. O anticorpo IgY possui em sua cadeia pesada um dominio variavel (VP) e quatro
dominios constantes, em sua cadeia leve um dominio variavel (VL) e um dominio constante
(CL). O anticorpo IgG possui em sua cadeia pesada um dominio variavel (\VVP) e trés dominios
constantes, em sua cadeia leve um dominio varidvel (VL) e um dominio constante (CL), a

flexibilidade da molécula é proporcionada pela regido da dobradica.
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A geracdo da diversidade no repertorio de anticorpos, nos mamiferos, acontece por meio
de rearranjo génico, no qual os genes que codificam a os dominios variaveis da cadeia leve e
da cadeia pesada sdo aleatoriamente rearranjados. Ocorre também a hipermutacao somatica que
consiste na inser¢cdo randémica de nucleotideos no segmento génico que ja passou pelo
rearranjo (TIZARD, 2009). Nas galinhas, o nimero de genes que codificam anticorpos é
reduzido, por outro lado ha um namero significativo de sequéncias ndo codificadoras
(pseudogenes) as quais sdo utilizadas para complementar o rearranjo dos genes dos anticorpos

IgY, por meio da permutacdo de blocos de nucleotideos (DAVISON et al., 2008).

igY ({y)

Oviario

Oviduto

IQA 1Y) =
IgM (Y) =&

> |“/N
L oM S Clara

lg¥Y
vy » J7— Gema

Figura 4: Transferéncia de imunoglobulinas séricas para o ovo durante a ovogénese
(KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). Imunoglobulinas A e M ficam armazenadas na clara do

ovo, e imunoglobulinas Y na gema do ovo.

1.2 Purificacao e caracterizagao de anticorpos IgY

Os métodos para purificacdo dos anticorpos IgY da gema do ovo, removem
contaminantes, devem conservar as fungdes dos anticorpos extraidos, ser um protocolo de baixo
custo e ndo exige equipamentos sofisticados para sua conducdo (FERREIRA JUNIOR et al.,
2012). A escolha de um método é influenciada pela escala de purificagao, impacto sobre 0 meio
ambiente e minimizar as quantidades de residuos (SCHADE et al., 2005). Em geral, os métodos
podem ser divididos em trés grupos principais: (i) precipitacdo por meio de ajuste do ponto
isoelétrico, por exemplo, pela adigdo de &cido cloridrico (HCI); (ii) precipitacdo por meio

remocao da camada de solvatacao (salting out), por exemplo, pela adi¢do de sulfato de sodio
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(Na2SO4) e (iii) cromatografia por exclusdo de peso molecular, troca idnica ou afinidade
(SCHADE, 2005). Apos a purificagdo, os anticorpos IgY sdo caracterizados quanto sua
especificidade, sensibilidade, avidez e titulacdo. Diferentes testes podem ser empregados para
a caracterizacdo de um anticorpo especifico, entre eles 0 enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), Western Blot, Dot-blot e imuno-histoquimica (HALDER et al., 2002).

O teste ELISA é um ensaio enzimatico, com um resultado colorimétrico e pode ser
realizado nas seguintes etapas: (i) sensibilizacdo da microplaca de poliestireno, por meio de
incubacdo do antigeno de interesse, diluido em tampé&o carbonato pH 9,6, em contato com o
poliestireno (normalmente, apos sensibilizagdo com o antigeno, é realizada uma incubagdo com
agentes blogueadores, por exemplo, albumina sérica bovina, para eliminar os sitios
remanescente para ligacdo de protéinas); (ii) formacdo dos imunocomplexos, por meio da
incubacdo dos anticorpos IgY (anticorpo primario) com o antigeno imobilizado no poliestireno;
(iii) deteccdo dos imunocomplexos, por meio de incubagdo de anticorpo anti-lgY (anticorpo
secundério, uma IgG de mamifero), marcado com uma enzima (comumente a peroxidase); (iv)
revelacdo, por meio da adicdo do substrato da enzima (peréxido de hidrogénio [H202]) e um
cromogeno (por exemplo, 3,3°,5,5’- Tetrametilbenzidino [TMB], leitura 450 nm; sal diamonio
2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) [ABTS], leitura 405 nm ou o-
fenilenediamino [OPD], leitura 450 nm) (v) parada da revelagdo, por meio da adi¢cdo de um
acido forte (acido sulfarico [H2SO4 2N) para desnaturacdo da enzima e (vi) leitura dos
resultados em espectrofotbmetro em comprimento de onda compativel com o resultado
colorimétrico apds a parada.

Em comum, as técnicas de Western blot (WB) e Dot-blot (DB) sao desenvolvidas sobre
membranas de nitrocelulose, utilizam anticorpos secundarios anti-lgY marcados com
peroxidase e sdo reveladas na presenga de H>Oz e 3,3’ Diaminobenzidino (DAB, produz um
precipitado insoluvel de cor marrom). Na execucdo do WB, os antigenos em solucdo agquosa
sdo separados por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). As proteinas de maior
peso molecular (PM) tém uma migracdo mais lenta do que as de menor PM no PAGE. Em
seguida, os antigenos sao eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose, incubados com
anticorpos primarios (IgY epecifico) e depois com anticorpos secundarios anti-lgY/peroxidase.
A adicdo de DAB revela a presenca dos imunocomplexos por meio da formagdo de um
precipitado marrom insoltvel. O teste DB n&o utiliza antigenos separados em PAGE. A solucdo
de antigenos é dispensada diretamente sobre a membrana de nitrocelulose, em seguidas sao
seguidos 0s mesmos passos do WB. No DB é possivel uma avaliacdo geral da especificidade

dos anticorpos IgY, sem que se possa discriminar os alvos antigénicos.
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Na imuno-histoquimica, cortes histoldgicos de tecidos preservados em formalina ou
congelados sdo testados contra anticorpos IgY especificos. Os sitios antigénicos acessiveis sdo
reconhecidos pelos anticorpos primarios e o0s imunocomplexos sdo formados. Os
imunocomplexos podem ser detectados com anticorpos secundarios marcados com enzimas
(por exemplo, peroxidase) e revelacdo com DAB ou fluoréforos (por exemplo, fluoresceina).
A leitura dos resultados € realizada em microscopia Optica ou epifluorescéncia,

respectivamente.

1.3 Aplicagdes

Entre as aplicacBes dos anticorpos IgY estd 0 uso em imunoensaios para mensurar a
concentracdo de proteinas ou peptideos através de teste ELISA e WB (SCHADE, 2005). Os
anticorpos IgY sdo utilizados em imuno-histoquimica para a detecgdo de antigenos de origem
viral, bacteriana, origem vegetal ou animal, e também para avaliar a incidéncia de parasitas
intestinais em animais domésticos e a contaminacdo dos alimentos com toxinas ou drogas
(SCHADE, 2005).

O anticorpo IgY pode ser utilizado tanto em medicina veterinaria quanto na medicina
humana. Na América do Sul, por exemplo, hd um grande interesse no desenvolvimento de pé-
de-ovo contendo anticorpos como aditivo e substitutos do leite. Tais formulacdes sdo
necessarios para proteger as criancgas de infecgdes intestinais fatais, especialmente em paises
pobres (SCHADE, 2005).

Os anticorpos IgY estdo sendo cada vez mais utilizados na terapia ou profilaxia de
doencas do trato gastrointestinal. Considerado um alimento funcional, em sua forma liofilizada,
0 anticorpo IgY tem efeito protetor frente a infeccdes virais do trato gastroinstestinal (HORIE
et al., 2004). Os anticorpos IgY administrados por via oral podem reduzir a colonizacdo de
Pseudomonas aeruginosa em pacientes com fibrose cistica no pancreas e até diminui o tempo
de infeccdo crénica. A utilizacdo profilatica de IgY ameniza a necessidade de tratamento com
antibidtico, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de resisténcia de organismos a
antibioticos (CALANDER, 2002). Foram produzidos anticorpos anti-Tg HSP70, uma proteina
considerada um fator de viruléncia do Toxoplasma gondii, que é expresso durante a conversao
de fases do parasito. O anti-Tg HSP70 foi usado para detectar a proteina, o anticorpo especifico
e 0s niveis de imunocomplexos (BARENCO et al., 2014). O anticorpo IgY foi empregado na
identificacdo de novos biomarcadores para diagnostico de doenca de Chagas. ldentificando
proteinas nativas do parasito em pacientes chagasicos (WEN, 2016).
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Anticorpos IgY monoclonais e policlonais foram utilizados na padronizagédo de trés
diferentes formatos de ELISA de captura de antigéno para a deteccdo direta de leptospiras em
sangue humano durante a fase aguda da doenca (VASCONCELOS et al., 2009).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar a imunogenicidade da proteina P21 recombinante (P21r) de T. cruzi em
ensaios de producdo, purificacdo e caracterizacdo de anticorpos IgY utlizando o modelo Gallus

gallus dosmeticus (galinha doméstica).
2.2 Objetivos Especificos

1. Imunizar galinhas domésticas com a P21r de T. cruzi;

2. Purificar anticorpos IgY anti-P21r da gema do ovo de galinhas imunizadas;

3. Caracterizar os anticorpos IgY anti-P21r quanto a: (i) cinética de soroconversao, (ii)
especificidade, (iii) sensibilidade, (iv) maturacdo de avidez e (v) titulacéo.

4. Aplicar os anticorpos IgY anti-P21r em ensaio de imuno-histoquimica para deteccao de

infeccdo experimental por T. cruzi.
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3 Justificativa

A doenga de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, sendo considerada
um problema de saude publica em todo o mundo. Sdo estimadas cerca de 16 milhdes a 18
milhdes de pessoas infectados pelo T. cruzi e 80 milhdes sob risco de infecgdo. Estima-se oito
a dez milhdes de pessoas infectadas por T. cruzi na América Latina (MARTINS-MELO et al.,
2014; WHO, 2015). Estima-se que 20.000 mortes ocorrem anualmente nos paises endémicos
incluindo Canada, Espanha, Japédo e Australia devido a complicacdes de Cardiopatia Chagasica
Crobnica (CCC) (CARVALHO, 2009). No Brasil, na Regido Sudeste esta concentrada o maior
namero de 6bitos por Doenca de Chagas, com o registro 11.577 mortes no periodo de 1996-
1999 e tendéncia de aumento no numero de internacdes (FUNASA, 2010).

A Doenca de Chagas em sua fase cronica demanda tratamento e acompanhamento por
tempo prolongado e indeterminado (FUNASA, 2010). O custo do tratamento para a doenca de
Chagas continua a ser substancial. No Brasil, Regido Sudeste, os gastos com Doenca de Chagas
subiram de R$ 568.000,00 no ano de 1996 para mais de R$ 1.000.000,00 no ano de 2000. Nesse
mesmo periodo, os gastos da FUNASA para controlar a Doenca de Chagas foram de quase R$
60 milhdes e para o controle da Dengue e da Febre Amarela foram mais de R$ 450 milhdes
(FUNASA, 2010).

Os Estados Unidos da América é considerado uma area ndo endémica, entretanto
publicacdes recentes tém sugerido que a doenca de Chagas estd emergindo como uma
preocupacdo de satde publica (CANTEY, 2012). Embora a transmissdo vetorial da doenca de
Chagas seja possivel, existem outras formas de transmissao, tais como a ingestdo de formas
infectantes de T. cruzi em alimentos contaminados (DOMINGUES et al., 2015). Além disso,
caes domésticos, animais silvestres e humanos vindos de areas endémicas, sdo hospedeiros de
T. cruzi (ESCH; PETERSEN, 2013).

A invasdo da célula hospedeira por T. cruzi € um evento crucial e complexo, necessario
para o estabelecimento da infeccdo, que envolve um ligante expresso pelo patdégeno e um
receptor presente na célula hospedeira (BATHIA; GARG, 2008). Inicialmente € necessaria a
adesdo das tripomastigotas as células hospedeiras por meio de diferentes moléculas de adeséo,
tais como glicoproteinas e proteases (DE SOUZA, 2002). Nesse contexto, foi isolada,
caracterizada e sequenciada uma proteina com 21 kDa (P21) de T. cruzi que é expressa por

todas as formas evolutivas do parasita e participa na invasao da celula hospedeira por meio de
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interagdo com o receptor para quimiocinas CXCR4 (SILVA et al., 2009). P21 também exerce
func&o inibitdria sobre a resposta imune do hospedeiro (RODRIGUES et al., 2012).

Os anticorpos sericos predominantes nas galinhas sdo da classe IgY, os quais séo
transmitidos passivamente para a gema do ovo com a finalidade de proteger o pintinho contra
infeccOes, até que a sua propria resposta imune seja desenvolvida (TIZARD, 2009; KOVACS-
NOLAN, 2012). Uma galinha pode produzir mais de 22,59 a 40g de IgY por ano, dos quais 2
a 10% sdo anticorpos especificos (HATTA et al., 1993; XU et al., 2011). O titulo elevado e
duradouro de anticorpos IgY na gema do ovo de galinhas imunizadas aumenta o tempo de
utilizacdo das galinhas (LARSSON, 1998). Os anticorpos IgY aviarios sdo anadlogos aos
anticorpos IgG mamiferos (DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008). Os anticorpos IgY
apresentam maturacdo de avidez precoce em comparacdo com os mamiferos (WOOLLEY,
1995).

Os anticorpos IgY (i) ndo interagem com receptores para fragmento Fc; (ii) fixam as
proteinas do sistema complemento de mamiferos e (iii) ndo sofrem interferéncia do fator
reumatoide. Nesse contexto, os anticorpos IgY evitam a ocorréncia de resultados falso-positivos
durante a execucdo de imunoensaios (CARLANDER, 2000). A purificacdo dos anticorpos IgY
além de remover contaminantes e conservar as fungdes dos anticorpos extraidos, demonstra ser
um protocolo de baixo custo e que ndo exige equipamento sofisticados para sua conducao
(FERREIRA JUNIOR, et al., 2012).

O desenvolvimento de anticorpos IgY anti-P21 recombinante de T. cruzi é inédito e
promissor para a utilizacdo destes bioldgicos em estudos do parasito e no tratamento da Doenca

de Chagas.
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4 Material e Métodos

A producdo e caracterizacdo de anticorpos IgY anti-P21 recombinante de T. cruzi
incluiu eventos de imunizacdo de galinhas, coleta e armazenamento de gema, extracdo dos
anticorpos IgY, caracterizacdo por meio de diferentes metodologias e deteccdo da proteina P21

na forma nativa. Os procedimentos executados estdo sumarizados na Figura 5.

P2ir | E— | Galinhas | EE— | CClcta desoro e ovos
* Separacio clara e gema
Imunizacdes
Adjuvantes de Freund
Extraciio de anticorpos da gema
Agua acidificada (pH 5,0 - 5,2)
Saiting-out Na,80, 19% e 14%
Didlise
@ Dot-blot Caracterizacio - Imunefluerescéncia
(soro e gema) — Anticorpos IgY totais {gema)

Tecide cardiaco
infectado

+ Ig¥ Enzyme-tinked immunosorbent assay
(ELISA)
- P2Ir
* P21nativa [soro e gema]
* Sorcconversio
» Titulaciio
Especificidade

Sensibilidade
Avidez

Figura 5: Desenho experimental da metodologia de producéo, extracdo e caracterizacao
do anticorpo anti-P21r. As galinhas foram imunizadas com a P21r, seus ovos foram coletados,
identificados e armazenados a 4°C. Depois da gema ser isolada, os anticorpos nela contidos
foram extraidos por deslipidizacdo com agua acidificada e precipitacdo com sulfato de sodio
seguida de dialise. Os anticorpos foram caracterizados por testes de ELISA para avaliar
soroconversdo, titulacdo, especificidade, sensibilidade e avidez e Dot-blot e

imunofluorescéncia para reconhecimento da P21 nativa e P21r.
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4.1 Antigeno

A sintese e purificacdo da proteina P21 recombinante foi executada no Laboratério de
Tripanossomatideos da Universidade Federal de Uberlandia, conforme descrito por SILVA et
al., (2009). A sequéncia da proteina P21 de T. cruzi esta depositada no GenBank sob nimero
de deposito EU0044210.1 (SILVA et al., 2009). O desenho esquemaético da clonagem da
proteina recombinante esta descrito na Figura 6. Bactérias Escherichia coli foram
transformadas com o DNA da proteina P21 de T. cruzi. A forma recombinante da P21 recebeu
uma etiqueta com seis residuos do aminodcido histidina (His6) seguido de sitio de clivagem
para trombina. A P21r foi recuperada por cromatografia em coluna de niquel.

O fragmento de DNA a
Isololamentoe Escolha do vetor clonar ¢ mtroduzidono
prepagéio do DNA, apropriado (E.coli) vetor, formando—se 0
DNA recombinante
R N PR
. d _—
B
Poct
ReplicagiodoDNA e
paraa sintese protéica;
*Selecdo e identificagio de
células que mncorporam o DNA
) _ N -~ N
recombinante; { (
+ Verificacdo da expressdo da - H ) . )
P21r 7 7
* Remogéo e purificagéio das —
P21r. ( \)
) /7
—

Figura 6: A clonagem da P21 recombinante (P21r). Apés o isolamento do gene responsavel
pela produgédo da proteina P21, o vetor apropriado foi escolhido, a bactéria E. coli. O fragmento
de DNA foi introduzido no vetor, formando-se o DNA recombinante. Ocorreu entdo a

replicacdo do DNA recombinate e a sintese da P21 recombinante.

As bactérias E. coli BL21 foram transformadas utilizando como vetor para 0 DNA de
T. cruzi o plasmideo pET 28%(+) segundo descricdo de SILVA et al., (2009).
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4.2 Aves

Foram utilizadas seis galinhas poedeiras da linhagem Hy-Sex brancas, com idade de 25
semanas. As galinhas foram separadas aleatoriamente em dois grupos, o grupo controle e o
grupo imunizado com P21r. As aves foram alojadas individualmente em gaiolas de metal
medindo 80x 60x 45cm (Comprimento x Largura x Altura). A alimentacéo, racdo comercial
para galinhas poedeiras, e agua foram fornecidas ad libitum. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade de Uberaba —
Protocolo 003/2014.

4.3 Imunizagéo

As galinahs foram imunizadas com P21r emulsionada com adjuvantes de Freund
(Tabela 1). Realizaram-se trés imunizac6es, com intervalo de 14 dias entre cada uma delas. Na
imunizacdo primaria foi utilizado o adjuvante completo de Freund e nas duas imunizacgdes
secundarias o andjuvante incompleto de Freund. O adjuvante completo de Freund foi ultilizado
apenas na primeira imunizacao porque sua férmula inclui além da solugéo oleosa, micobactérias
mortas ou fragmentos de sua parede celular, o que causa uma reacdo inflamatéria severa,
podendo ocasionar destrui¢do de tecidos. O adjuvante incompleto de Freund possui apenas a
emulsdo oleosa, portanto sua resposta inflamatoria € menos intensa se comparada ao adjuvante
completo de Freund. O volume total de inoculo emulsionado foi de 500 uL, sendo 250 uL da
solucdo de antigeno e 250 uL de adjuvante de Freund. O grupo controle recebeu PBS (pH 7,2
0,01M) ao invés de solucdo de antigenos, sendo que o volume administrado e o intervalo entre
as imunizac6es foi 0 mesmo descrito para P21r. A inoculacdo foi realizada no musculo peitoral,
lateral a quilha e distribuida em quatro pontos diferentes da musculatura.
O desenho experimental descrevendo os protocolos de imunizacdo priméria e dos

boosters (segunda e terceira imunizacdo) esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Esquema de imunizagdes em galinhas Hy-Sex com P21 recombinante (P21r) de T.
cruzi utilizando protocolo de adjuvantes de Freund.

o Imunizagdes
Animals — — _
Primaria Secundaria (2x) Observagoes

Galinh 100 pg de P21r em 100 pg de P21rem 250  Intervalo de 14 dias entre

alinhas
Hy-S 250 uL de PBS (pH uL de PBS (pH 7,2) + as imunizacdes. Via

y-o€x .

7,2) + 250 pL de ACF 250 pL de AIF intramuscular (1.M.)

ACF: adjuvante completo de Freund AlF: adjuvante incompleto de Freund.

4.4 Coleta dos ovos

Os ovos foram coletados diariamente, identificados com data da coleta e nidmero da

galinha e armazenados a 4°C.

4.5 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram colhidas seguindo o0 seguinte esquema: uma amostra
anterior a imunizacao primaria e em seguida, com intervalos de sete dias, até a oitava semana
pés-imunizacdo priméaria. Em cada coleta foram puncionados 500ul de sangue por ave para
acompanhamento da soroconversdo. A coleta do sangue foi feita por meio de puncéo da veia
ulnar utlizando agulha (12,7 x 0,3 mm), realizando antissepsia prévia com alcool 70%. A
amostra de sangue foi centrifugada para obtencdo do soro na velocidade de 3000 RPM por 15
minutos, temperatura ambiente. O soro foi acondicionado em microtubos plasticos,

devidamente identificados e armazenado a -20°C.

4.6 Extracdo de anticorpos IgY da gema do ovo

A extracdo dos anticorpos da gema foi feita de acordo com AKITA; NAKAI (1992).
Apos a higienizagdo da casca do ovo com alcool 70, foi feita a separacdo da clara e gema. A
separacao foi feita por meio de abertura no polo mais afilado da casca do ovo (2 cm de diametro)
e, em seguida, vertendo a clara e reservando a gema. A gema foi depositada sobre papel filtro
e lavada com PBS (pH 7,2, 0,01M). Em seguida, a membrana vitelinica foi rompida e o

contetdo vertido em tubos cénicos de 15mL, devidamente identificados e congelados a -20°C.
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As gemas foram mantidas congeladas até o inicio do processo de purificacdo quando todos 0s
0vos até a oitava semana foram coletados.

As gemas foram descongeladas a 4°C e homogeneizadas em agua destilada, na
proporcdo 1:10, sob agitacdo constante e em temperatura ambiente. O pH da mistura foi
ajustado para a faixa de 5,0 a 5,2, pelo gotejamento de uma solugéo de acido Cloridrico 1 N. A
mistura acidificada foi armazenada overnigth a -20°C. Em seguida, a mistura foi descongelada
a 4°C, o pH foi ajustado para 7,2 pela adi¢do de PBS 10x concentrado, e centrifugada a 12000
RPM, 25 minutos a 4 2C. O sobrenadante (S1), chamado de fracdo soluvel em agua, foi
reservado e o precipitado (P1) foi armazenado para SDS-PAGE eletroforese.

Posteriormente, o sulfato de sodio foi adicionado ao S1, em duas concentracdes
diferentes, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente. Primeiro na concentracéo final de
19% (p/v), a mistura foi agitada durante uma hora a temperatura ambiente. Em seguida foi
centrifugada a 12000 RPM, 25 minutos a 4°C. O precipitado obtido (P2) foi ressuspendido em
PBS 1X (pH 7,2; 0,01 M) e o sobrenadante 2 (S2) foi armazenado para testes posteriores.
Ocorreu a segunda adicdo de sulfato de sodio, dessa vez em concentracao de 14%, mantida a
agitacdo lenta e constante por uma hora em temperatura ambiente, em seguida ocorreu o
processo de centrifugagédo a 12.000 RPM, 25 minutos a 4°C. O precipitado obtido (P2 14%) foi
reservado e o sobrenadante (S3) foi armazenado para testes posteriores. O P2 14% foi
solubilizado em PBS (pH 7,2; 0,01M) e dialisado contra PBS (pH 7,2; 0.01M) durante 72 horas,

a 4°C, com duas trocas diarias de tampao.

4.7 Eletroforese

Para avaliar a qualidade da purificacdo utilizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) com dodecil sulfato de sddio (SDS). Aliquotas contendo 5ulL das fragcdes obtidas
durante a purificacdo (gema; S1; P1; S2; P2 19%; P2 14%e P2 14% tratado com 2-

mercaptoetanol) (Figura 7).
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Figura 7: Layout da execucéo do gel de SDS PAGE. Etapas para execugdo de SDS-PAGE,
apos preparo do gel de separacdo na concentracao de 12% e gel de empilhamento de 8%. As
amostras de gema pura, P1, S1, S2, P2 19%, P2 14% e P2 14% + 2ME foram adicionadas ao
tampdo de amostra na proporc¢do de 1:1. Apos corrida a 100V o gel foi corado com Comassie

Brillant Blue por quatro horas e em seguinha descorado por 4 horas com solucéo descorante.

Aliquotas contendo 5ul de amostras, foram vertidas em gel de empilhamento 8%
(tampédo Tris-HCI 0,125M [pH 6,8]; Dodecil-sulfato de sédio [SDS] 0,1%, ETDA 2mM;
acrilamida/bisacrilamida [29:1] 5%; Tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125%; persulfato de
amonio [APS] 0,125%) e de separacdo a 12% (tampdo Tris-HCI 0,375M [pH 8,8]; Dodecil-
sulfato de sodio [SDS] 0,1%, ETDA 2mM; acrilamida/bisacrilamida [29:1];
Tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125%; persulfato de amdnio [APS] 0,125%). Para a
mensuracdo do peso molecular foi utilizado o marcador de peso molecular (10-250 Kda, All
Blue, Bio- Rad, Estados Unidos). Foi aplicada corrente de 100V/gel. De acordo com o layout
da eletroforese (Figura 7), no primeiro pogo foram dispensados 5ul do padrdo de peso
molecular, no segundo poco 5ul de gema dissolvida em &gua destilada 1:10, na sequéncia P1,
S1, S2, P2 19%, P2 14% e P2 14% tratado com 2-Mercaptoetanol, todas as amostras foram
homogeneizadas em tampéo 2X concentrado de amostra na proporg¢éo de 1:1, (Loading buffer)
100mM pH 6,8; SDS 2,0%; Azul de bromofenol 0,1%; Glicerol 10%; dithiotreitol 100 mM. As
bandas proteicas foram visualizadas por meio da coloracdo com Comassie blue R-250 a 0,1%

(Bio-rad) por duas horas, sob agitacéo lenta, em temperatura ambiente, seguida de descoloragédo
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em solucdo descorante (etanol 30%, &cido acético 10% e agua destilada 60%) sob agitacéo

lenta, oito horas em temperatura ambiente.

4.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) indireto.

4.8.1 Cinética e avidez

O teste ELISA indireto foi executado conforme descrito por FERREIRA JUNIOR et al.,
(2012). Para se obter a maior relacéo sinal/ruido todos os reagentes forma titulados em bloco.
As placas de poliestireno (Enterprise, Masterblock) foram sensibilizadas com uma solugéo de
P21r na concentracdo final de 1 pg/mL diluida em tampdo carbonato 0,06M (pH 9,6),
“overnight” a 4°C. Entre cada etapa, a placa foi lavada 5X com uma solucdo de Tween 20 na
concentracdo de 0,05% diluido em tampao PBS (pH 7,2, 0,01M) [PBS-T 0,05%].

Os sitios remanescentes para ligacdo de proteinas foram blogueados por meio de
incubacdo com uma solucdo de albumina sérica bovina (phosphate buffered sline with BSA,
pH 7,4, Sigma-Aldrich) 1% diluida em PBS-T 0,05% (PBS-T-BSA 1%) durante uma hora a
37°C. Os anticorpos IgY, diluidos na propor¢do 1:300 em PBS-T-BSA 1%, foram incubados
por uma hora a 37°C. Os anticorpos de coelho anti-lgY, marcados com peroxidase (Sigma-
Aldrich), foram diluidos na propor¢édo 1:30.000 em PBS-T-BSA 1% e incubados por uma hora
a 37°C. A revelacdo foi realizada por meio da adi¢do de 50 uL de peroxido de hidrogénio e
TMB (Substrate Reagent Set BD OptEIA™, 555214), abrigado da luz e a temperatura
ambiente. A reacdo foi interrompida apds 15 minutos pela adi¢do de 50 uL de acido sulfdrico
2N (Synthec). A densidade 6ptica (DO) foi lida no comprimento de onda de 630 nm (Mindray,
MR-96%). Amostras de IgY irrelevante foram utilizadas como controles negativos.

A avaliacdo da DO das amostras foi realizada por meio do célculo do indice ELISA
(IE), utilizando a seguinte formula: DO amostra/cut-off, onde o cut-off representa a média da
DO de trés controles negativos acrescida de dois desvios padrédo. Valores de IE iguais ou
superiores a 1,0 foram considerados positivos (FERREIRA JUNIOR et al., 2012).

Para avaliar a atividade residual dos anticorpos IgY, metade dos pogos na microplaca
foram tratados com uma solucdo de uréia 6M, a uréia desgasta a ligacéo do paratopo e epitopo,
permanecem ligados apenas 0s anticorpos mais especificos (Sigma-Aldrich) e metade tratadas
com PBS (pH 7,2, 0,01M), por cinco minutos a temperatura ambiente e, em seguida, lavadas

cinco vezes com PBS-T 0,05%. A avidez dos anticorpos IgY foi avaliada por meio do calculo
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do indice de avidez (IA), para cada amostra de IgY anti-P21r, da seguinte forma: determinacéo
da razéo entre a absorbancia (Abs) obtida nos anticorpos tratados com ureia e dos mesmos
anticorpos ndo tratados com ureia, sendo o resultado expresso na forma de porcentagem
(FERREIRA JUNIOR et al., 2012).

4.8.2 Titulacéo dos anticorpos IgY anti-P21r

A titulacdo dos anticorpos IgY anti-P21r foi realizada por meio de teste ELISA indireto.
Foi utilizado um pool de gemas correspondentes a sexta semana pds-imunizagdo primaria pois
apresentaram a maior DO na cinética de soroconversdo. As microplacas de poliestireno
(ENTERPRISE, Masterblock) foram sensibilizadas com P21r na concentracao final de 1 pg/mL
em tampdo carbonato (pH 9,6; 0,06M), “overnight”, 4°C.

Os sitios remanescentes para ligacdo de proteinas foram bloqueados com PBS-T-BSA
1%. Os anticorpos IgY anti-P21r foram submetidos, a diluicdo seriada na razdo dois, em PBS-
T-M 1% a partir da propor¢do 1:100 até 1:25.600. Os procedimentos de lavagens com PBS-T
0,05%, revelacdo, parada e leitura foram realizados conforme descri¢do para o teste ELISA
indireto. Foram consideradas positivas as diluicbes de anticorpos IgY anti-P21r que
apresentaram IE > 1,0. O titulo para o pool de anticorpos IgY anti-P21r foi determinado por

meio da obtencdo da reciproca para a maior diluicdo positiva dos anticorpos IgY anti- P21r.

4.8.3 Sensibilidade

Para determinar a capacidade de detec¢do dos anticorpos IgY anti-P21r, microplacas de
poliestireno (ENTREPRISE, Masterblock) foram sensibilizadas com diluigbes decimais
seriadas de P21r, comecando em 1mg/mL até 10%mg/mL “overnight”. Entre cada etapa do
imunoensaio (sensibilizacdo, bloqueio, anticorpo primario, anticorpo secundario), a placa foi
lavada cinco vezes com PBS-T 0,05%. Para blogueio dos sitios inespecificos foi utilizado PBS
T. BSA 1% por 60 minutos a 37°C. O anticorpo primario anti-P21r na propor¢do de 1:300
diluido em PBS-T-BSA 1% a placa incubou por 60 minutos a 37°C. Os anticorpos anti-lgY de
coelho marcados com peroxidade (Sigma-Aldrich) foram incubados na dilui¢do 1:30.000 em
PBS-BSA 1%/1 hora a 37°C. As etapas de revelacdo, parada e leitura foram realizadas
conforme a descricdo apresentada no item teste ELISA indireto.
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4.9 Dot-Blot

O ensaio de Dot-Blot foi realizado conforme (OMIDIAN, 2014) com adaptagdes. Foram
realizados quatro procedimentos de Dot-Blot, conforme o layout na figura 8. Membranas de

nitrocelulose, cut-off de 0,45 um (BioRad), preparadas em cortes com quatro lados iguais de 2

cm foram utilizadas.

Dot-Blot 1

Dot-Blot 2

Dot-Blot 3

Dot-Blot 4

Detecgtio de [g¥
em P2 14%

* Antigeno: P2 14%

* Revelagio: IgG
(coelho) anti-Igy
conjugado com
Peroxidase +DAB

Detecgéio de P21r
por IeY do P2 14%

Detecgéio de P21
Nativa por Ig¥ do

Antigeno: P21r

Anticorpo primario:
IgY anti-P21r (gema)

Revelagio: IgG
(coelho) anti-Igy
conjugado com
Peroxidase+DAB

P2 14%
Antigeno: P21lnativa

Anticorpo primario:
IgY anti-P21r (gema)

Revelagiio: IgG
(coelho) anti-IgY
conjugado com

Detecgiio de P21
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*  Antigeno: P21nativa

* Anticorpo primério:
IgY anti-P2 11 (soro)
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Peroxidase+tDAB Peroxidase+tDAB

Figura 8: Layout da execucdo dos ensaios de Dot-Blot. Dot-Blot 1 ocorre a deteccdo de
anticorpos IgY no P2 14%. Dot-Blot 2 é feita a detec¢do de P21r de T. cruzi por anticorpos IgY
anti-P21r presentes no P2 14%. Dot-Blot 3 e Dot-Blot 4 detec¢do da P21 Nativa de T. cruzi,
por IgY anti-P21r presentes no P2 14% e no soro de galinhas imunizadas, respectivamente.

4.9.1 Reconhecimento de anticorpos IgY no P2 14%

Foi realizado Dot-Blot para comprovar a presenca do anticorpo IgY no P2 14%. Foram
utilizados dois recortes de membrana, no primeiro foi depositado 5L de P2 14% e no segundo,
0 controle negativo, 5pL de Gamaglobulina bovina. Os cortes foram colocados em estufa a
37°C, para a completa secagem das amostras.

Os sitios remanescentes para ligacdo de proteinas foram blogueados com leite
desnatado Molico (M) a 5% em PBS (pH 7,2; 0,01M), por duas horas, TA. Em seguida as
membranas foram submetidas a seis lavadas, por cinco minutos, com PBS (pH 7,2; 0,01M) e
foram incubadas com anticorpos IgG de coelhos anti-IgY marcados com peroxidase (Sigma-
Aldrich) na dilui¢do 1:10.000 em PBS-M 1% por duas horas, TA.

A revelacdo foi realizada por meio da adicdo de substrato: 2,5mg de 3°-5’-
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich) - em 15ml de PBS pH 7,2; 0,01M (frasco escuro ao
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abrigo da luz) e no momento do uso foi adicionado 225ul de perdéxido de hidrogénio 30%
(Sigma-Aldrich). A reacéo foi interrompida por meio de sucessivas lavadas das membranas em

agua destilada.

4.9.2 Reconhecimento da proteina antigénica recombinante P21 por IgY anti-P21r
contidos no P2 14%

Foi realizado Dot-Blot para comprovacdo de que os anticorpos presentes no P2 14%
reconheceriam a proteina antigénica recombinante P21 de T. cruzi. Foram utilizados dois
recortes de membrana, em cada um deles depositados 5pL de P21r. Os recortes foram colocados
em estufa a 37°C, para a completa secagem das amostras.

Os sitios remanescentes para ligacdo de proteinas foram bloqueados com leite desnatado
a 5% em PBS (pH 7,2; 0,01M), por duas horas, TA. Em seguida as membranas foram
submetidas a seis lavadas, por cinco minutos, com PBS (pH 7,2; 0,01M). Ap6s seis ciclos de
lavadas com PBS, a membrana utilizada como controle negativo, recebeu P2 14% de gemas de
galinhas do grupo controle. A membrana utilizada para teste recebeu P2 14% de gemas de
galinhas do grupo imunizado, todos anticorpos primarios foram diluidos na proporcéo de 1:100
em PBS-M 1% “overnight, TA. A incubacdo de anticorpos secundarios bem como o processo

de revelacdo e parada da reacdo foram efetuados conforme descrito no primeiro Dot-Blot.

4.9.3 Reconhecimento da proteina antigénica Nativa P21 por IgY anti-P21r contidos no
P2 14%

Foi realizado Dot-Blot para comprovacdo de que os anticorpos presentes no P2 14%
reconheceriam a proteina antigénica nativa P21 de T. cruzi. Foram utilizados dois cortes de
membrana, em cada um deles depositados 5uL de P21 Nativa de T. cruzi. Os cortes foram
colocados em estufa a 37°C, para a completa secagem das amostras.

Os sitios remanescentes para ligacéo de proteinas foram bloqueados com leite desnatado
a 5% em PBS (pH 7,2; 0,01M), por duas horas, TA. Em seguida as membranas foram
submetidas a seis lavadas, por cinco minutos, com PBS (pH 7,2; 0,01M). A membrana utilizada
como controle negativo, recebeu P2 14% de gemas de galinhas do grupo controle. A membrana
utilizada para teste recebeu P2 14% de gemas de galinhas do grupo imunizado, todos anticorpos

primarios foram diluidos na proporgéo de 1:100 em PBS-M 1% “overnight, TA. A incubacéo
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de anticorpos secundarios bem como o processo de revelacdo e parada da reacdo foram
efetuados conforme descrito no primeiro Dot-Blot.

4.9.4 Reconhecimento da proteina antigénica Nativa P21 por IgY contidos no soro de

galinhas imunizadas

Foi realizado Dot-Blot para comprovacdo de que 0s anticorpos presentes no soro das
aves imunizadas reconheceriam a proteina antigénica nativa P21 de T. cruzi. Foram utilizados
dois cortes de membrana, em cada um deles depositados 5uL de P21 nativa de T. cruzi. Os
cortes foram colocados em estufa a 37°C, para a completa secagem das amostras.

Os sitios remanescentes para ligacdo de proteinas foram bloqueados com leite desnatado
a 5% em PBS (pH 7,2; 0,01M), por duas horas, TA. Em seguida as membranas foram
submetidas a seis lavadas, por cinco minutos, com PBS (pH 7,2; 0,01M). A membrana utilizada
como controle negativo, recebeu soro de galinhas do grupo controle. A membrana utilizada
para teste recebeu pool de soro das trés galinhas do grupo imunizado, na sexta semana apos a
primeira imunizacdo, todos anticorpos primarios foram diluidos na propor¢do de 1:100 em
PBS-M 1% “overnight, TA. A incubagdo de anticorpos secundarios bem como o processo de

revelacdo e parada da reacdo foram efetuados conforme descrito no primeiro Dot-Blot.

4.9.5 Imunofluorescéncia

Para deteccdo da forma nativa da proteina P21 de T. cruzi utilizou-se a técnica de
imunofluorescéncia em cortes histolégicos de tecido cardiaco de modelo experimental murino
da infeccdo crbnica por T. cruzi, segundo descricdo de FERREIRA JUNIOR et al., (2012).
Cortes histolégicos de 3 um de espessura de tecido cardiaco formolizado de camundongos
BALB/C, cronicamente infectados, foram desparafinizados e hidratados. O resgate dos sitios
antigénicos foi feito por meio de incubagdo em tampéo Citrato (pH 6,0). Os sitios para ligaces
inespecificas foram bloqueados por meio de incubag¢do com BSA 2,5% por 60 minutos a 37°C.
Os anticorpos IgY anti-P21r foram diluidos na proporcdo 1:50 com PBS-BSA-1% e incubados
om o0s cortes histologicos em camara umida, “overnight” a 4°C. A deteccdo dos
imunocomplexos foi realizada por incubagdo com 1gG de coelho anti-lgY marcado com

Isotiocinato de Fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich). O DNA nuclear das células presentes no
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corte histoldgico (cardiomiocitos e T. cruzi) foi corado por meio de incuba¢do com 4°,6 —
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich) diluido em PBS na propor¢éo 1:500, em cdmara
umida, por 1 hora e a 4°C, sob protecao de luz. O DAPI, quando excitado por uma fonte de luz
ultravioleta, emite fluorescéncia visivel de cor azul e o FITC emite fluorescéncia de cor verde.
A leitura e a aquisicdo de imagens de contraste de fase e fluorescéncia foram realizadas em
microscopia éptica de luz invertida (EVOS XL Cell Imaging System, THERMO FISHER) em

aumento de 40x.
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5 Andlise Estatistica

Este trabalho descreveu a producdo e a caracterizagdo de anticorpos IgY policlonais
anti-P21 recombinante de T. cruzi. Ndo foram realizadas comparacdes entre grupos. Os
resultados dos testes ELISA foram apresentados como a média aritmética da duplicata realizada

para cada amostra. Quando necessaria, foi empregada a estatistica descritiva.
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6 Resultados

6.1 Anticorpos IgY foram extraidos da gema dos ovos por meio de procedimentos de

facil execucdo.

Na execucao da extracdo foram produzidas as seguintes fracdes: sobrenadante 1 (S1);
precipitacdo 1 (P1); sobrenadante 2 (S2); precipitado 2 19% (P2 19%); e precipitado 2 14% (P2
14%) (Figura 9). P2 é a fracdo enriquecida em anticorpos IgY, a qual foi reconhecida como um
pellet de cor branca obtido por meio de centrifugacdo ap6s o salting-out. As fragdes ricas em

lipideos e proteinas remanescentes foram removidas em S1, P1 e S2.

S1.

Pl

Figura 9: Extracdo de anticorpos IgY da gema de ovos: (A) agua acidificada (pH 5,0-5,2);
(B) salting-out com Na2SO04 19% e (C) salting-out com Na;SOa4 14%. S1 — sobrenadante 1; P1
— precipitado 1; S2 — sobrenadante 2 e P2 — precipitado 2.

6.2 O tratamento da gema de ovos com agua acidificada e Na2SO4 resulta em uma fragéo

enriquecida (P2 14%) em proteinas com peso molecular aparente de 180 kDa

No SDS-PAGE 12%, a gema pura apresentou bandas de proteinas com diferentes pesos
moleculares, os quais variaram de 220 kDa a 10 kDa. As fragdes obtidas por meio do tratamento
com agua acidificada (S1 e P1) demonstraram uma distribuicdo das proteinas da gema pura. S1
(fracdo soluvel em agua) apresentou bandas de proteinas com peso aparente de 180 kDa e outras
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de menor peso molecular. P1 apresentou mais bandas proteicas de peso molecular aparente
entre 100 kDa e 220 kDa.

Apos o tratamento com Na>SO4 obtive-se as fragdes P2 19%, S2 e P2 14%. Verificou-
se que nas fragbes P2 NaxSO4 19% e P2 NaSO4 14% ocorreu um enriquecimento na banda

proteica de peso molecular aparente de 180 KDa, como observado na Figura 10.
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Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% das fragdes obtidas
durante extracao de anticorpos IgY da gema do ovo. As bandas foram coradas com
Coomassie Brillant Bue 250R. As linhas S1 e P1 sdo as fraces obtidas apds a precipitacéo
com agua acidificada (pH 5,0 a 5,2). As linhas S2, P2 19% e P2 14% correspondem as fracdes
recuperadas do salting-out com NaxSO4 19% e 14%. A linha P2 14% (2-ME) é o resultado do

tratamento da fragdo P2 14% com 2-mercaptoetanol.

6.3 Anticorpos IgY estdo presentes na fracdo P2 14%

Apos a revelagdo com DAB, verificou-se a deposicdo de um precipitado insoltvel e de
cor marrom na area do P214%. Esse deposito ndo foi observado na reagdo controle, a qual
utilizou gamaglobulina bovina testado contra o0 mesmo anticorpo secundario conforme

observado na figura 11.
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Figura 11: Reconhecimento de anticorpos IgY no P2 14% através do Dot Blot. A: O
precipitado 2 de cor marrom delimitado pelo circulo, anticorpos 1gY detectados pelo conjugado

com peroxidade. B: Gamaglobulina bovina foi utilizada como controle negativo.

6.4 Ap6s a imunizagdo com P21r as galinhas transferiram, do sangue para a gema dos

ovos, anticorpos IgY contra as formas recombinante e nativa da proteina P21.

Os anticorpos IgY presentes na gema purificada de galinhas imunizadas reconheceram
a proteina P21 recombinante de T. cruzi. Os imunocomplexos formados foram detectados por
meio de incubacdo com anticorpos IgG anti-IgY peroxidase e revelados com DAB como

observado na figura 12.

Figura 12: Reconhecimento da proteina antigénica recombinante P21 em ensaio de dot
blot. A: Antigeno de P21r reconhecido por anticorpo primario IgY anti-P21r presentes em
gemas purificadas de galinhas imunizadas em ensaio de dot blot. B: Controle negativo, o

antigeno de P21r ndo é reconhecido pelo IgY de gemas purificadas do grupo controle.
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Os anticorpos IgY presentes na gema purificada de galinhas imunizadas reconheceram
a proteina P21 Nativa de T. cruzi. Os imunocomplexos formados foram detectados por meio de
incubacdo com anticorpos IgG anti-lgY marcados com peroxidase e revelados com DAB como

observado na figura 13.

|
\
|
Figura 13: Reconhecimento da proteina antigénica Nativa P21 em ensaio de dot blot. A:

Antigeno de P21 nativa reconhecido por anticorpo primario IgY anti-P21r de gema purificada

em ensaio de dot blot. B: Controle negativo, o antigeno de P21 nativa ndo é reconhecido pelo

IgY do soro de galinhas do grupo controle.

Os anticorpos IgY presentes no soro de galinhas imunizadas reconheceram a proteina
P21 Nativa de T. cruzi. Os imunocomplexos formados foram detectados por meio de incubagéo
com anticorpos 1gG anti-IgY marcados com peroxidase e revelados com DAB (Figura 14 A).

o

Figura 14: Reconhecimento da proteina antigénica Nativa P21 em ensaio de Dot blot. A:

Antigeno de P21 nativa reconhecido por anticorpo primério anti-P21r de soro de galinha do
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grupo imunizado em ensaio de dot blot. B: Controle negativo, o antigeno de P21 nativa ndo é
reconhecido pelo 1gY do soro de galinhas do grupo controle.

6.5 Altos niveis de anticorpos IgY anti-P21r foram detectados na gema do ovo seis

semanas apods a imunizagao primaria

Utilizando o ensaio ELISA indireto, foram detectados anticorpos IgY anti-P21r nas
amostras de P2 14%, durante o periodo de imunizacao das galinhas (Figura 15). Os valores de
indice ELISA superiores a 1,0 foram considerados positivos, para a detec¢do dos anticorpos
IgY anti-P21r. Amostras positivas para anticorpos IgY anti-P21r foram detectadas a partir da
segunda semana pds-imunizacdo (P.1.) primaria. Os valores mais altos de indice ELISA foram

detectados na sexta semana P.I.

7 Gal 1 -P21r
Gal 2 - P21r
6 -=-Gal 3 - P21r
]
5 A\/
«
< 4
]
(=3
S
= 3
o=
2
T e
0
) A 5 A 5 ©
ge™ ge™ ge™ 2 ge™ ge™ ge™ ge™

A A A

Semanas de Imunizacio

Figura 15: Cinética de producéo de anticorpos IgY anti-P21r da primeira a sexta semana
de imunizacdo. O maior nivel de deteccdo foi observado na sexta semana apds a imunizacao
priméria. O valor de indice ELISA igual a 1,0 foi considerado o ponto de corte do teste (linha

pontilhada). Seta vermelha representa a imunizagdo priméria com adjuvante completo de
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Freund e as azuis correspondem as imunizagdes realizadas com adjuvante incompleto de
Freund.

6.6 Anticorpos IgY anti-P21r, mantiveram reatividade contra P21r ap0s tratamento com

uréia 6M

A atividade residual dos anticorpos IgY anti-P21r, apds tratamento dos
imunocomplexos com ureia 6M, foi determinada por meio de ensaio ELISA indireto (Figura
16). Para uma amostra ser considerada positiva, ou seja, possuir reatividade contra o antigeno
de P21r, precisa apresentar resultado superior a 1 em seu Indice Elisa (IE). O indice Elisa é
calculado a partir da média de trés controles negativos, somando trés desvios padrdes. Quanto
maior a forca da interacdo P21r/IgY, menor a perda de reatividade do anticorpo pds-tratamento
com ureia. Os pools de P2 14% testados conservaram reatividade residual (indice ELISA >
1,0).

IgY/P21r - PBS IgY/P21r - Ureia 6M

S
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A A A
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Figura 16: Reatividade residual de imunocomplexos em pools semanais do grupo
imunizado tratados com ureia 6M. Os valores as amostras tratadas e nao tratadas com ureia
6M, néo tiveram diferengas significativas. Em nenhuma das semanas o IE atingiu valores

menores que 1,0. A linha pontilhada marca o indice elisa superior a 1,0, resultado considerado
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positivo. O triangulo vermelho sinaliza a imuniza¢do com adjuvante completo de Freund e os
tridngulos azuis imunizagdes com adjuvante incompleto de Freund.

A maturacdo e avidez dos anticorpos IgY policlonais anti-P21r, foi definida por meio
da avaliacéo da porcentagem da reatividade residual depois do tratamento dos imunocomplexos
com ureia 6M. Foi feita a comparacdo dos valores obtidos com o tratamento de ureia 6M e dos
anticorpos que ndo foram tratados com a Uréia 6M, o IE sofreu queda, mas em nenhum ponto
se tornou negativo com valores < 1,0. Foi calculado o indice de avidez (IA) e constatou-se que
todas apresentaram valores superiores a 50% como expresso na figura 17. O indice de avidez
menor que 50% é considerado baixo, de 50% a 70% é considerado intermediario e acima de

70% é considerado alto.
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Figura 17: Indice de avidez de anticorpos IgY anti-P21r em galinhas imunizadas com
adjuvantes completo e incompleto de Freund. A maturacdo e avidez dos anticorpos IgY
policlonais anti-P21r, foi definida por meio da avaliacdo da porcentagem da reatividade residual
depois do tratamento dos imunocomplexos com ureia 6M. Todas aves apresentaram valores
superiores a 50%. Anticorpos localizados acima da linha tracejada que indica 70% séo

considerados de alta avidez.
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6.7 Anticorpos IgY anti-P21r sérico e das gemas de ovos alcangaram alta titulacéo

A titulacdo dos anticorpos IgY anti-P21r foi realizada por meio de teste ELISA indireto.
Os anticorpos da sexta semana de imunizacdo apresentaram maior densidade Optica na leitura
da cinética de producdo de anticorpos, por isso foi a semana escolhida para determinar a
titulacdo dos anticorpos IgY anti-P21r. As microplacas de poliestireno sensibilizadas com
1mg/mL de antigenos de P21r, foram incubadas com o anticorpo diluidos, de maneira seriada
na razéo dois, a partir da proporcdo 1:100 até 1:25.600. Os anticorpos da gema alcancaram o

titulo de 1:12.800 e os anticorpos séricos atingiram o titulo de 1:25.600 (Figural8).
5
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Figura 18: Titulacdo de anticorpos IgY anti-P21r de soro e gema de galinhas do grupo
imunizado. Linha pontilhada: ponto de corte, IE = 1,0. Valores de IE > 1,0 foram considerados

positivos e os valores de IE < 1,0 forma considerados negativos.

6.8 Anticorpos IgY anti-P21r sérico e das gemas de ovos alcangaram alta sensibilidade

Para o teste de sensibilidade o pool de anticorpos IgY anti-P21r da sexta semana apds a
primeira imunizacdo foi testado. As microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com
concentracdes decrescentes (diluicdo decimal seriada) de P21r de T. cruzi, iniciando na
concentragéo de 1ug/mL até 10'pug/mL. Foi determinada a sensibilidade dos anticorpos anti-
P21r contidos na gema e no soro das galinhas imunizadas. Os anticorpos IgY anti-P21r do soro

das aves reconheceram a proteina recombinante até a concentracdo de 107 pg/mL. Os
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anticorpos IgY anti-P21r extraidos da gema do ovo reconheceram até a concentracdo de 10
3ug/mL, resultado demonstrado pela figura 19.
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Figura 19: Sensibilidade dos anticorpos IgY anti-P21r contra a proteina recombinate de
Trypanosoma cruzi. Linha pontilhada: ponto de corte, IE = 1,0. Valores de IE > 1,0 foram

considerados positivos e os valores de IE < 1,0 forma considerados negativos.

6.9 Anticorpos IgY anti-P21r reconheceram a forma nativa da P21 de T. cruzi em cortes
histolégicos de tecido cardiaco

Os cortes histolégicos formolizados utilizados para imuno-histoquimica foram de tecido
cardiaco de camundongos BALB/C infectados cronicamente com tripomastigotas metaciclicas
de cepa Y de T. cruzi. Os anticorpos IgY anti-P21r, na dilui¢do de 1:50 reconheceram a proteina
P21 nativa presente nos ninhos de amastigotas do corte histoldgico. O resultado pode ser
observado com aumento de 40X na marcacgdo verde do FITC, marcando a proteina P21 e os
nucleos das células foram corados com DAPI na cor azul (Figura 20), imagens produzidas por

fluorescéncia.
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Amastigotas de s Amastigotas
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Figura 20: Imunofluorescéncia para deteccdo de P21 nativa de T. cruzi em tecidos
formolizados utilizando anticorpos IgY policlonais anti-P21r. Fotomicrografia de tecido
cardiaco murino experimentalmente infectado com T. cruzi A: Microscopia Optica B:

Sobreposicdo de imagens: contraste de fase e fluorescéncia.
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7 Discussao

A producdo de anticorpos IgY policlonais anti-P21r foi feita pela primeira vez no
presente estudo, possibilitando alta producdo de anticorpos anti-P21r com a reducdo de
procedimentos dolorosos para 0s animais imunizados. Anticorpos IgY policlonais séo
produzidos especificamente contra virus, bactérias, protozoarios e proteinas recombinantes
(SHIN et al., 2009; FERREIRA JUNIOR et al., 2012; JONSSON et al., 2015; NAFEA et al.
2015). A producdo de anticorpos IgG monoclonais especificos para P21r ja é realizada
(SANTOS et al., 2014).

Neste estudo obtivemos imunizacéo satisfatoria usando o adjuvante de Freund sem que
as inflamacg6es causadas pelas inoculacBes afetassem o comportamento natural das aves. A
producdo de anticorpos IgY especificos contra proteinas recombinantes, expressas em
Escherichia coli, é realizada usando adjuvantes de Freund (BORHANI et al., 2015). Em
mamiferos a resposta inflamatoria causada pelos adjuvantes de Freund gera inflamagéo severa,
causando destruicdo de fibra muscular, porém as aves sdo mais resistentes a esse tipo de
imunizacdo (LEENAARS et al., 1999; HALDER et al., 2002). O adjuvante de Freund induz
boa resposta humoral em galinhas imunizadas com antigenos de protozoarios (FERREIRA
JUNIOR et al., 2012).

Neste estudo o método de solubilizacdo em agua acidificada foi considerado simples e
de facil execucdo para a remocao dos lipideos da gema do ovo, o qual preservou a reatividade
e a avidez dos anticorpos IgY anti-P21r. A extracdo de anticorpos IgY através da diluicdo da
gema em 4gua acidificada é um método utilizado internacionalmente (AKITA; NAKAI, 1993;
KO, 2007). Um limitador para a extracdo de anticorpos IgY é a separacdo da fracdo solivel em
agua dos lipideos existentes na gema (STALBERG; LARSSON, 2001), porém a adicao de agua
acidificada foi eficiente na remocéo da fragdo lipidica das gemas utilizadas.

No presente estudo a utilizagdo de sulfato de sédio produziu anticorpos com reatividade
preservada e elevado grau de pureza, além disso, a ndo toxicidade do sal possibilita a utilizacdo
dos anticorpos purificados futuramente em ensaios invitro sem causar mortalidade celular.

A extracdo de anticorpos IgY realizando salting-out & reconhecida e utilizada por ser
considerado um método de baixo custo e facil execucdo (SCHADE et al., 2005). Anticorpos
extraidos por salting out com sulfato de aménio podem alcangar pureza mais elevada e maior
volume de anticorpos se comparados ao método de cromatografia por High performance liquid
chromatography (HPLC) (KO, AHN, 2007). O sulfato de aménio possui solubilidade superior
a do sulfato de sodio por isso € mais utilizado, porém o sulfato de sddio possui caracteristica de
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preservar a estrutura da proteina durante a precipitagdo (HOWE, 1921), ndo encontramos
dificuldade na solubilizacdo do sulfato de sddio. Tobias et al. (2012) compararam salting out
utilizando sulfato de sodio e sulfato de aménio na extracdo de IgY de gemas e ndo encontraram
diferencas significativas entre as duas preparacdes.

FERREIRA JUNIOR et al., (2012) verificaram que as fracOes enriquecidas em
anticorpos IgY, obtidas por precipitacdo com sulfato de sodio a 19% ou por cromatografia de
exclusdo de peso molecular, foram semelhantes no SDS-PAGE. Verificou-se que 0s anticorpos
IgY anti-P21r, extraidos da gema por meio de agua acidificada e precipitacdo com sulfato de
sodio, foram recuperados livres da maioria dos componentes da gema, conforme demonstrado
pelo SDS-PAGE com coloragdo por Coomassie Blue e, aparentemente, o salting-out com
sulfato de sédio a 14% néo produziu grande diferenca em relacdo ao 19%.

No presente trabalho, as galinhas foram imunizadas com 100ug de P21r, por ser um
alvo antigénico unico apresentado ao sistema imunoldgico das aves. A quantidade de antigeno
foi suficiente para produzir anticorpos de titulos aceitveis sem haver necessidade de mais
reforcos, o uso de mais de dois reforcos ndo recomendavel devido ao desconforto excessivo
causado as aves (HALDER et al., 2002). Desta maneira este experimento preservou o bem-
estar animal das galinhas. A quantidade de proteina recombinante utilizada em cada imunizacéo
é variada entre os pesquisadores, existem relatos de imunizagdes contendo 6ug (OMIDIAN,
2014), 100ug (BARENCO et al., 2014), 200ug (XIN et al., 2014, LEE et al., 2015), 300ug de
proteina recombinante. De acordo com SCHWARZKOPF et al. (2001), as galinhas podem ser
imunizadas com proteinas recombinantes, utilizando como indculo uma concentracdo proteica
que pode variar de 1pg a 1mg.

A producdo de anticorpos IgY especificos para proteinas recombinantes gerou altos
niveis de anticorpos com elevada avidez e em periodo curto ap6s a primeira imunizacao
(BARENCO et al., 2014, BORHANI, 2015). O pico de producéo de anticorpos geralmente fica
entre a sexta e a sétima semana apds a primeira imunizagdo (BARENCO et al., 2014). A
quantidade de anticorpos IgY especificos estimada através de indice ELISA pode ser detectada
a partir do 21° dia pds-imunizagdo primaria (FERREIRA JUNIOR et al., 2012). No presente
estudo, anticorpos especificos foram observados na gema sete dias ap0s a primeira imunizagéo
com a emulséo de P21r e adjuvante completo de Freund.

Nosso trabalho demonstrou a rapidez na soroconversdo das aves, sete dias apds a
primeira imunizacdo as galinhas j& apresentaram reatividade. Em mamiferos, a maturacdo da
avidez de anticorpos € lentamente induzida, ja nas aves ocorre com maior rapidez

(CALANDER, 2002). Anticorpos policlonais especificos para Toxoplasma gondii foram
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considerados de alta avidez desde suas primeiras amostras reativas, 21 dias ap0s a primeira
imunizacdo (FERREIRA JUNIOR et al., 2012). Anticorpos IgY policlonais produzidos
especificamente para proteinas recombinantes das proprias imunoglobulinas, obtiveram altos
niveis de especificidade e avidez, reconhecendo a proteina nativa e sua forma recombinante
(DINIZ, 2012).

O uso de anticorpos IgY associado ao ELISA permitiu a detec¢do de menos que 1 ng/ml
do antigeno no soro de ratos. Ao compararem a sensibilidade do método, os autores concluiram
que a IgY de galinhas além de ligar-se especificamente ao antigeno, foi mais sensivel que a 1IgG
de coelhos (WANG et al., 2012). Nesse estudo 0s anticorpos presentes no soro das galinhas
imunizadas detectaram até 0,1ng/ml do antigeno em teste de sensibilidade em ensaio indireto
de ELISA. Xu et al. (2012) comprovaram que o titulo de anticorpos IgY podem aumentar
ligeiramente durante as primeiras semanas ap0s a primeira imunizacgdo, atingindo o seu pico
apos a administracdo dos boosters de reforco durante a sétima até a nona semana atingindo
titulo de 80.000.

Galinhas imunizadas contra ricina ou toxina nativa de Clostridium botulinum (PAULY,
2008), podem obter altos titulos de anticorpos ap0s a quinta ou terceira imunizacéo, o titulo é
mensurado através de testes de ELISA convencionais, o maior titulo obtido, de 1: 100.000 e 1:
1.000.000, foi estavel durante varias semanas seguintes. Obtido através de 11 imunizacdes de
10 a 20ug de toxina nativa de Clostridium botulinum imobilizada (PAULY, 2008). Estudos
demonstram que anticorpos especificos para proteina recombinante do capside exterior (6C) de
Reovirus Aviario purificados 14 semanas apds a primeira imunizacdo, produziram titulos de
anticorpos no soro e gema de ovo de 1:302.000 e 1:355.000, respectivamente, determinados por
método de Elisa indireto (JUNG et al.,2014). Aves imunizadas com extrato total de Eimeria
tenella alcangaram seu maior titulo cinco dias apds a sexta imunizagdo que chegou a 1:13107,2
(XU etal., 2013). O titulo de anticorpos é variavel, galinhas imunizadas com 200ug de proteina
recombinante e adjuvante de Freund podem produzir titulos de 1:32 a 1:64 ap6s a imunizagdo
final. (LEE et al., 2015). Enquanto galinhas imunizadas da mesma forma chegam ao pico de 1:
22.000 apos a ultima imunizacdo (XIN et al., 2014). No presente estudo, o titulo obtido foi
considerado aceitavel administrando a quantidade ideal de boosters. Segundo Schade et al.
(2005), se a resposta de anticorpos é ainda insuficiente para fins laboratoriais apos a
administracao de dois boosters, a experiéncia deve, em geral, ser encerrada.

O ensaio de Dot-Blot é utilizado em testes de reconhecimento de proteinas
recombinantes de virus, bactérias (Borrelia burgdorferi) e protozoérios possuindo especificidade
e sensibilidade superior a ensaios de Western blotting (FAWCETT, 1998; LI et al., 2014,
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OMIDIAN et al., 2014; XIN, 2014). O ensaio de Dot-Blot é utilizado em testes de
reconhecimento de proteinas nativas e recombinantes de protozoarios (Cryptosporidium
parvum) (OMIDIAN et al., 2014). O uso de Dot-Blot nesse estudo demonstrou o
reconhecimento dos anticorpos IgY para proteina 21 de T. cruzi recombinante e nativa
semelhante a JUNG et al., (2014), quando anticorpos IgY produzidos especificamente para
protozoarios foram capazes de reconhecer a forma nativa e recombinante dos antigenos. O
DotBlot deste estudo demonstra que os anticorpos produzidos sdo de alta sensibilidade e que
podem ser utilizados em testes para reconhecimento de formas evolutivas de T. cruzi pois
reconhecem ndo s6 sua forma recombinante, mas a forma nativa produzida pelo parasita. O
Dot-Blot realizado através da sensibilizacdo com P21 Nativa obteve coloracdo mais fraca se
comparada aos ensaios de P21r, deve ser levado em conta a origem da P21 nativa. O antigeno
de P21 nativa foi obtido através de sobrenadante de cultura de tripomastigotas de T. cruzi, ndo
passou por nenhum processo de purificacdo ou de concentragéo, a P21 nativa se encontrava em
meio de muitos outros antigenos complexos e mesmo nessa condigdo o anticorpo anti-P21r foi
capaz de reconhece-lo.

Nesse estudo anticorpos IgY anti-P21r detectaram a forma nativa da proteina P21 em
ninhos de amastigotas localizados no tecido cardiaco de camundongos infectados. Anticorpos
IgY sdo utilizados técnicas de imuno-histoquimica para deteccdo de antigenos totais de virus
(BENTES et al., 2015) e de protozoarios (FERREIRA JUNIOR et al. 2012), assim como de
proteinas recombinantes de Toxoplasma gondii (BARENCO et al.,, 2014). Proteinas
constitutivas de T. cruzi sdo detectadas por anticorpos de mamiferos em técnicas de
imunofluorescéncia (BATISTA et al., 2015). Anticorpos monoclonais de camundongos
reconhecem P21r de T. cruzi em ensaios de imunofuorescencia, entretanto o uso de anticorpos
IgY anti-P21r é inédito.

Os anticorpos foram produzidos de forma em que o bem-estar das aves foi preservado
através da quantidade ideal de boosters administrados. A purificacdo foi simples e eficaz
gerando anticorpos com reatividade, sensibilidade, titulacdo e avidez preservadas. Os ensaios
de Dot-Blot comprovaram a reatividade dos anticorpos também para a forma nativa de P21 de
T. cruzi, resultado reforgado no teste de imunofluorescencia, em que 0s anticorpos tiveram
reatividade para ninhos de amastigotas em tecidos cardiacos de camundongo

experimentalmente infectados.
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8 Conclusdes

Os anticorpos anti-P21r recombinante reconhecem a forma recombinante e nativa da
P21 de Trypanosoma cruzi.
Anticorpos IgY anti-P21r recombinante podem ser purificados usando um método de

facil execucéo e elevado grau de pureza, a partir da agua acida e precipitacdo com sulfato de
sodio.

Galinhas imunizadas com adjuvante de Freund produzem anticorpos especificos logo
depois da primeira imunizacdo e suas concentracOes sdo crescentes no decorrer das
administracdes dos boosters.

Os anticorpos IgY anti-P21r recombinante reconhecem a forma recombinante e nativa
da P21 de Trypanosoma cruzi.

Os anticorpos IgYanti-P21r possuem alto indice de sensibilidade, titulo e avidez.

Os anticorpos IgYanti-P21r reconhecem a P21 nativa presente em cortes de coracao de

camundongos infectados cronicamente.
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Tow o o Bw oot v ade tovel

Comité de Etica em Experimentagiio Animal

Processo N”: 003/2014
TITULO DO PROJETO
PRODUCAD E CAR. ACTERIZACAD DE ANTICORPOS POLICLONAIS IGY ANTI P21 RECOMBINANTE DE
TRYPANOSOMA CRUZI
PESQUISADOR RESPONSAVEL
Alvaso Ferreira Jiinior
INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADA A PESQUISA A

Universadade de Liberaba

1) DESCRIC AOSL ICINTA DOS OBJETIVOS E RESUMO DO PROJETO
1.1 OBJETIVOS: : <
Procuzir ¢ porficar anticorpos polickonas TgY coutra proseina recombivante (p2 1) de Trypanosoma

cruzi
Curncterizar a especificidade, a sensibilidade, 0 maturagio ¢ a cinética de produgio dos anticorpos
IgY especificas
Avaliar 2 reatividade dos amticorpos IgY enti p-21 comtra alvos antigénicos de prosozodnos
paioptnicos de interesse em medicina honing ¢ veterindrn.
2 HISTORICO
Serho stilizadss 6 galintias Whste de 25 semanas com | 6Kg que sordo inmanizades com 50 ug de p2l em 3
momensons { | com sdpavante compleo de frevmd & mmais Sois intervaados va dhes semunis cons ad juy sete
Imconpicto de freumd . Amostrs de sasgor serbo colhidies scmueahmente ulé 2 9 samana ¢ 08 ovos
thariamnone

2) COMENTARIOS DO RELATOR
20 GRAL DE INVASIVIDADE (GD E PONTOS PERTINENTES
Todes os questionamentos fornm respondidis,

3) CONCLUSAO e Y
Aprovado ¢ X)) | Nao aprovado () | Pendente ()
Data: 240272014 Profa. Dra. Joely I, Figueiredo Bittar

Coordenadora do CEEA/UNIUBE




