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O hemoparasita Trypanosoma evansi ¢ transmitido pelo habito hematofago de dipteros do género
Tabanus e Stomoxys, acometendo desde espécies animais domésticos a selvagens. Esse
protozoario, caracterizado por possuir glicoproteinas de superficie invariante (ISG) na arquitetura
celular, acarreta prejuizos na pecudria brasileira visto que ocasiona a enfermidade conhecida como
“surra” ou “mal das cadeiras”. Os animais acometidos podem apresentar um quadro subclinico,
clinico ou letal e, quando ha manifestacdes clinicas, sdo inespecificas, de forma que, o diagndstico
definitivo ¢ realizado no ambito laboratorial, por meio de técnicas soroldgicas, moleculares e
parasitologicas. As ISGs, juntamente com as VSGs, sdo glicoproteinas de superficie que compde
a membrana plasmadtica desse protozoario e se diferenciam quanto a capacidade de executarem
variacdo antigénica pelo processo de endocitose e exocitose de carboidratos e proteinas. Esse
mecanismo promove a formagao de diferentes proteinas de superficie, dificultando o mecanismo
de reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. As ISG, diferente das VSG, nao efetuam tal
modificacdo estrutural, de forma que possam ser alvos de estudo para a sintese de anticorpos
especificos para 7. evansi. Com a finalidade de descobrir um método mais sensivel e especifico
para reconhecimento do 7. evansi nos hospedeiros, o presente trabalho deteve como objetivo,
estudar as glicoproteinas de superficie invariante (ISG). Para obten¢do do parasita, primeiramente,
foi necessario realizar a infeccao de 7. evansi em ratos Wistar (Rattus norvegicus), com aplica¢ao
intraperitoneal de amostras sanguineas criopreservadas. O controle da parasitemia foi efetuado
diariamente pela observagao em microscopio Optico do esfregaco periférico e, quando alcancada a
parasitemia, realizou-se a insensibilizacdo do animal, seguida da puncao intracardiaca para coleta
do sangue total. O hemoparasita, isolado dos componentes intrinsecos do sangue, foi obtido pela
centrifugacdo e purificacdo da amostra sanguinea. A partir do banco de dados identificou-se quais
epitopos eram imunogénicos e exclusivos de 7. evansi. Para escolha dos peptideos alvo, verificou-
se a topologia das proteinas, de modo a confirmar se estavam situadas em posi¢des suscetiveis ao
reconhecimento por anticorpos. Em experimentos anteriores, os epitopos sintéticos, acoplados a
proteina KLH foram utilizados na imunizacao de ratos Wistar (Rattus norvegicus) para producao
de anticorpo policlonal (IgM e IgG) anti-peptideo. Os resultados observados por
imunofluorescéncia indireta (RIFI), demonstraram uma baixa resposta celular a esses peptideos,
de forma que se iniciou a tentativa de sintese de uma proteina recombinante, uma quimera
composta pela unido desses trés potenciais epitopos da ISG75 de 7. evansi (nimero de acesso:
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TevSTIB805.5.360, TevSTIB805.5.370 e TevSTIB805.5.380). O sistema de expressao de
peptideos do peT31 (+) foi empregado na construcao da quimera de forma que os trés epitopos
foram posicionados a jusante de um gene da Isomerase Ketosterdide (KSI) e a montante de uma
sequéncia His-tag. Entre cada peptideo foi adicionado um linker flexivel de (Gly—Gly—Gly—-Gly—
Ser), responsavel por prevenir a ocorréncia de interagdes indesejadas. Na transformagao bacteriana,
o DNA do vetor recombinante foi incubado em aliquotas da E. coli pLysS que foram submetidas a
uma descarga elétrica em eletroporador. A E. coli pLysS foi crescida em meio de cultura SOC,
com posterior plaqueamento em meio agar Luria Bertani (LB), contendo ampicilina sodica e
cloranfenicol. A fim de obter o pré-indculo, uma colonia foi repicada em meio LB liquido e, apos
a incubagdo de 12h a 37°C preparou-se o indculo pela adigdo de 2,5% do volume do pré-indculo
no meio LB. A leitura da OD foi efetuada pelo o espectrofotometro e, ao atingir o valor de 0,4 a
0,5, adicionou-se IPTG, e, a cada hora, at¢ completar um total de 8 horas, coletou-se uma aliquota,
que foram centrifugadas para formagao do pellet. As amostras foram ressuspendidas, sonicadas e
centrifugadas para separar a porcao soltvel e insoluvel respectiva a cada tempo. Objetivando-se
analisar o perfil proteico e determinar o melhor tempo de expressao, as aliquotas foram submetidas
a eletroforese vertical por SDS-PAGE (Figura 1). O ensaio de imunodeteccao foi realizado tanto
por Dotblotting, quanto por Western Blotting, sendo possivel confirmar a expressdo e a
identificacdo da fragdo onde encontra-se a proteina recombinante, marcada com uma His-Tag
(Figura 2). A partir disso, pelo gel de SDS, constatou-se que a proteina recombinante
(KSI_quimera His-tag) esta localizada entre o marcador de 29 e 37 kDa e com 6 horas obteve-se
o melhor tempo de expressdo. Ainda, pelas técnicas de Dotblotting e Western Blotting foi possivel
verificar que o anticorpo anti-His-tag reconheceu a presenca da cauda de histidina acoplada a
quimera. O tamanho da proteina recombinante ¢ de 31kDa. Os resultados obtidos permitiram
confirmar a eficécia na sintese da quimera utilizando como sistema de expressao o peT31 (+). A
notoriedade desse projeto caracteriza-se pela possibilidade de empregar tal proteina recombinante
como alvo para diagndstico ou produgdo de vacina para essa tripanossomose. Em continuidade,
um novo protocolo de imunizagao serd iniciado, apos a remogao da proteina KSI, com o intuito de
induzir uma resposta celular adequada ao reconhecimento da quimera no organismo do hospedeiro.
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Figura 1. Perfil gletroforético das Figura 2. Dothlotting (4) em duplicata e Western
proteinas totais, soltveis e insoliveis Bloting (B) do extrato de proteinas totais de E. coli
de T. gvansi {plysS) com a marcagdo da cauda de histidina
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