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Resumo

Trypanosoma rangeli, protozoario ndo patogénico para humanos, pode desencadear
uma imunidade protetora a T. cruzi em animais previamente sensibilizados, resposta
associada a antigenos de membrana compartilhados entre os parasitos. Uma vez
que microvesiculas (MVs) carregam moléculas imunogénicas em sua membrana,
acredita-se que MVs derivadas de T. rangeli possam induzir uma resposta protetora
contra T. cruzi. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a imunogenicidade
cruzada de MVs secretadas por T. cruzi e T. rangeli no soro de camundongos
experimentalmente infectados e no soro de pacientes chagasicos cronicos. As MVs
foram extraidas com o kit Total Exosome lIsolation Reagent (Invitrogen, EUA) e a
avaliacdo sorologica foi realizada através de ELISA, utilizando extrato proteico total
de formas epimastigotas como controle. O soro murino foi reagente até 1:100, tanto
frente a MVs de T. cruzi ou T. rangeli. O soro de individuos chagasicos crénicos
indeterminados e cardiacos também reagiu com MVs de ambos os parasitos até
1:1000. Esses resultados mostram a imunogenicidade de MVs, bem como a reacao
cruzada com MVs de T. rangeli, sugerindo um possivel potencial vacinal.

Introducéao

A doenca de Chagas (DC) é uma antropozoonose causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi. A OMS estima em 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas, sendo
considerado um grave problema de saude pulblica na América Latina.! A falta de
opcOes terapéuticas, as frequentes notificacdes de casos agudos decorrentes de
surtos por contaminacdo oral e a elevada morbidade e mortalidade justificam a
pesquisa de vacinagao para a DC. Entretanto, a imunizacdo de camundongos com
T. cruzi inativado por calor induziu o desenvolvimento de autoimunidade via
mimetismo antigénico e cardiomiopatia potencialmente fatal.? Dessa forma, o
estimulo vacinal com um protozoario ndo patogénico para humanos, como 0
Trypanosoma rangeli, pode ser uma estratégia relevante e mais segura.

A infeccéo pelo T. rangeli induz uma resposta imune humoral com reatividade
cruzada com o T. cruzi, pois ambos compartilham cerca de 60% da sua superficie
antigénica. Além disso, estudos mostraram que camundongos imunizados com T.
rangeli apresentaram menor parasitemia, lesées cardiacas brandas ou até ausentes
e maior sobrevida apés o desafio com T. cruzi.®



Nesse contexto, o presente trabalho faz parte de um projeto maior e
multicéntrico que pretende avaliar o papel das microvesiculas secretadas por T.
rangeli sobre a infec¢éo pelo T. cruzi e a resposta imune, identificando quais séo os
componentes imunogénicos e qual o efeito deles (Edital CNPQ/MS/SCTIE/DECIT N°
31/2014). Microvesiculas sdo secretadas por diversos tipos celulares eucariontes e
apresentam importante funcdo na interacdo parasito-hospedeiro e na
imunomodulacéo.* Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar a imunogenicidade
cruzada de microvesiculas de T. rangeli através do reconhecimento de anticorpos
presentes no soro de camundongos experimentalmente infectados com T. cruzi e no
soro de pacientes chagasicos cronicos.

Materiais e Métodos

Obtencédo dos soros e das microvesiculas

Os soros murinos foram cedidos pela Dra. Alessandra Guarneri do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPgRR-Fiocruz/MG) e pelo Prof. Dr. Phileno Pinge-Filho
da UEL e os soros de pacientes chagasicos foram cedido pelo Hospital das Clinicas-
UFPR de Curitiba. As instituicdes parceiras do projeto multicéntrico tém a aprovacao
dos respectivos comités de ética (CEUA/Fiocruz: LW-61/12, CEUA/UEL: 262/12,
CEP/HC-UFPR: 1457.122/2007-06).

Formas epimastigotas de T. rangeli (cepa Choachi) e de T. cruzi (cepa Y)
foram mantidas a 27°C em meio LIT no Laboratério de Biologia Celular e
Protozoologia da UEPG. A extracdo e purificacdo das microvesiculas (MVs) foi
realizada conforme descrito por Aggio e manual do fabricante kit Total Exosome
Isolation (Invitrogen). > A concentracdo de proteinas foi determinada pelo sistema
Qubit Fluorometer (Invitrogen) no Instituto Carlos Chagas (Fiocruz/PR), bem como a
avaliacao das MVs por Nano Sight.

Avaliacdo da reatividade soroldgica por meio de ELISA

As condicdes descritas a seguir foram previamente padronizadas utilizando extrato
total de formas epimastigotas e MVs. A sensibilizacdo das microplacas (96 pocos,
estéreis e de fundo chato) com antigeno foi realizada com 120 ng/poco de proteina
das amostras de MVs em tampao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6), 100
MI/pogo e incubagdo a 4°C em camara umida. Apds 16 horas, foi adicionado 300
MI/pogo da solucao de bloqueio (PBS 1x/Tween 0,05%/leite 5%).

ApoOs o bloqueio, foi adicionado 50 ul/pogo do anticorpo primario: soros
murinos (anti-T.cruzi ou anti-T.rangeli) nos titulos 1:50 e 1:100 ou soro de individuos
chagésicos cronicos nos titulos 1:50 a 1:1000. Em seguida, foram adicionados 50
MI/pogo do anticorpo secundario anti-lg conjugado a peroxidase (Invitrogen, EUA) de
camundongo a 1:200 ou de humano a 1:5000. Todas as diluicbes foram feitas em
tampdao de bloqueio, tempo de incubacéo de 1 hora a 37°C e entre cada etapa as
placas foram lavadas cinco vezes com PBS 1x/Tween 0,05% 300 ul/pogo.

As reacOes foram reveladas pela adicdo de 60 pl/pogo de substrato-
cromoégeno (TMB/H202) por 10 minutos ao abrigo da luz; e interrompidas com a
adicado de 30 pl/pogo de acido sulfurico (H2SO4 36N, diluido 1:9). A leitura foi feita a
450 nm e os resultados expressos como densidade o6ptica (DO). Em todas as
reacoes foi utilizado como controle negativo (antigeno + soro negativo), controle
positivo (extrato total de epimastigotas + soro teste) assim como um branco
(auséncia de antigeno e soro = apenas tampao de bloqueio).



Resultados e Discussao

A partir de 50 ml de cultura foram obtidos 9x10® parasitos de T. rangeli e
18x108 parasitos de T. cruzi, dos quais foram obtidos aproximadamente 600 e 1000
Ml de MVs, respectivamente. O rendimento proteico dos dois parasitos foi
semelhante, tanto para o extrato total de formas epimastigotas, variando de 10 a 13
Mg/ml, quanto para as proteinas de superficie das MVs (0,5 pg/ml).

O diametro médio, determinado pelo Nano Sight, das MVs de T. cruzi e T.
rangeli foi semelhante: 201,6+28,1 e 290,2+48 nm, respectivamente. Esse tamanho
€ compativel com o tamanho descrito para MVs de varios tipos celulares e
parasitos.> Os resultados mostraram que a populacdo de MVs dos
tripanosomatideos € heterogénea em tamanho, mas permanece dentro da faixa de
tamanho entre 50 e 200 nm. Também foi observado que as MVs secretadas por T.
rangeli apresentaram concentracdo cerca de 10 vezes menor de particulas/ml do
gue as MVs de T.cruzi na mesma diluicdo (dados ndo mostrados).

Através do teste de ELISA, os soros murinos se mostraram reativos as MVs
proprias (dados ndo mostrados) e estas, portanto, foram consideradas
imunogénicas. Os soros também apresentaram reatividade cruzada (figura 1), sendo
que a densidade 6ptica (DO) mais elevada foi observada nas rea¢cdes com MVs de
T. rangeli contra soro anti-T.cruzi (figura 1A), com diferenca estatistica em relagdo
ao controle negativo (p<0,05).
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Figura 1: Reatividade sorolégica cruzada de MVs de T. cruzi e T. rangeli frente a soros
murinos. A — MVs de T. rangeli x soro anti-T.cruzi (barras pretas), controle negativo (barra branca) e
controle positivo: extrato total de epimastigotas de T. cruzi (barra cinza). B — MVs de T. cruzi x soro
anti-T.rangeli (barras pretas), controle negativo (barra branca) e controle positivo: extrato total de
epimastigotas de T. rangeli (barra cinza). Os resultados sdo expressos como média e desvio padrao
de duplicatas e estdo com o valor de branco (0,049) subtraido. * p<0,05 ANOVA one-way comparado
ao controle negativo.

Por outro lado, os soros de pacientes chagasicos crénicos foram reativos as
MVs de ambos os parasitos, mas de forma inespecifica, visto que os valores de DO
foram semelhantes entre 0s soros positivos e negativos para as mesmas titulagdes
(figura 2). A falta de especificidade nao é devida a qualidade dos anticorpos do soro,
pois 0os mesmos foram muito reativos e especificos contra extrato total de
epimastigotas de T. cruzi (figura 2C). Esses resultados podem ser devidos a
reatividade cruzada entre MVs de diferentes origens ou ainda a baixa carga
parasitaria dos pacientes que ja estdo na fase cronica da doenca, em contraste aos
camundongos, que foram infectados experimentalmente com indculos altos.
Imunoensaios com soros de pacientes em fase aguda podem auxiliar na
compreensao destes resultados.
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Figura 2: Reatividade sorolégica cruzada de MVs de T. cruzi e T. rangeli frente a soros
humanos chagasicos cronicos. A — MVs de T. rangeli x soros humanos. B — MVs de T. cruzi x
soros humanos. C — Extrato total de epimastigotas de T. cruzi x soro humano forma indeterminada (1),
cardiaca (C) e negativo (-). Os resultados séo expressos como média e desvio padrao de duplicatas e
estdo com o valor de branco (0,067) subtraido. * p<0,001 ANOVA one-way comparado ao negativo.

Conclusodes

Os resultados mostram que as microvesiculas sdo imunogénicas e
apresentam reatividade cruzada entre T. cruzi e T. rangeli, tanto em camundongos
experimentalmente infectados quanto em pacientes chagasicos crénicos.
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