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RESUMO

A tripanossomose africana € uma hemoparasitose transmitida pela mosca tsé-tsé que afeta o
homem e os animais, causando grandes perdas econdmicas. Esta doenca é causada por
protozoarios pertecentes ao género Trypanosoma, sendo a T. congolense, T. vivax e T. brucei spp.
as espécies de maior importancia. A tripanossomose animal em Africa é responsavel por elevadas

perdas ao nivel da pecuéria e na econémia em geral.

A principal medida de controlo é a quimioterapia e quimioprofilaxia, embora limitada pelo nimero
de tripanocidas disponiveis, e 0 desenvolvimento preocupante de resisténcia. Assim, o diagndstico
torna-se uma ferramenta importante pois permite o desenho de tratamento adequados. Todavia, 0s
métodos existentes ndo sdo satisfatdrios. Em particular, os testes existentes sdo baseados na
deteccdo de anticorpos circulantes, que ndo permitem diferenciar entre infeccdo activa e infeccao
passada, seguindo tratamento ou auto-cura. Neste contexto abriu-se espaco para o
desenvolvimento dum teste ELISA de captura de antigénios circulantes, que detecta infeccdes

ativas, com a vantagem adicional de poder ser adaptado em formato répido (tipo “dipstick®).

A malato desidrogenase citoplasmatica (c(MDH) foi escolhida como antigénio candidato devido a
sua provavel abundéancia na corrente sanguinea de hospedeiros ap6s lise do tripanossoma, € a

possibilidade de detecdo enzimatica.

A fim de expressar a forma recombinante da cMDH, a sequéncia codificante da proteina foi
amplificada por PCR a partir do DNA genémico de T. congolense, clonada num plasmideo de tipo
T-vector pTZ57R/T, seguido ap6s sequenciamento da sub-clonagem no plasmideo de expressdo
pET32a. A expressdo foi realisada na bactéria Escherichia coli estirpe BL21(DH3) sobre o
controlo do promotor induzivel T7. Ap6s inducdo por IPTG foi produzido uma proteina soltvel
com 50 kDa de peso molecular em fusdo com um His.Tag, que foi purificada por cromatografia
de afinidade por quelacéo ao niquel. Com a proteina imunizou-se dois coelhos e duas galinhas para
obtencdo de anticorpos policlonais, os quais foram usados para desenvolver o teste de ELISA de

captura.



Os anticorpos produzidos em coelho e em galinha mostraram a capacidade de reconhecimento da
cMDH nativa de T. congolense num lisado de tripanossoma por imunoblot, indicando o potencial
de reconhecimento da mesma presente em soro de bovinos infectados. De facto, ap6s o
desenvolvimento de um sistema sandwich-ELISA onde a enzima é capturada por IgY de galinha
e revelada por o soro de coelho, foi possivel mostrar ndo somente que os anticorpos policlonais
produzidos sdo capazes de capturar a cMDH nativa em soro de animais infectados por T.
congolense, mas também que existe uma correlacao positiva entre a intensidade do teste e 0s niveis
de parasitémia. Estes resultados sugerem que o sistema de captura do cMDH assim desenvolvido
poderia ser validado como um teste para o diagnostico de campo de infec¢Ges a T. congolense.

Palavras chaves: T. congolense, Malato desidrogenase citoplasméatico (cMDH), Diagnostico,
ELISA de captura



ABSTRACT

African trypanosomiasis is a hemoparasitosis transmitted by the tsetse fly that affects man and
animals, causing great economic losses. This disease is caused by protozoa belonging to the genus
Trypanosoma, with T. congolense, T. vivax and T. brucei spp. the most important species. Animal

trypanosomiasis in Africa is responsible for high losses in livestock and in the economy in general.

The main measure of control is chemotherapy and chemoprophylaxis, although limited by the
number of trypanocides available, and the always increasing existence of resistance. Thus,
diagnosis becomes an important tool because it allows the design of adequate treatment; however,
the existing methods are not satisfactory. Mostly based on the detection of circulating antibodies,
they cannot differenciate between active infection and recent but passed infection following
treatment or self-cure. In this context, room for the development of a circulating antigen capture
ELISA exists, which would detect active infections, with the added advantage to be open to

adaptation into a dipstick format.

Cytoplasmic malate dehydrogenase (cMDH) was chosen as candidate antigen due to its assumed

abundance in host bloodstream after trypanosome lysis, and the possibility of enzymatic detection.

In order to express the recombinant form of cMDH, the coding sequence of the protein was
amplified by PCR and cloned into the T-vector pTZ57R/T, sequenced, and subcloned into the
expression vector pET32. Expression was realized in the bacteria Escherichia coli strain BL21
(DH3), under the inducible promoter T7. After induction by IPTG a 50 kDa soluble protein was
produced, fused to a His.Tag. The recombinant protein was purified by affinity chromatography
based on Nickel chelation and used to immunize two rabbits and two chickens to raise polyclonal

antibodies, which were used to develop a capture ELISA test.

Antibodies raised in rabbit and chicken showed on an immunoblot the ability to recognize native
T. congolense ctMDH present in a trypanosome lysate, indicating a potential to also detect the
presence of circulating cMDH in sera from infected cattle. Indeed, a sandwich-ELISA was

developed, using the IgY as capture antibodies, and the rabbit serum as revelating antibodies that



not only could capture circulating cMDH in the serum of T. congolense-infected cattle, but also
showed a positive correlation between the intensity of the test and the level of parasitaemia.

This study demonstrates that the polyclonal antibodies produced are able to capture native cMDH
in serum from T. congolense infected animals with different levels of parasitemia. These results
suggest that the cMDH capture system that we developed can be validated as a test for the field

diagnosis of T. congolense infections.

Keywords: T. congolense, cytoplasmic Malate dehydrogenase (cMDH), Diagnosis, capture ELISA



1. INTRODUCAO

A tripanossomose africana é uma doenca parasitaria causada por varias espécies de protozoarios
pertencentes ao género Trypanosoma que afecta 0 homem e a maioria dos vertebrados domésticos
(Uilenberg, 1998; Aranda et al., 2006). Esta patologia encontra-se distribuida por varias partes do
mundo, com énfase para a regido da Africa Subsaariana, entre a latitude de 14° Norte e 27° Sul.
Esta regido ¢ também denominada “cinturdo tsé-tsé¢” (Uilenberg, 1998; Rey, 2001; Steverding,
2008).

Existem duas formas de tripanossomose africana, a triponossomose humana africana (THA)
conhecida como doenca do sono, causada por Trypanosoma brucei gambiense e T. b. rhodesiense,
e a tripanossomose animal africana (TAA), também designada por nagana, causada por diversas
espécies de tripanossoma, sendo os de maior importancia o T. congolense, T. vivax e T. brucei
(Aranda et al., 2006).

A TAA é uma doenca de grande importancia, sendo considerada um dos principais obstaculos para
desenvolvimento socioeconémico das zonas rurais do continente africano. Estima-se que na Africa
Subsaariana a tripanossomose animal seja responsavel por perdas anuais de até 4.5 bilhdes de
dolares americanos (Kristjanson et al., 1999; FAO, 2002; FAO, 2004; Baral, 2010; Abbeele and
Rotureau, 2013).

A TAA ¢ particularmente importante no gado bovino, representando um grande obstaculo na
producdo desta espécie em Mocambique, onde se estima que cerca de dois ter¢os do territorio

estejam infestados por mosca tsé-tsé (Sigauque et al., 2000).

As tentativas de melhorar a produtividade pecuéria em areas afectadas pela TAA tem como
abordagens principais o controlo da tripanossomose através do combate ao seu vector (mosca tsé-
tsé) e 0 uso de compostos tripanocidos com propriedades terapéuticas e / ou profilaticas. O controlo
da mosca tsé-tsé € muitas vezes insustentavel, devido ao seu custo, a possibilidade de
contaminag@o ambiental e a possibilidade de re-invasdo (Aksoy et al., 2005; Samdi et al., 2010).

Por seu turno, o principal problema associado ao uso regular e generalizado de tripanocidas é o



risco de desenvolvimento de estirpes de Trypanosoma resistentes a estes farmacos (Delespaux and
Koning, 2007).

O diagnostico € um complemento essencial das ac¢des de controlo. Um diagnostico preciso, rapido
e que possa ser aplicado em condicGes de campo, permite optimizar intervencdes terapéuticas e
profilaticas, adequando-as as especificidades de cada regido (Boelaert et al., 2012; Goto et al.,
2011). O diagnostico da TAA € geralmente feito com base em testes parasitologicos directos, testes
serologicos ou moleculares. A deteccdo de antigénios circulantes que consiste na captura
imunoquimica de moléculas excretadas ou libertadas por organismos patogénicos em fluidos
organicos, € uma abordagem de diagndstico relativamente nova, tendo sido ja aplicada com

sucesso na deteccdo de um numero substancial de doencas infecciosas.

A enzima malato desidrogenase citoplasmatica é importante no metabolismo energético dos
tripanossomas e é provavelmente libertada no sangue, apos a lise dos parasitas, na sequéncia da
resposta imunitaria do hospedeiro. Estes atributos indicam que esta molécula podera ser um
candidato interessante para o desenvolvimento de testes de captura para o diagnéstico da TAA.

Neste estudo fez-se a avaliacdo do potencial antigénico da enzima malato desidrogenase
citoplasmatica de Trypanosoma congolense para uso em testes de captura para o diagndstico de
infeccBes por este parasita. Os testes de captura de exo-antigénios permitem a diferenciacdo de
infeccdes activas das passadas, e tém potencial para aplicacdo em larga escala e em condigdes de

campo.



2. JUSTIFICATIVA

O controlo eficaz da tripanossomose animal africana depende em grande medida da existéncia de
métodos de diagnostico sensiveis, especificos, pouco onerosos, robustos, independentes de infra-
estruturainfraestrutura laboratorial sofisticada ou da especializagdo dos operadores. Testes de
diagndstico com estas caracteristicas podem ser aplicados em larga escala e em condigdes de
campo.

Existem varios métodos desenvolvidos para o diagndstico de tripanossomose, desde os mais
simples como os métodos parasitoldgicos directos que sdo extremamente especificos, porém de
baixa sensibilidade, até aos mais sofisticados como os métodos moleculares que séo geralmente
onerosos e dependem da existéncia de equipamento laboratorial complexo. Outro conjunto de
métodos de diagnostico sdo os testes seroldgicos que existem em diferentes formatos, podendo ser
aplicados no diagnostico individual ou populacional. Os testes seroldgicos existentes sdo baseados
na deteccdo de anticorpos circulantes, o que ndo é necessariamente indicacdo de infeccdo activa
(anticorpos especificos podem permanecer meses, se ndao anos, pos-tratamento ou auto-cura). Esta
caracteristica reserva-os principalmente para estudos epidemioldgicos. Os testes de captura de
antigenios identificam exclusivamente infeccGes activas por serem baseados na deteccdo de
moléculas produzidas pelo patdgeno. Estes testes podem ser desenvolvidos para formatos simples,
rapidos, de baixo custo e de sensibilidade e especificidade aceitaveis. Estes atributos conferem a
estes testes a possibilidade de aplicacdo individual ou populacional, em condi¢Ges de campo e na
auséncia de operadores especializados.

No contexto do presente estudo a enzima malato desidrogenase citoplasmatica (c(MDH) de T.
congolense foi escolhida como antigénio com potencial para o diagnéstico devido a sua provavel

abundancia na corrente sanguinea do hospedeiro no decurso de infec¢fes por este parasita.
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3. OBJECTIVOS

3.1. Objectivo Geral

O objectivo geral deste trabalho é avaliar o potencial antigénico da enzima malato desidrogenase
citoplasmatica de Trypanosoma congolense para uso em testes de diagndstico especifico deste

parasita.

3.2. Objectivos Especificos

@ Clonar por PCR a sequéncia codificante (ORF) da malato desidrogenase citoplasmatica

(cMDH) de Trypanosoma congolense;

<

Expressar e purificar a forma recombinante de cMDH em sistema de expressao bacteriano;

@ Produzir anticorpos policlonais contra a cMDH recombinante em galinha e coelho, e seguir a
cinética de imunizacéo por ELISA indirecto;

@ Acertar por Imunoblot a capacidade dos anticorpos dirigidos contra a forma recombinante da
enzima reconhecerem a cMDH nativa em lisado de T. congolense;

@ Estabelecer os parametros para desenvolver um teste de captura da cMDH usando os
anticorpos policlonais produzidos;

@ Avaliar o potencial do teste ELISA-sandwich desenvolvido para a captura de cMDH nativa

presente no soro de animais infectados por T. congolense.

11



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.  Tripanossomose Animal em Africa

Em 1852, o missionario e explorador escocés David Livingston (1813-1875) identificou pela
primeira vez o tripanossoma como sendo o causador da tripanossomose animal africana (TAA),
também designada nagana (Steverding, 2008). A TAA é uma doenca parasitaria considerada um
dos maiores constrangimentos para o desenvolvimento agropecudrio pois, limita a disponibilidade
de carne e de produtos lacteos em varias regides da Africa Subsaariana, incluindo Mocambique
(FAO, 2004; Hutchinson et al., 2004).

Estima-se que em Africa, a tripanossomose seja responsavel por causar aproximadamente 3.5
milhdes de mortes por ano, em varias espécies de animais domésticos. Adicionalmente, presume-
se que 60 milhdes de pessoas (FAO, 2002) e 45-55 milhdes de animais domésticos estejam em
risco de infeccdo na Africa Subsaariana (Kristjanson et al., 1999; Anene, Onah and Nawa, 2001;
Aksoy et al., 2005; Baral, 2010; Thumbi et al., 2010). Anélises econémicas indicam que um
melhor controlo da tripanossomose resultaria em ganhos de cerca de 700 milhdes de dolares
americanos em producdo pecudria (Kristjanson et al., 1999; FAO, 2002; Antoine-Moussiaux et
al., 2009).

4.2. Distribuicdo da TAA no continente Africano

A distribuicdo da TAA esta directamente relacionada com a distribuicdo do seu vector (Glossina
spp), a qual abrange uma éarea de aproximadamente 10 milhdes de km?, tendo como limites
latitudes de 14° Norte e 27° Sul (Ooijen, 1993; Rey, 2001; Steverding, 2008). A TAA afecta mais
de 38 paises da regido de Africa Subsariana (figura 1), sendo as espécies de maior importancia o
T. congolense, T. vivax e T. brucei spp. (Murray and Gray, 1984; Kristjanson et al., 1999; FAO,
2002; OIE, 2008; Abbeele and Rotureau, 2013).
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B Mosca tsé-tsé

M Bovinos e mosca
tsé-tsé

Figura 1: Distribuicdo da mosca tsé-tsé e do bovino no continente Africano
(Adaptado de PAAT Information System). htt//www.fao.org/ag/againfo/programmes/en/paat/infosys.h.

Informacdes sobre a distribuicdo e mapeamento da tripanossomose animal em Mogambique s&o
escassa e ndo actualizada, datando na sua maioria de 1946. A semelhanca de outros paises, a
distribuicdo da TAA em Mocambique esta associada a distribuicdo da mosca tsé-tsé (figura 2),
ocupando 550.000 km? do territorio o que corresponde a 75 % da extensdo do pais. A maior
incidéncia da doenca € verificada nas regides centro e norte. No sul do pais, esta doenca encontra-
se confinada a regido sudoeste da provincia de Maputo, essencialmente o distrito de Matutuine,
uma regido humida, que apresenta temperaturas altas, tendo como vegetacdo dominante matas
fechadas, caracteristicas que sdo propicias para o desenvolvimento e reproducédo do vector (FAO,
1987; Sigauque et al., 2000)

Figura 2: Distribuicdo da mosca tsé-tsé em Mogambique.
Fonte: Camara, 1946.
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4.3.  Sistematica do Trypanosoma

Os tripanossomas constituem um grande grupo de parasitas que infectam membros de todas as
classes de vertebrados. Estes parasitas sdo caracterizados por apresentarem uma grande
diversidade morfoldgica e genética, mas tém em comum uma membrana ondulante, cinetoplasto,
com ou sem flagelo livre (figura 3), variando segundo a espécie ( Mulligan, 1970; Rey, 2001; OIE,
2008; Aranda et al., 2006).

Membrana ondulante

Flagelo livre

Citoplasma
Cinetoplasto

Nicleo

Figura 3: Descricdo das caracteristicas gerais do tripanossoma
Adaptado de Rey, 2001.

O género Trypanosoma compreende espécies de parasitas transmitidos por varios vectores
invertebrados hemato6fagos, sendo a mosca tsé-tsé pertencente ao género Glossina o vector mais
importante na epidemiologia da TAA (Rey, 2001; OIE, 2008; Steverding, 2008).

A sistematica dos tripanossomas é fundamentalmente baseada na sua morfologia, todavia o ciclo
de vida e os hospedeiros também desempenham um papel importante (tabela 1), (Mulling, 1970;
Rey, 2011; Aranda et al., 2006). As espécies patogénicas mais importantes em animais domésticos
encontram-se na sec¢do salivaria, sendo os subgéneros Dutonella, Nannomas e Trypanozoon 0s

que apresentam maior destaque.
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Tabela 1: Sistematica dos tripanossomas de mamiferos. Subgéneros e diferentes espécies de
tripanossoma. Adaptado de Rey, 2001.

Categoria sistematica

| Espécies

Reino Protista

Filo Protozoa

Sub-filo Sarcomastigophora
Superclasse  Mastigophora

Classe Zoomastigophora
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomastidae

Género Trypanosoma

Seccdo Stercoraria
Subgénero Megatrypanum
Subgénero Herpetosoma
Subgénero Schizotrypanum

T.(Megatrypanum) theileri
T.(Herpetosoma) lewisi
T.(Schizotrypanum) cruzi

Seccdo Salivaria
Subgénero Duttonella
Subgénero Nannomonas
Subgénero Trypanozoon
Subgénero Pycnomonas

T.(Duttonella) vivax
T.(Nannomonas) congolense
T.(Trypanozoon) brucei
T.(Pycnomonas) suis

A secc¢do Stercoraria compreende as espécies que se desenvolvem no intestino posterior do vector,
sdo transmitidas pelas fezes deste, possuindo transmissdo contaminativa. Em contrapartida as
espécies da seccdo Salivaria sdo transmitidas pela saliva do vector durante a sua alimentacéo,

sendo esta transmissdo do tipo inoculativa ( Mulligan, 1970; Aranda et al., 2006; Hoare, 2010).

4.4. Trypanosoma congolense

O T. congolense é uma das espécies do subgénero Nannomonas, caracterizado por ter pequena
dimensdo, 8 a 24 um de comprimento. Existem trés subespécies distintas de T. congolense,
nomeadamente “Savannah”, “forest” e “Kilifi” (Uilenberg, 1998; Rey, 2001).

O T. congolense € a principal espécie causadora de tripanossomose animal, especialmente bovina,

em Africa e em Mocambique (Sigauque et al., 2000).

Em Mocambique, as &reas com maior infestacdo de T. congolense apresentam uma reducdo na

producdo agropecudria, devido ao facto de estas regides apresentarem menor populagdo bovina e
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consequentemente um reducdo da disponibilidade de carne, leite, bem como seus derivados
(Kristjanson et al., 1999; Sigauque et al., 2000).

As infeccdes por T. congolense podem ser agudas, subagudas ou cronicas, caracterizadas pelo
aparecimento intermitente do parasita na corrente sanguinea dos individuos infectados, febre
intermitente, anemia, perda de peso, imunossupressdo e alta mortalidade, o que resulta em
diminuicdo da produtividade e perdas de animais (Losos and lkede, 1972; Authié, 1994; OIE,
2008).

A evolucdo da parasitémia depende essencialmente da idade, estado imunitario, fisiologico e
nutricional do hospedeiro, bem como da antigenicidade do parasita. A mobilizacdo do sistema
imune reduz a carga parasitaria, pois nesse momento o parasita cessa a sua multiplicacao e diminue
a sua propagacao. Contudo, o parasita pode persistir por longo tempo no organismo do hospedeiro,
este fendmeno sustentado pelas varia¢@es antigénicas do mesmo (Barbet e Mcguire, 1982).

Na corrente sanguinea os tripanossomas libertam enzimas, dentre elas a malato desidrogenase, que
se pensa poder ser encontrada em niveis elevados, sendo por isso potencialmente detectavel
(Vernal et al., 2001; Aranda et al., 2006).

4.4.1. Ciclo de Vida do Trypanosoma congolense

O T. congolense é uma das principais espécies associadas a TAA e o seu ciclo de vida ocorre no
hospedeiro vertebrado e no vector (Glossina) (Moloo, Kabata and Gitire, 2000)  (Abbeele and
Rotureau, 2013; Rey, 2001).

A mosca tsé-tsé infecta-se ao alimentar-se de sangue de um animal infectado por T. congolense na
sua forma sanguinea. Apoés a ingestdo de sangue infectado pela Glossina, as formas sanguineas
transformam-se em formas prociclicas. Na mosca tsé-tsé, o ciclo evolutivo do T. congolense
completa-se no intestino médio, onde as formas prociclicas multiplicam-se activamente e depois
migram para o proventriculo onde transformam-se em formas longas chamadas tripomastigotas
(Rey, 2001; Peacock et al., 2012; Abbeele and Rotureau, 2013). Os tripomastigotas migram para

0 proboscides, onde se diferenciam em formas epimastigotas, estas formas séo caracterizadas por
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apresentarem extremidades longas e com a parte posterior torcida. As formas epimastigotas depois

diferenciam-se em formas metaciclicas, as formas infectantes (Peacock et al., 2012).

A infeccdo ocorre quando os tripanossomas metaciclicos sdo inoculados no novo hospedeiro
vertebrado quando a mosca tsé-tsé se alimenta novamente. No local da inoculagdo, o0s
tripanossomas metaciclicos multiplicam-se localmente como formas tipicas do sangue, produzindo
em poucos dias um inchago inflamatdrio cutaneo. Depois disso, eles entram na corrente sanguinea,
multiplicam-se e a parasitemia torna-se detectavel no sangue periférico (Urquhart et al., 1998). O
periodo entre a ingestdo de tripomastigotas do hospedeiro mamifero e a mudanga para formas

metaciclicas na mosca tsé-tsé varia de uma a trés semanas (Uilenberg, 1998).

Hospedeiro vertebrado

Vector - mosca tsé-tsé

Intestino médio Proventriculo Proboécio _ﬁw
TN

: forma metaciclica
forma de tripanossoma .
na corrente sanguinea

forma epimastigota

forma tripomastigota

Figura 4: Ciclo de vida de Trypanosoma congolense

Representacdo esquematica adaptada de Peacock et al., 2012. T. congolense apresenta variagdes morfoldgicas que
ocorrem no hospedeiro vertebrado (mamifero) ou no vector (mosca tsé-tsé). A fase de desenvolvimento no vector,
inicia-se quando este se alimenta de sangue infectado, a forma sanguinea diferencia-se na forma prociclica, e no
intestino médio esta forma aumenta o seu comprimento. Chegado ao proventriculo a forma prociclica termina a divisdo
e torna-se uniforme em tamanho e forma. O tripomastigota migra para o probéscides, onde se diferencia na forma
epimastigota, esta forma é caracterizada por apresentar extremidades longas e com a parte posterior torcida. A forma

infectante (metaciclica) é muito pequena e ndao se multiplica.
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45. Controloda TAA

O objectivo final do controlo da tripanossomose é assegurar que 0S animais tenham uma
produtividade vidvel em éreas infestadas por tsé-tsé. As Unicas estratégias de controlo da
tripanossomose que tiveram sucesso até hoje sdo, por ordem de importancia, os farmacos
tripanocidos, o controlo do vector, a criagdo de gado tripanotolerante em éareas infestadas com
moscas tsé-tse, e a eliminacdo dos hospedeiros reservatérios (Ooijen, 1993; Mahama et al., 2003;
Panosom and Inform, 2007; Baral, 2010).

4.5.1. Uso de tripanocidas

A quimioterapia e quimioprofilaxia sdo na pratica os principais métodos de controlo, sendo o0s
anicos tripanocidas em uso o cloreto de isometamidio e 0 aceturato de diminazeno. O cloreto de
isometamidio apresenta propriedades profilaticas e terapéuticas, sendo o aceturato de diminazeno
utilizado exclusivamente para fins terapéuticos (Delespaux et al., 2005; Delespaux and Koning,
2007).

A existéncia de um ndmero limitado de farmacos disponiveis no mercado para a profilaxia e
tratamento da tripanossomose, associado ao custo de aquisi¢cdo e ao uso irracional dos mesmos,
sdo factores que contribuem para a ocorréncia da resisténcia do parasita a estes farmacos(Anene,
Onah and Nawa, 2001; Geerts et al., 2001; Chitanga et al., 2011).

A falta de métodos de diagnoéstico sensiveis, especificos, robustos, reproduziveis, baratos, com
possibilidade de aplicacdo em larga escala em condigdes de campo e sem dependéncia de
operadores especializados tem como consequéncia a dificuldade de instituir regimes terapéuticos
em tempo Util, bem como adequar regimes profilaticos as caracteristicas epidemiologicas

especificas de cada regido (Anene, Onah and Nawa, 2001; Aksoy et al., 2005).
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45.2. Controlo do vector

A eliminacéo do vector é a abordagem mais eficaz para o controlo da tripanossomose, no entanto,
esta solucdo tem sido dificil de implementar devido a insustentabilidade desta medida, que se
prende ao custo elevado, e a possibilidade de contaminacdo ambiental e ao risco de reinvaséo
(Aksoy et al., 2005; Samdi et al., 2010).

O controlo do vector é conseguido principalmente pelo uso de insecticidas, aplicados de forma
aerea ou terrestre, uso de armadilhas para captura, eliminacdo selectiva de habitats e utilizacao de
machos estéreis. Um exemplo de sucesso no controlo do vector através do uso de machos estéreis
foi reportado em 1997, na ilha de Zanzibar (Kabayo, 2002; Schofield and Kabayo, 2008)

l OA Lacrol | i‘ 5 o
Figura 5: Armadilhas para captura de vector e banhos com inseticida
Adaptada de WHO, 1998.

4.5.3. Eliminagéo de hospedeiros reservatorios

A eliminacdo de animais selvagens, que sdo considerados assintomaticos ou reservatérios da

doenca, pode contribuir para o controlo da doenca, todavia esta mediada ndo é sustentavel pois

para além do seu custo elevado leva a destruicdo do meio ambiente (Kabayo, 2002; Schofield and
Kabayo, 2008).

Figura 6: Animais selvagens geralmente assintomaticos
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4.5.4. Ragas tripanotolerantes

Racas tripanotolerantes sao aquelas com caracteristicas genéticas que as permitem sobreviver em
areas de elevada incidéncia de tripanossomose, devido & habilidade que estas racas tém de
controlar de forma mais eficiente do que as racas susceptiveis, o efeito patogenico das infeccGes
por tripanossomas (Murray et al., 2004). Estas racas tém capacidade de limitar a patogenicidade
dos tripanossomas, controlando os niveis de parasitémia, apresentando menor reducdo de
hematocrito, mantendo uma boa condigéo corporal e desempenho reprodutivo (Authié, 1994).

As racas de bovinos africanos com estas caracteristicas sio da espécie Bos taurus da Africa
ocidental, os mais conhecidas sindo N’Dama and Baoulé. Estas ragas sdo uma alternativa de
controlo pois apresentam uma boa produtividade em areas endémica, podendo ser usadas para o
repovoamento e melhoramento em éreas altamente infestadas pela mosca tsé-tsé. Todavia, esta
alternativa de controlo tem a desvantagem de se tratar de racas geralmente de menor tamanho e
menos productivas (leite ou carne), quando comparadas com as ragas tripanosuceptiveis (Murray
et al., 2004).

Apesar de existirem varias medidas de controlo de tripanossomose, ainda néo existe um método
que por si responda eficientemente a este propdsito, este facto que serve de incentivo para o
desenvolvimento de novas ferramentas de diagnostico que contribuam de forma mais adequada

para a prevencéo e terapia da doencga (Assembly, 2002; Steverding, 2008).

4.6.  Diagndstico da tripanossomose animal africana

O diagnostico da tripanossomose tem em conta a endemicidade da regido, uma vez que em regifes
endémicas o diagndstico presuntivo é baseado nos sinais clinicos caracteristicos da doenca
(essencialmente anemia e perda de peso). No entanto, os sinais clinicos por si ndo sédo suficientes
para o diagnastico definitivo da tripanossomose. O diagndstico definitivo desta condicdo € obtido
a partir de resultados de testes laboratoriais especificos.
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Os métodos de diagnostico agrupam-se em parasitologicos, serologicos e moleculares (Eisler et
al., 1998; Hopkins et al., 1998; Goto et al., 2011) Boelaert et al., 2012), e variam de acordo com
a sensibilidade, especificidade, facilidade de aplicacdo e custos associados aos mesmos (Paris,
1982).

4.6.1. Métodos Parasitoldogicos

Os metodos parasitoldgicos para o diagndstico da tripanossomose sdo baseados na observacédo
microscopica do agente patogénico da doenga no sangue, nddulos linfaticos ou outros tecidos
através de exame directo por observacdo microscopica (Hopkins et al., 1998; Uilemberg, 1998;
Rebeski et al., 2000; Hutchinson et al., 2004).

Os métodos mais usados sdo o "Buffy-coat" (Woo and Kauffmann, 1971), a gota fresca e 0s
esfregacos corados por Giemsa. Estes testes tém como principio observar caracteristicas

morfoldgicas, identificando o agente patogénico ao nivel de espécie (Hopkins et al., 1998).

Estes métodos sdo ainda os mais utilizados no diagndstico parasitoldgico veterinrio. Todavia,
intensos esfor¢os sdo dirigidos para o desenvolvimento de ferramentas de diagnostico que possam
ser aplicadas ao nivel de campo, ndo requeiram técnicos especializados, mas retenham niveis de

sensibilidade e especificidade similares aos da microscopia e sejam menos laboriosos re

4.6.2. Métodos Moleculares

A reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida por Kary Banks Mullis em 1983 e é
considerada uma técnica revolucionaria em relacdo a sensibilidade do diagndstico, pois permite a
sintese in vitro de multiplas cdpias especificas de fragmentos de DNA, que podem ser usados para
varios propasitos (Lynch & Brown, 1990; White et al., 1989).

O diagndstico baseado na PCR apresenta elevada especificidade e sensibilidade e permite detectar
pequenas quantidades do parasita nas amostras infectadas. O uso desta técnica trouxe um
consideravel ganho no diagnostico e caracterizagdo do tripanossoma, permitindo a identificacao
de novas espécies ou subespécies. Além disto, a PCR possibilitou 0 aumento na sensibilidade e

especificidade na detecgdo do tripanossoma no seu vector ( Uilemberg, 1998; Ouma et al., 2000;
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Delespaux et al., 2003). Apesar das suas vantagens, esta técnica apresenta como grande
desvantagem o elevado custo associado a necessidade de laboratorios equipados com
equipamentos sofisticados, o que limita a sua aplicacdo a estudos de campo, bem como o seu uso

rotineiro.

4.6.3. Métodos Seroldgicos

H& muitos anos que os testes seroldgicos sdo usados como ferramenta para o diagnéstico da
tripanossomose. No ano de 1899 foi desenvolvido com sucesso o teste de fixa¢do do complemento
(CF) para o diagndstico do T. evansi e T. equiperdum em Varios animais domésticos com o
objectivo de proteger a introducao de animais infectados em zonas livres dos Estados Unidos, bem
como em campanhas de erradicacdo da tripanossomose no Canada. Este teste caiu em desuso pelo
facto de ser uma técnica bastante complicada e de dificil aplicacdo em diagnéstico rotineiro
(Nantulya, 1990; Hutchinson et al., 2004).

Para além do CF foram desenvolvidos teste de imunofluorescéncia indireta (IF), os quais tiveram
também utilizacdo limitada, principalmente devido ao seu custo, a necessidade de utilizacdo de
equipamentos sofisticados e a sua inadequacdo a condi¢cdes de campo. Com o intuito de superar
algumas limitacBes do IF, principalmente aquelas associadas a dificuldade de automacdo e
objectividade de leitura, foi desenvolvido em 1975 o primeiro ensaio ELISA para o diagndstico de
tripanossoma ( VVoller et al. 1978; Nantulya 1990).

A introducdo de imunoensaios enzimaticos (ELISA) foi um grande avan¢o no campo
do diagnostico de varias enfermidades. O teste ELISA é uma técnica seroldgica que tem como
principio a deteccdo da interacdo antigénio-anticorpo por meio de uma reacdo enzimatica que
utiliza um substrato especifico. A enzima que esta acoplada a uma anti-imunoglobulina
(conjugado) processa o substrato, resultando num produto colorido soltvel (figura 7) ( Voller et
al., 1976;
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Voller et al. 1978; Benjamin & Leskowits, 1991; Henry, 1996)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller
<i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>,
1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller
<i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>,
1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller
<i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>,
1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976)(Voller <i>et al.</i>, 1976). Este teste foi usado pela primeira

vez para diagnosticar infec¢Ges por T. rhodesiense em Humanos e mais tarde para infecgOes por

Substrato >
N
m
Anti-imunoglobulina
conjugada a uma enzima
Anticorpo
primério

ELISA Indirecto

T. evansi em animais (Nantulya, 1990).

Figura 7: Interaccdo indirecta antigénio-anticorpo (Elisa Indirecto)

Inicialmente, o teste ELISA era fundamentalmente utilizado para a deteccdo de anticorpos
circulantes. Para este propoésito, este método de diagndstico é considerado muito sensivel, robusto
e menos laborioso que os testes seroldgicos precedentes. Apesar destas vantagens, este teste
apresentava importantes limitacdes para o diagnostico directo devido principalmente a sua
dificuldade de diferenciar infeccGes activas das curadas, devido a longa persisténcia dos anticorpos
apos o tratamento (Desquesnes, 1996; Greiner et al. 1997; Rebeski et al. 1999; Madruga et al.
2006; Thumbi et al. 2008; Authié et al., 2010).

O ELISA de captura, baseado na deteccdo de antigénios circulantes especificos (figura 8), com

capacidade de detectar infeccOes activas, constitui uma revolugdo neste formato de ensaio
serologico (Nantulya 1990; Rebeski et al. 1999).
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Este tipo de teste, para além de servir os propoésitos de diagndstico directo, apresenta vantagens
em relacdo ao formato indirecto, pois aumenta a especificidade, mantendo niveis similares de
sensibilidade e reprodutibilidade. Adicionalmente, o ELISA de captura apresenta bom potencial
de padronizacdo, possibilidade de aplicagdo em larga escala, sem dependéncia de operadores
especializados, sendo facil de adaptar a formatos rapidos (testes “dipstick™) (Buscher et al.,2001;
Madruga et al. 2006; Viljoen & Luckins 2012).
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Figura 8: Representacdo esquematica do ELISA de captura

O primeiro teste ELISA de captura para tripanossoma (também chamado de ELISA-antigénio, ou
ELISA-sandwich) foi desenvolvido (Nantulya, 1990) e divulgado por uma iniciativa da
FAO/IAEA no inicio dos anos 90 (Fao/laea, 1993). Portanto, provaram muito decepcionantes em
condicdes de campo (Rebeski et al., 1999). Porem, estes testes vém incentivando, de forma
continua, a investigacdo de novas moléculas com o intuito de contribuir para 0 melhoramento da
eficacia do diagnostico da tripanossomose.

Neste trabalho avaliou-se o potencial da enzima malato desidrogenase citoplasmatica para o
diagndstico de tripanossomose bovina, causada por T. congolense. Para este propdésito foi

desenvolvido uma experiéncia de imunocaptura.

4.7.  Malato desidrogenase

A malato desidrogenase (MDH) é uma enzima mitocondrial do ciclo de Krebs que desempenha
um papel importante no metabolismo de hidratos de carbono, pois catalisa a oxida¢do do L-malato
em oxaloacetato com NAD* como coenzima, resultando um substrato oxidado oxaloacetato e
NADH, portanto fornecendo electrfes para a cadeia respiratdria do ciclo do &cido tricarboxilico
(ciclo TCA) das células (figura 7) (Teague & Henney 1973; Goward & Nicholls 1994; Anderson
et al. 1998; Minarik et al. 2002; Wurochekke et al. 2010).

25



Malate ~ / NAD-

{

MDH ———— |

|. l\'
Oxaloacetate « ™ NADH

Figura 9: Representacdo esquematica da reaccdo enzimatica da malato desidrogenase
Adaptada de Aranda et al., 2006.

Esta enzima pertence a uma grande familia das proteinas desidrogenase dependentes NAD. A sua
estrutura € muito semelhante a estrutura terciaria e a funcéo da lactato desidrogenase (LDH) e é

provavel que tenham o mesmo ancestral (Goward & Nicholls 1994; Hunter et al. 2000).

As células eucaridticas possuem duas formas distintas de MDH: a forma mitocondrial (IMMDH) e
a forma citoplasmatica (cMDH), as quais podem ser usadas para determinarem o metabolismo
bioldgico e actividade da enzima MDH (Goward & Nicholls 1994; Anderson et al. 1998; Aranda
et al. 2006).

O mMDH eucaridtica é uma das enzimas do ciclo de acido tricarboxilico, enquanto o cMDH
juntamente com isoenzimas de aspartato aminotransferase esta envolvida na transferéncia de
equivalentes redutores a partir do citosol para a mitocondria (Anderson et al., 1998; Hunter et al.,
2000).

Vaérios estudos tém sido desenvolvidos utilizando lactato desidrogenase para o diagndstico de
infeccdes por Plasmodium, onde se observou que a forma recombinante de LDH € facil de
expressar e detectar, o que Ihe atribui as caracteristicas necessarias para a sua utilizacdo em ensaios

de imunocaptura no diagndstico da malaria (Maltha et al., 2012).

Com base nas semelhancas entre LDH e MDH, usou-se a enzima malato desidrogenase para
desenvolver diferentes experiéncias de imunocaptura com o intuito de avaliar o potencial da MDH
citoplasmatica para o diagnéstico da tripanossomose. O Unico MDH presente nas formas

sanguineas do parasita é o0 cMDH, que ¢é expresso em niveis elevados, sugerindo que este tenha
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um papel importante no metabolismo do tripanossoma (Clayton and Michels, 1996; Vernal et al.,
2001).

Apesar da ORF das isoformas de MDH ja terem sido funcionalmente clonadas e expressas e terem

sido amplamente usadas em estudos de caracterizacdo de espécies de tripanossoma, as funcdes
destas isoenzimas ainda ndo sdo completamente conhecidas (Hunter et al., 2000; Aranda et al.,
2006).

Neste estudo utilizar-se-a a forma citoplasmética da enzima malato desidrogenase. Pressupde-se
que esta enzima seja libertada na corrente sanguinea ap6s a lise dos tripanossomas e que esteja
representada em concentracdes possiveis de deteccdo através de um teste ELISA. Este teste tem
como objectivo diagnosticar a presenca de tripanossoma no sangue através da deteccdo de um

metabolito importante destes parasitas (Clayton and Michels, 1996).
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5. Material e Métodos

5.1. Local de estudo

O presente estudo foi realizado no Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo Mondlane
(CB-UEM), situado no campus da Faculdade Veterinaria da UEM, Avenida de Mogambique km

1.5 e também na granja da Faculdade de Veterinaria, situada no mesmo campus.

5.2.  Estirpe de Trypanosoma congolense

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se a estirpe de tripanossoma T. congolense L1180
(Nantulya et al., 1984). Este material foi cedido pelo ILRI-Nairobi (Quénia), inoculado em
murganhos e submetido a varias passagens, e é presentemente conservado com 10 % glicerol em

nitrogénio liquido, no CB-UEM.

5.3.  Animais de laboratério:

Neste estudo foram utilizados coelhos, galinhas e bovinos.

o Duas (2) galinhas poedeiras comerciais utilizadas para a producdo de ovos na granja da
Faculdade de Veterinaria, foram usadas para imunizag&o e purificacdo de 1gY dos ovos.

o Dois (2) coelhos criados na granja da Faculdade de Veterinaria foram usados para imunizacdo
e para a producdo de anticorpos policlonais.

o Bovinos de raca local Nguni (Bos indicus) foram utilizados em infecces experimentais.

o Dez (10) murganhos Balb C criados no biotério de Centro de Biotecnologia, foram usados para

imunizacao e purificacdo de Trypanosoma congolense.
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5.4. Métodos:

5.4.1. Desenho dos Primers

Devido a auséncia de sequéncias de MDH de T. congolense, foram utilizadas sequéncias de MDH
de T. brucei depositadas no GenBank.

As sequéncias de MDH de T. brucei foram submetidas a alinhamento multiplo, utilizando o
software ClustalX. Das sequéncias alinhadas foram selecionadas as regides mais conservadas deste
gene para buscar a sequéncia correspondente na sequéncia do genoma de T. congolense (The

Trypanosome Project, Sanger Institute, www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/

trypanosoma-congolense). A partir desta sequéncia foi desenhado os primers, iniciando ao nivel
do codao de iniciagdo ATG e terminando ao nivel do codéo stop da sequéncia codificante (ORF),
ambos subsituados por coddes que permitem a clonagem in frame com o quadro de leitura presente
no vector de expressdo pET32a. Adicionalmente, com base nas informacdes do mapa do vector de
expressdo pET32a (Novagen, Madison, WI, USA) foram introduzidos sitios de restricdo para a
enzima EcoRI para o forward primer (Fw) e Notl para o reverse primers (Rv) (tabela 2). Os sitios
de restricdo foram adicionados com o intuito de cumprir uma subclonagem direcionada, visando a
correcta insercdo do fragmento de MDH no plasmideo de expressao no quadro de leitura adequado.
Usando estes primers foi possivel obter amplicons de cMDH de T. congolense de
aproximadamente 1000 pb, correspondente aos 987 pb esperadas.

Tabela 2: Primers usados na amplificacdo do gene MDH de T. congolense

Primer Sequéncia

(Fw)

MDH EcoRIl - Primer Forward | 5>’AAA GAATTC TCA AAA GCG ACG AAG CGA GTG 3’

GCG CTC 3

MDH Notl Primer Reverse (Rv) 5’AAA AGC GGC CGC TGC CCC GAG TGC CTG CTC

*Sublinhados e a negrito sdo mostrados os sitios de restricdo para as enzimas EcoRI e Notl respectivamente.
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5.4.2. Extraccdo do DNA gendmico de T. congolense e PCR

Para a extraccdo de DNA gendmico utilizou-se amostras de sangue de murganhos infectados com
T. congolense 1L1180. O DNA foi extraido usando o kit de extracdo Dneasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante.

O DNA gendmico extraido foi usado como molde para a amplificacdo do gene de MDH de T.
congolense (figura 10). Resumidamente, para a PCR foi feita a desnaturacdo por 5 min a 94 °C,
emparelhamento dos primers a 50 °C/30 s e sintese a 72 °C/30 s, durante 25 ciclos, seguido de
uma extenséo final a 72 °C/7 min. Foram utilizados os primers descritos na tabela 2, em 25 pl de
reaccao. Os reagentes utilizados e as respectivas concentragdes sdo descritos na tabela 3.

Figura 10: Esquematizagdo da reaccdo da polimerase em cadeia (PCR)

A separacédo do produto de PCR foi feita por electroforese em gel de agarose a 1.5% com tampéo
TBE 1X (0.89 M tris-basico, 0.89 M é&cido bérico, 0.02 M EDTA, pH 8), durante 45 minutos, a
100 volts.

Tabela 3: Condi¢bes da PCR utilizada para a amplificacdo do gene MDH de T. congolense

Reagentes Concentracdo/reaccao
Tampdo 1x
dNTPs 0.5 mM
MgCl» 2.5 mM
Primer Fw 0.25 mM
Primer Rv 0.25 mM
Taq polimerase 0.025 U
DNA 5ul
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5.4.3. Clonagem de cMDH de T. congolense no T-Vector pTZ57T/R

O producto de PCR (987 pb) foi purificado, usando o kit GeneJet Gel Extraction (Thermo

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), através do seguinte protocolo: bandas com o tamanho

de DNA desejado foram retiradas do gel utilizando-se um bisturi estéril e colocadas num tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml. Aos pedagos de gel, foi adicionado um volume de “binding buffer”
equivalente ao seu peso em gramas (1 ml de tampéo para 1 g de gel). Os pedacos de gel com
“binding buffer” foram suavemente misturados e posteriormente incubados a 60 °C até que o
agarose estivesse totalmente solubilizado. Depois da solubilizag&o, a mistura foi transferida para
uma pequena coluna seguido de centrifugacdo por 1 min. Em seguida o sobrenadante foi
descartado e a coluna lavada duas vezes com 700 pl de “washing buffer” mediante centrifugagao
por 1 min e descarte dos sobrenadantes resultantes. Posteriormente, 0 DNA foi eluido em dois
passos consecutivos onde foram utilizados 30 pl de “elution buffer” seguido de 1 min de repouso
a temperatura ambiente e uma centrifugacdo por 1 min. O DNA purificado foi recuperado em
solugéo aquosa, e posteriormente verificado por meio de electroforese em gel de agarose a 1.0 %.
Apbs a purificacdo, o produto de PCR foi clonado no plasmideo de clonagem pTZ57T/R
(Novagen, Madison, WI, UAE) (figura 11), um “T-vector” que possui nas duas extremidades um
residuo dideoxi-Timina (ddT), que vai poder se apariar com o residuo Adenina adicionado nao-
especificamente pela polimerase Tag as duas extremidades do amplicon. Feita a ligacdo
transformaram-se células competentes comerciais de E. coli IM109 (Fermentas, Vilnius, Lituania).
As bactérias transformadas foram espalhadas em placas de Petri com meio de cultura Luria-Bertani
(LB) contendo IPTG, X-gal e ampicilina, “overnight” (O/N) a 37 °C. Findo o tempo de incubacao
foram identificadas as bactérias recombinantes pelo método de blue-white (a-complementagéo da
B-galactosidase). A insercdo do amplicon destrui o quadro de leitura do a-fragmento da -
galactosidase, resultando em uma enzima incapaz de processar o X-gal do meio, dando col6nias
brancas. As col6nias que ndo tém incorporado um inserto tém um o-fragmento inteiro, dando uma
B-galactosidase activa capaz de clivar o X-gal, libertando um nucleo indolil de cor azul. As
colonias azuis foram consideradas ndo recombinantes e descartadas, e as coldnias brancas
consideradas recombinantes, e seleccionadas. As colonias seleccionadas foram cultivadas em meio
LB com ampicilina O/N e submetidas a miniprep usando o kit GeneJET™ plasmid miniprep

(Fermentas). Para isso, 1,5 ml da cultura foram transferidos para um tubo de microcentrifugacao,
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centrifugadas a 13 000 g, 5 min, RT, e o sobrenadante descartado. O pellet contendo células foi
resuspendido em uma solucdo de resuspencao (250 ul), ao qual foi adicionado a solucéo de lise
(250 pl), sequido pela solucéo de neutralizacdo (350 pl). O lisado foi centrifugado (13 000 g, 5
min, RT), tendo o sobrenadante pds centrifugacao sido transferido para uma coluna (GeneJET™
spin column) e qual foi centrifugada (13 000 g, 1 min, RT), tendo-se procedido ao descartar do
respectivo sobrenadante. Para a lavagem da coluna foi utilizada solucéo de lavagem (500 pul) e a
coluna foi centrifugada a 13 000 g por 1 min, RT. Esta lavagem foi repetida uma vez.
Seguidamente a coluna foi transferida para um tubo de microcentrifugagéo de 1.5 ml, ao qual foi
adicionado o tampao de eluigdo (50 pl) e o DNA plasmidico eluido por centrifugacdo de 1 min. A
presenca dum inserto no plasmideo foi confirmada por PCR usando primers cujas sequéncias sao
situadas de cada lado do sitio de insercdo do fragmente (MCS multiple cloning site) no plasmideo
pTZ57T/R (M13 universal primers foward e reverse). Quatro plasmideos purificados contendo

insertos foram enviados para sequenciamento (BecA, ILRI, Nairobi, Quénia).
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Adel, Ppu21l 230

Pdml 2564 / i

Hinil 2505 / BlozZ! 242 RAccesl 627
Begl 948!,\\ Alol 279 Kpnl 627
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Scal, Tatl 2447 Mval2691 637
™ Mph11031 G39
Xbal 644
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Figura 11: Representacdo esquematica do mapa do vector de clonagem pTZ57R/T, onde estdo indicados os locais
nicos de restrigdo
Guia de Usuério: InsTAclone PCR Cloning. http://www.fermentas.com/catalog/kits/kitinstaclone.htm.

5.4.4. Subclonagem em vector de expressao

Apos a confirmagao da auséncia de mutagdes, com base nos resultados de sequenciamento, fez-se
a digestdo do vector de expressdo, e a preparacdo da ORF da cMDH, ambos com ajuda das enzimas
de restricdo EcoRI e Notl. Para isso, 1 pg do vector pET32a (figura 12) purificado foi primeiro
cortado por enzima Notl, conhecida por ser um “mau-cortador”, a linearizagdo do plasmideo

verificado por electroforese dum aliquota, do resto da preparacgéo ser cortado por a segunda enzima
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EcoRI. Posteriormente procedeu-se a desfosforilagdo do vector, usando a enzima SAP (Fermentas)
e a purificacdo do mesmo por precipitacao ao etanol para eliminar enzimas e tampao. Um protocolo
semelhante foi seguido para preparar a ORF: o plasmideo pTZ57R/T-cMDH foi cortado primeiro
com Notl, a linearizagcdo verificada por electroforese, pois cortado com EcoRI. Plasmideo
pTZ57R/T EcoRI/Notl e inserto cMDH EcoRI/Notl foram separados por electroforese, e o inserto
purificado do gel como descrito em cima para o produto PCR. Apo0s essas preparacgoes, fez-se a
subclonagem da ORF da cMDH no vector de expressdo pET32a por ligacdo dos fragmentos
EcoRI-inserto-Notl com EcoRI-pET32a-Notl, utilizando a enzima T4 DNA ligase O/N a 4 °C.
Feita a ligacdo procedeu-se a transformacao de células competentes de E. coli JIM109 comerciais
como descrito em cima. Seguidamente fez-se o rastreio utilizando varios métodos, incluindo PCR
directo das colonias obtidas utilizando primers T7 promotor foward e T7 terminator reverse do
vector e separacdo em electroforese por gel de agarose 1.0 %. Quatro coldnias positivas foram
cultivadas em meio LB com ampicilina O/N, o plasmideo purificado por miniprep como descrito
em cima, cortado por EcoRI/Notl para verificar a presenca do inserto, e usado para transformar
células de E. coli estirpe BL21 (DH3) por electroporacdo (MicroPulser™, BioRad), seguindo as
instrucdes fornecidas. A necessidade de transformar primeiro a estirpe JM109 com a mistura de
ligacdo antes de transformar células BL21 (DH3) com o plasmideo recombinante purificado é

eXplicada e detalhada no capitulo “discussdo”.
As bactérias transformadas foram espalhada em meio solido LB com ampicilina, deixadas a

crescer O/N, e dois pra cada plasmideo original escolhida, oito em total, e conservadas a -80 °C
com 20 % glicerol.
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Figura 12: Representacdo esquematica do mapa do vector de expressao pET32a
Nele estdo indicados os locais Unicos de restricdo (esq.) e da regido de inser¢do (dir.).
https://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/pet_and_duet vectors %28novagen%29/pET-32a%28+%29/.

5.4.5. Expressdo de proteinas em colénias de E. coli BL21 (DH3) contendo o vector e

purificacdo de cMDH recombinante

Para a expressdo de proteinas MDH em E. coli BL21 (DH3), fez-se uma selec¢do de quatro

coldnias recombinantes, cultivadas O/N, em meio LB liquido contendo ampicilina (50 pg/ml) a 37

°C e sob constante agitacdo. No dia seguinte, fez-se uma diluicdo da cultura 1:10 em meio LB

liquido fresco contendo ampicilina (50 pg / ml), deixou-se crescer de novo uma hora, e a expressao

foi induzida através de 0.3 mM de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), seguido de

incubacdo, durante 4 horas a 37 °C (figura 13), adicionando ampicilina ao meio cada hora (50 pg

/ ml final).
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34



https://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/pet_and_duet_vectors_%28novagen%29/pET-32a%28+%29/

Figura 13: Esquema ilustrando a metodologia de expressdo

O pellet de ceélulas foi recolhido por centrifugacdo a 5000 g durante 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi resuspenso em tampéo de lise (Tris-HCI
a 50 mM, NaCl 200 mM, 1 % de Triton X100, 100 pg / ml de lisozima, 250 pg/ml PMSF, 10 mM
de B-mercaptoetanol, pH 8,2) a 4 °C, incubado durante 15 min até o lisado se tornar visualmente
Viscoso, ao qual momento fez-se de seguida uma sonificacdo 3 vezes por 30 s cada, mantendo o

tubo no gelo.

Uma aliquota do lisado obtido foi reservado (fraccdo total), e o resto centrifugado de novo 10 min
a 10 000 g a 4 °C, o sobrenadante reservado (fraccdo soltvel), e o pellet resuspendido em &gua
(fraccdo insolavel). As trés fraccdes dos produtos de expressao foram verificados por SDS-PAGE,
utilizando o gel de corrida a 12 % e stacking gel a 4 %.

Posteriormente foi feita a purificacdo da proteina recombinante presente na fraccao soltvel (figura
14), através de cromatografia de afinidade em resina de niquel (Ni-NTA), fazendo uso do His-Tag
codificado pelos plasmideos pET, conforme descrito pelo fabricante (HisPur™ Ni-NTA Resin kit

- Thermo Scientific).
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Figura 14: Representacdo esquematica de purificacdo pelo método de cromatografia de afinidade, onde estdo
representadas as etapas.

5.4.6. Determinacgéo da concentracao proteica

Feita a purificacdo da proteina, determinou-se a concentracdo proteica de cada fraccdo obtida
durante a elui¢cdo com base em espectrofotometria usando o coeficiente de extincgdo 1,4 DO2go =~

1 mg/ml proteina (NanoDrop 1000, Thermo Scientific).

5.4.7. Obtencéo do lisado de T. congolense

Para a obtencdo do lisado de T. congolense foram infectados 10 murganhos Balb/c com sangue T.
congolense 1L1180 criopreservado. Foi feita a inoculacdo via intraperitonial e cinco dias depois
iniciou-se o controlo da parasitémia, usando 0 método de observagdo microscopica de uma gota
de sangue fresco colhido na ponta da cauda. O controlo da parasitémia foi feito todos dias até se
observar uma parasitémia minima de 8,1 segundo a escala de Herbert & Lumsden (1976), o
equivalente a 1.25x108 — 25.10°8 parasitas / ml de sangue.

Os animais que apresentavam uma parasitémia <1.25x108 parasitas/ml de sangue foram
sacrificados. Para isso, animais foram adormecidos por inalacdo de cloroférmio, pois procedeu-se
a colheita de sangue por puncéo cardiaca.

Os tripanossomas foram separados das células vermelhas, usando o método de purificacdo baseado

na coluna de troca anionica DE52, segundo o protocolo de Lanham & Godfrey (1970).

5.4.8. Producéo de anticorpos policlonais

Para a producéo do anticorpo policlonal (anti-soro) contra a cMDH recombinante de T. congolense
foram imunizados dois coelhos machos da raca Nova Zelandia. Os animais foram mantidos na
granja da Faculdade de Veterinaria, da Universidade Eduardo Mondlane. O protocolo de
imunizacdo consistiu na inoculacdo subcutanea bilateral, com uma agulha 23G de 4 doses de 250
pl de cMDH recombinante purificada (2.57 mg/ml), isto =~ 600 pg, misturada a igual volume de
adjuvante completo (ACF) ou incompleto (AIF) de Freund. Na primeira inoculagéo foi utilizado
0 ACF, seguido por 3 inoculagdes de reforgo com AIF, nas semanas 2, 8 e 23 (tabela 4). O sangue

foi colhido semanalmente, da veia marginal da orelha para tubos sem anticoagulante devidamente
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identificados. Apds um processo de coagulacdo de 24 horas a 4° C, o soro foi separado do coagulo,
por centrifugacdo a 3000 rpm, a 4 °C, durante 15 min. A cinética de imunizacao foi posteriormente

determinada, utilizando o teste ELISA indirecto (ver 5.4.10).

Tabela 4: Representacdo esquematica de imunizacgdo dos coelhos com malato desidrogenase de T.
congolense, usado para producdo de anticorpos policlonais

Data de Imunizacéo In6culo Adjuvante Via de Inoculagdo Quantidade
administrada
30.10.2013 ACF (250 pl) 500 pl
13.11.2013 CMDHTr (250 ul) | AIF (250 pl) Sc 500 pl
08.01.2014 AIF (250 ul) 500 pl
16.02.2014 AIF (250 pl) 500 pl

Legenda: Na tabela acima estdo representadas as datas de imunizagdo, as solugdes injectadas e sua via de
administracdo, para cada coelho. Os animais foram imunizados com 500 pl da mistura antigénio/adjuvante.

cMDHTr — forma recombinante de malato desidrogenase citoplasmatica

ACF — Adjuvante Completo de Freund

AIF — Adjuvante Incompleto de Freund

Sc — Subcutanea

Semelhantemente, foram também imunizadas duas galinhas poedeiras. As injec¢fes foram feitas
via intramuscular (peito) com trés (3) injeccoes de reforgco nas semanas 2, 4 e 8 (tabela 5). Os ovos
foram recolhidos diariamente e as imunoglobulinas Y (IgY) foram purificadas a partir da gema
dos ovos, utilizando uma técnica de precipitacdo com PEG descrita por Polson et al. (1985),
descrita na sec¢do 5.4.9. A cinética de imunizacdo foi seguida semanalmente utilizando o teste de
ELISA indirecto descrito na seccéo 5.4.10.

Tabela 5: Esquema de imunizagdo das galinhas com malato desidrogenase de T. congolense, usado para

producdo de IgY especificos contra cMDH

Data de Imunizacéo In6culo Adjuvante Via de Inoculacdo Quantidade
administrada
29.05.2014 ACF (250 pl) 500 pl
13.06.2014 CMDHr (250 ul) | AIF (250 pl) IM 500 pl
30.06.2014 AIF (250 ul) 500 pl
11.07.2014 AIF (250 pl) 500 pl

Legenda: Na tabela acima esta representada as datas de imunizacéo, as soluc@es injectadas e sua via de inoculagéo,
para cada galinha. Os animais foram imunizados com 500 ul da mistura antigénio/adjuvante.

cMDHTr — forma recombinante de malato desidrogenase citoplasmatica
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ACF — Adjuvante Completo de Freund
AIF — Adjuvante Incompleto de Freund

IM — Intramuscular

5.4.9. Isolamento de IgY

O isolamento de IgY foi efectuado de acordo com os métodos descritos por Polson et al. (1985).
Fez-se a separacdo da gema de ovo da albumina e do saco vitelino, depois a gema foi misturada
com dois volumes de tampéo de fosfato de sédio 100 mM pH 7,6 contendo 0,02% w/v de NaN3,
tendo sido também adicionado 3,5% w/v de PEG 6000, homogeneizado até completa dissolugéo.
A solucao foi entdo centrifugada a 4420 g durante 30 min a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi, em seguida filtrado através de algodao hidrofobico para obter um produto filtrado. Ao filtrado
foi depois adicionado 12% (w/v) de PEG 6000 e a solucdo centrifugada a 12 000 g durante 20 min
a temperatura ambiente. O sedimento foi dissolvido num volume igual ao volume original da gema
com o mesmo tampéo fosfato. Em seguida, 8,5 % de PEG (w/v), foi adicionado, dissolvido e
centrifugado novamente a 12 000 g durante 20 min a temperatura ambiente. O sedimento foi

redissolvido em 1/6 do volume original da gema em tampéo fosfato.

A concentracdo de IgY foi determinada espectrofotometricamente a 405 nm utilizando uma
diluicdo de 1:10 das amostras em tampdo fosfato de sédio 100 mM, com base no Kit de ensaio
BCA (BCA protein assay kit — Pierce™ Sigma).

De maneira semelhante aos coelhos, a cinética de imunizacao das galinhas foi seguida usando uma
concentracdo de 50 pg/ml de IgY em tampéo de bloqueio, e um conjugado peroxidase anti-lgY de
galinha (Sigma-Aldrich) diluido 1/10 000.

5.4.10. Desenvolvimento do teste de ELISA Indirecto

Um ensaio de ELISA indirecto, usando a cMDH recombinante como antigenio, foi optimizado
com base na avaliagdo cruzada do antigénio, soro e conjugado, para a determinacéo das melhores
concentragdes de cada componente. Neste ensaio foi feito em placas de 96 pogos “Sterilin™”

(Thermo Scientific), usando leite em pd desnatado (Biological Diagnostic Supplies Limited,
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Kilmarnock, RU) 0,5 % como agente bloqueador. Tendo sido determinadas as condi¢des dptimas,

foi desenvolvido o protocolo para o ensaio.

Para o efeito, cada placa foi revestida com 2 pg/ml de antigénio diluido em tamp&o carbonato-
bicarbonato 50 mM, pH 9.6, e incubado O/N a 4 °C. Em seguida, as placas foram bloqueadas com
200 pl de solucéo de bloqueio (0,5% de leite em pd desnatado em PBS com 0.1 % Tween-20)
durante 1 h a temperatura ambiente, pois descartada. De seguida foi adicionada a solucdo de
anticorpo primério diluido 1/500 em solu¢éo de bloqueio, num volume de 100 pl/poco e incubado
a 37 °C, durante 1 h e 30 min. Finda a incubacao, a solucdo de anticorpo foi descartada e a placa

submetida a trés lavagens de 5 min em PBS-0,1 % tween20.

O anticorpo secundario usado foi um anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (Thermo
Scientific) numa diluicdo de 1/10 000 em solucéo de bloqueio, 100 pl/poco incubado durante 1
hora a 37 °C. Apds trés lavagens em PBS-tween, a reaccdo foi revelada com 100 ul/pocgo de
substrato k-Blue (Neogen corporation, Lansing, Michigan, EUA), incubada no escuro a
temperatura ambiente durante aproximadamente 30 min (figura 15). A densidade Optica (OD) foi
lida a 605 nm utilizando um leitor espectrofotométrico de placas de ELISA (Fluostar Optima
BMG, Labtech, Uckfield, RU).

3. Anticorpo secundario

2. Anticorpo

primario r

conjugado
1. cMDH

Figura 15: Representacdo esquematica da interacdo indirecta antigénio-anticorpo (ELISA indirecto)
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5.4.11. Avaliacéo dos anticorpos policlonais por Western blot

Para verificar se os anticorpos policlonais produzidos em coelhos e galinhas sdo capazes de
reconhecer a cMDH nativa recombinante e ndo s6 a cMDH recombinante, fez-se o teste de
“western blot”, também chamado de imunoblot. Um lisado de T. congolense (= 10 pg) e a cMDH
recombinante purificada foram postos num gel de electroforese (SDS-PAGE), seguido da

transferéncia das proteinas numa membrana de nitrocelulosa.

Ambos a malato desidrogenase recombinante (c(MDHTr) e as proteinas presentes no lisado de
tripanossoma foram primeiramente separada em gel de policrilamida a 12 % (v/v) sob condicdes
redutoras juntamente com um marcador de peso molecular de proteinas (PageRuler Prestained
Protein Ladder - Thermo Scientific). Finda a separacdo as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose seguindo o protocolo de Towbin et al. (1979). Foi preparada uma
"sandwich" constituido dum conjunto duma almofada, 2 folhas de papel de filtro, gel, membrana
de nitrocelulose, 2 pedacos de papel de filtro e uma almofada, tudo embebido em tampé&o de
transferéncia (25 mM de Tris, 192 mM de glicina, 20 % (v/v) de metanol) evitando a formacéo de
bolhas de ar. A posigao relativa das diferentes camadas da “sandwich”, foi determinada de forma

a garantir que as proteinas migrassem do gel para a membrana de nitrocelulose.

O “sandwich” foi de seguida colocado na cuba de transferéncia (Bio-Rad), um sistema humido, a
uma intensidade de 50 V durante 1 h. Apds a transferéncia para a membrana de nitrocelulose, fez-

se a coloracdo com solugdo de Ponceau e descoloragdo com agua.

O produto transferido foi posteriormente blogueado a 4 °C, O/N, com 5 % de leite em p6 desnatado
em PBS. Posteriormente foi retirada a solucdo de bloqueio e adicionado o anticorpo primario
(policlonais de coelhos na diluicdo de 1/500 ou IgY de galinha a uma concentragao de 50 pg/ml)
diluido em 5 % de leite em pd desnatado, seguido de uma incubacéo de 2 h a temperatura ambiente

com agitacéo.

Findo o tempo de incubacéo, seguiram-se 3 lavagens com 0.5 % de PBS-Tween por 5 min cada.
De seguida adicionou-se o anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase diluido 1/1000 e
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incubado por 2 h a temperatura ambiente com agitagdo. Foram entdo feitas trés lavagens de 5 min
com PBS-Tween 0.5 % e depois foi adicionada a solu¢éo de substrato (0,06% de 4-cloro-1-naftol,
20% de metanol e 0.0015 % H>02 em PBS 1x), seguido de 30 min de incubagdo no escuro. A

reac¢do foi bloqueada com adicdo de agua e feita a leitura e interpretacdo dos resultados.

5.4.12. Desenvolvimento do teste ELISA de Captura

Vérias titulacBes "xadrez" foram realizadas para determinar as condi¢fes optimais para a captura
da cMDH. Foram determinadas as concentracdes ideais dos anticorpos de captura, com base em
diluicBes seriadas de IgY anti-cMDH (100 pg/ml; 50 pg/ml; 25 pg/ml; 12.5 pg/ml; 6.25 pg/mi;
3.13 pg/ml; 1.56 pg/ml; 0.78 pg/ml; 0.39 pg/ml; 0.20 pg/ml; 0.09 pg/ml; 0.05 pg/ml) e de
anticorpos policlonais de coelho (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600; 1/3200; 1/6400; 1/12800),
usando cMDH recombinante como antigénio de captura a 2.57 pug/ml (stock de cMDH diluido

1000 x) e o conjugado anti-coelho numa dilui¢do de 1/10.000.

A figura 16 é uma representacao esquematica do teste de captura aqui desenvolvido, onde a placa
foi revestida com 100 pl/poco de IgY (10 pg/ml), diluida em tampéo carbonato 50 mM, pH 9.6 e
incubado O/N a 4 ° C. Depois fez-se o bloqueio com 200 ul/poc¢o de solucdo de bloqueio (0.5 %
de leite em p6, e PBS com 0.1 % Tween 20), durante 2 horas a 37 °C. De seguida foram adicionados
200 pl/pogo da amostra contendo o antigénio (soros de bovinos infectados) diluido 1/500 em
solucdo de bloqueio e incubado durante 2 h a 37 °C. Fez-se trés lavagens de 5 min cada com uma
solucdo de lavagem (0,1% de Tween 20 em PBS 1x). Finda as lavagens foi adicionado 200 ul/pogo
de um anticorpo de coelho anti-cMDH, o qual foi incubado durante 2 h a 37 °C. Seguidamente
blogueou-se durante 15 min a 37 ° C. Depois foram adicionados 200 pl/pogo de anticorpo
conjugado peroxidase anti-coelho diluido 1/10.000 em solucdo de blogueio que foi incubado
durante 1 h a 37°C. A reacc¢do foi revelada utilizando 150 pl/pogo de substrato k-Blue (Neogen
corporation), incubada no escuro a temperatura ambiente durante aproximadamente 30 min. Cada
etapa de incubacdo foi sucedida de trés lavagens de 5 min em PBS-tween 20. A densidade dptica

foi lida a 605 nm num espectrofotdmetro.
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Figura 16: Representacdo esquematica do ELISA de captura
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6. RESULTADOS

No presente estudo foi clonada a sequéncia codificante (ORF) tendo sido expressa e purificada a
forma recombinante da malato desidrogenase citoplasméatica de T. congolense. O potencial

antigenico desta proteina foi posteriormente avaliado.

6.1. Amplificacdo da ORF da MDH a partir de DNA gendmico de T. congolense

Foi usada a PCR para a amplificacdo da ORF da malato desidrogenase. O produto da PCR foi
submetido a electroforese em gel de agarose para sua visualizacdo, onde foi possivel observar
bandas com peso molecular de aproximadamente 1000 pb, sendo o tamanho esperado de 987 pb
(figura 17).

10000 pb e

1000 b e <== cMDH

Figura 17: Amplificacéo por PCR da ORF do gene da cMDH

Primers especificos para cMDH de T. congolense, foram usados para a amplificacdo do gene. Linha M: marcador de
peso molecular; linha 1: controlo negativo (sem DNA como molde); linha 2: 100 ng de DNA de T. congolense como
molde; linha 3: 50 ng de DNA de T. congolense como molde; linha 4: 25 ng de DNA de T. congolense como molde;
linha 5: 12.5 ng de DNA de T. congolense como molde.

O produto da amplificacdo foi purificado do gel, obtendo-se um fragmento de DNA
correspondente ao peso molecular desejado (x 1000 bp). Este fragmento foi posteriormente usado

na clonagem em T-vector (pTZ57R/T).

43



6.2. Clonagem da ORF de cMDH no vector de clonagem T-vector (pTZ57R/T) e rasteio

de clones

O amplicon de cMDH foi usado para a clonagem em T-vector (pTZ57R/T) e posterior
transformacéo de células E. coli JM 109. As coldnias recombinantes foram submetidas a um
rastreio com base na cor das coldnias, onde as azuis foram consideradas ndo recombinantes e as
brancas potenciais recombinantes. Das colonias brancas foram selecionadas 21 e submetidas a um
segundo rastreio com base na técnica de PCR, onde se utilizaram primers universais situados dos
dois lados do sitio de inserc¢do, por forma a ter certeza da presenca do DNA esperado; Oito (8)
das colonias foram positivas com um produto amplificado de aproximadamente 1100 pb, enquanto

as ndo recombinantes apresentaram amplicons de aproximadamente 100 pb (figura 18).

6000 ph
3000 pb

1000 pb
150 bp

6000 pb
3000 pb

1000 pb

150 bp

M 1516 1718 19 20 21

Figura 18: Rastreio por PCR das coldnias brancas transformadas por pTZ57R/T+inserto de PCR da cMDH, usando
primers universais M13 foward e M13 reverse especificos para o vector.

Linha M: marcador de peso molecular; linha 1 a 20: col6nias brancas; 1,2,4,7,13,17 e 18: col6nias recombinantes
(cMDH+T-vector).

Os plasmideos dos oito clones positivos foram mandados para sequenciamento a fim de verificar
a auséncia de mutacdo introduzida pela polimerase Taq. Apenas dois deles ndo tinham nenhuma
mutacdo pontual, sendo exactamente como a sequéncia presente na base de dados das sequéncias

do genoma de T. congolense. Um dele foi escolhido para as etapas a seguir.
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6.3.  Subclonagem da ORF de cMDH no vector de expressdo pET32a e rasteio de clones

Ap0s a identificacdo das coldnias recombinantes, fez-se a digestdo do plasmideo recombinante (T-
vector + cMDH) com as enzimas EcoRI e Notl por forma a libertar o inserto de interesse, o qual
foi subsequentemente purificado. Simultaneamente fez-se a restricdo do plasmideo de expresséo
pET32a com as mesmas enzimas, seguida da desfosforilacdo. Seguidamente fez-se a ligacéo do
inserto ao vector de expressao com ajuda da enzima T4 DNA Ligase, e a mistura de ligacéo serviu
para transformar células de E. coli JM109, seguido de selec¢do aleatoria de colonias e rastreio por
PCR das mesmas de forma a confirmar se a subclonagem havia ocorrido de forma eficaz (figura
19). Das 17 coldnias que foram submetidas ao rastreio por PCR, 3 se tornaram positivas, isso &,
pareciam ter incorporado o inserto. O DNA dessas colonias foi extraido por miniprep, e serviram
para transformar células competentes BL21 (DE3) por electroporacéo.

10000 pb —

1000 pb —

250 pb —

Figura 19: Rastreio por PCR das colonias transformadas por pET32a+ORF EcoRI/Notl de cMDH

Primers T7 promotor foward e T7 terminator reverse especificos para o vector foram usados para o rastreio.

Linha M: marcador de peso molecular; linha 1 a 17: coldnias transformadas; linha 5, 9 e 12: Col6nias recombinantes
(MDH+pET32a) de T. congolense; C+: controlo positivo.

6.4. Expressdo da cMDH de T. congolense em E. coli BL21 (DE3)

Ap0s a subclonagem de MDH em pET32a seguido da transformacdo em E. coli BL21 (DE3), as
colonias recombinantes foram cultivadas e fez-se a inducdo da expressao da proteina através da
inducdo com o IPTG, e posteriormente procedeu-se a lise das col6nias e separacdo do lisado em 3
fraccOes: total, soltvel e insollvel.

Foi feita depois a andlise dos lisados em SDS-PAGE, onde as proteinas presentes foram separadas
num campo eléctrico segundo o seu peso molecular. Foi possivel observar que a proteina de fuséo
cMDH-His.Tag foi correctamente expressa, em grande quantidade, e pode ser encontrada em todas
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as fraccOes do lisado. O peso molecular observado foi de aproximadamente 50 kDa (figura 20), o
que combina com o peso molecular esperado da cMDH (= 37 kDa), a0 qual deve ser adicionado

aquilo dos varios Tags do vector (= 15 kDa).

Colénia 5 Colénia 9 Colé6nia 12
——— —

T e e
FT FS FI FT FS FI FT FS FI

100KD2 e
70 kDa me—m

55 kDa s

35 kDa

25 kD2 e

10 kD2 cumm

Figura 20: Analise da expressdo de cMDH em E. coli usando SDS-PAGE
As proteinas foram separadas num gel de 12 %, e coradas com azul de Coomassie.
Linha M: marcador de peso molecular; FT: fraccdo total; FS: frac¢do solGvel e FI: fraccdo insolivel. As setas

representam a presenga de MDH no sobrenadante do lisado das col6nias 5, 9 e 12 respectivamente.

6.5.  Purificacdo da cMDH recombinante

ApoOs a expressdo da proteina recombinante foi feita a purificacdo da mesma, utilizando a
cromatografia a afinidade por quelacdo ao niquel. Apos elui¢do foram recolhidas 5 frac¢Ges que
foram analisadas por SDS-PAGE sobre condicdo reduzida e foi possivel obter bandas que estdo
representadas com setas, indicando o sucesso da purificacdo da proteina recombinante, com o

tamanho esperado de aproximadamente 50 kDa (figura 21).
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Figura 21: Andlise da purificacdo da cMDH recombinante
Usou-se cromatografia de afinidade em coluna de niquel aproveitando a presenca dum His.Tag do plasmideo. Linha
M: marcador de peso molecular; S: fraccdo sollvel; UB: proteina ndo ligada; 1 a 5: MDH purificada. As setas

representam a presenca de cMDH.

Apbs a purificacdo foi feito a quantificacdo da proteina com base na espectrofotometria com o

Nannodrop e obteve-se uma concentracdo de 2.57 mg/ml.

6.6.  Producdo de anticorpos policlonais especificos para cMDH recombinante em galinha
e coelhos

Foram imunizados 2 coelhos e 2 galinhas com cMDH recombinante para producéo de anticorpos

policlonais. Para os coelhos usou-se soro obtido por centrifugacdo do sangue do animal colhido

semanalmente, enquanto para galinhas purificou-se IgY a partir da gema de ovos. Ambos

anticorpos foram usados em testes ELISA indirectos para determinacéo da cinética de imunizacéao

(figuras 22 e 23).

A avaliacdo da cinética da resposta imune por ELISA indirecto foi realizada com o intuito de

determinar a semana com maior titulo de anticorpos contra a cMDH recombinante. A semana em

gue o soro mostrou maior reactividade foi depois utilizada em todos os ensaios subsequentes.
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Galinhas

As galinhas 1 e 2 apresentaram resposta imune ondulante em todo o percurso de anélise.

Para efeitos de testes subsequentes, foram utilizados soros colhidos nas semanas que mostraram
picos de concentracdo de IgY, durante o periodo de estudo, sendo a 10%e 112 semana para galinha
1 e 2 respectivamente (figura 22).

Avaliaciao da resposta deanticorpos IgY 4 imunizacao de cMDHTr nas
Galinhasle2

L

(=]
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1 —+—Galinha 1
—8—Galinha 2

0 2 4 ] 10 12 14 16
ﬂ ‘[r ﬁ Semanas pos-imunizacio

Figura 22: Cinética da resposta imune das galinhas 1 e 2 apds imuniza¢do com a cMDH recombinante
Duas galinhas (1 e 2) foram imunizados nas semanas 0, 2, 4 e 8 com aproximadamente 600 pug de cMDH recombinante
purificada.

Coelhos

Foi também avaliada a cinética da resposta imune de coelhos 1 e 2 por ELISA indirecto, onde é
possivel observar que o titulo de anticorpos policlonais flutua em todo o percurso de anéalise para
os 2 coelhos.

Para os testes subsequentes, foi usado os soro da semana 18 que provou ser 0 pico da resposta

imune para os dois coelhos em estudo (figura 23).
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Figura 23: Cinética da resposta imune dos coelhos 1 e 2 apds imunizagdo com a cMDH recombinante
Dois coelhos (1 e 2) foram imunizados nas semanas 0, 2, 9 e 15 com aproximadamente 600 g de cMDH recombinante

purificada.

6.7. Reconhecimento da cMDH nativa pelos anticorpos policlonais dirigidos contra a

cMDH recombinante por Western blot.

Esta experiéncia servia a confirmar a capacidade de reconhecimento da cMDH nativa pelos
anticorpos policlonais anti-cMDH recombinante produzidos em coelho. Por isso, fez-se uma
electro-transferéncia das proteinas dum lisado de tripanossoma separadas por eletroforese ao longo
da cMDH recombinante usada como controlo positivo para uma membrana de nitrocelulose,
seguida de uma sondagem da membrana pelos anticorpos policlonais (técnica do western blot).
Foi possivel observar bandas que demonstram a capacidade de reconhecimento da cMDH nativa
pelos anticorpos policlonais de coelho, bem como da cMDH recombinante.

A figura 24 mostra que os anticorpos policlonais anti-cMDH recombinante reconhecem tanto a
cMDH recombinante como a nativa, representada por uma banda de tamanho de peso molecular
de aproximadamente 50 kDa para a cMDH recombinante, e uma banda de tamanho menor,

aproximadamente 37 kDa, para a cMDH nativa.
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Figura 24: Avaliacdo por Western blot do reconhecimento da cMDH recombinante e cMDH nativa pelos anticorpos
policlonais produzidos em coelhos
Linha M: marcador de peso molecular; TL1, TL2: lisado de T. congolense; cMDHr: cMDH recombinante purificada;

FS: fracgdo soltvel dum lisado de E. coli expressando a cMDH.

6.8.  Avaliacdo do potencial dos anticorpos policlonais produzidos em coelhos e galinhas

para a captura da cMDH nativa em soro de bovinos infectados

Foi feito um teste ELISA de captura por forma a avaliar a capacidade dos anticorpos policlonais e IgY
produzidos em coelhos e galinhas respectivamente, para capturar a MDH circulante presente no soro de
bovinos infectados por T. congolense. Os anticorpos anti-cMDH utilizados no teste ELISA de captura
foram 1gY de galinha e soro de coelho. Uma avaliagdo inicial do “sandwich” coelho-galinha (o soro de
coelho foi usado pra revestir a placa e as IgY de galinha pra revelagdo da reac¢do) ou galinha-coelho (IgY
de galinha para revestir a placa e soro de coelho para revelar a reacdo) foram feitos por forma a determinar
a combinagdo mais adequada. Os resultados mostraram que o sandwich composto de IgY a 10 pg/ml como
anticorpo de captura e soro de coelho a uma diluicdo de 1/500 oferece os melhores resultados. Esta
combinacdo foi usada para os ensaios subsequentes de ELISA de captura.

Soros de bovinos experimentais infectados por T. congolense estirpe L1180 foram escolhidos no
banco de soro do CB-UEM baseado na carga parasitaria dos mesmos a fim de obter um painel que
apresenta uma gradacéo de 1.2x10° parasitas/ml (parasitemia baixa) até 6.2x10° parasitas/ml (alta
parasitémia), passando por varios niveis de parasitémia media. Usou-se também soros de animais

ndo infectados como controlos nos testes.
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Assim foi possivel observar que a combinagdo de anticorpos testada de facto é capaz de capturar a cMDH
no soro de animais infectados num ambito dum teste ELISA-Sandwich, como demonstra a diferenca de DO
entre soros negativos e soros positivos. Ainda mais, foi possivel observar que quanto maior for o nivel de
parasitémia do animal, maior é a captura do antigénio em estudo (figura 25).

E de salientar que este teste apresentou indicios de captura da cMDH nativa mesmo em casos de animais
com muito baixa parasitémia (1.2x10° parasitas/ml), o que verifica o potencial deste sistema como teste
diagnostico.

Captura de MDH em soro de bovinos
experimentalmente infectados

M Captura de MDH

3

Diferentes nivies de parasitemia

Figura 25: Representacéo grafica da avaliacdo da captura de cMDH circulante em soro de bovino com diferentes
niveis de parasitémia com anticorpos policlonais

A imagem representa o sandwich galinha-coelho, onde as barras laranjas representam o nivel de DO obtido. O eixo
dos X estdo representados 0s soros do bovino com diferentes niveis de parasitémia na sequéncia crescente de 1 a 7
(pré-infeccdo, 1.2x10° parasitas/ml, 2.5x10° parasitas/ml, 3.9x10* parasitas/ml, 7.9x10* parasitas/ml, 3.1x10°
parasitas/ml, 6.2x10° parasitas/ml).
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7. DISCUSSAO

O limitado nimero de farmacos tripanocidos, bem como a insustentabilidade dos métodos de
controlo de vectores principalmente em Africa Subsariana onde a mosca tsé-tsé ocorre, induzem a
necessidade de existéncia de métodos de diagnostico cada vez mais eficazes (Hopkins et al. 1998;
Rebeski et al. 2000; Buscher et al. 2001).

O diagnostico eficaz e atempado da tripanossomose favorece o controlo e / ou a erradicagdo da
doenca, pois facilita o desenho direcionado das medidas de controlo para cada regiéo.

Por forma a contribuir para o controlo da tripanossomose animal em Mocambique, o presente
estudo avaliou a enzima malato desidrogenase citoplasmatica (cMDH) para o diagnostico de T.
congolense.

A enzima cMDH de T. congolense foi identificada como candidata para uso no diagndstico da
tripanossomose pelo facto de ser expressa em niveis elevados na forma sanguinea, sugerindo que
desempenha um papel importante no metabolismo do parasita (Vernal et al., 2001; Aranda et al.,
2006)

7.1.  Clonagem da ORF de cMDH no vector de clonagem T-vector (pTZ57R/T) e rastreio

No presente estudo usou-se 0 DNA gendmico de T. congolense como molde para a amplificacao
da ORF de cMDH, uma sequéncia de 987 pb. O amplicon resultante da PCR foi purificado e
clonado em T- vector (pTZ57R / T).

A clonagem ocorreu com sucesso, facto facilitado pela auséncia de intrées no DNA gendémico dos
tripanossomas, uma caracteristica tnica dos Kinetoplastidae que permite usar directamente 0 DNA
gendmico como molde em processos de clonagem para expressdo génica (Halbig et al., 2004;
Donelson, 2003; Perelman e Boothroyd, 1990). Os intres séo trechos de DNA néo codificante
situados dentro das regides transcritas ao longo dos genes nos genomas da maioria das especies
eucarioticas, separando as sequéncias codificantes (exdes) dos genes (Perelman and Boothroyd,
1990).
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Na engenharia molecular eucariota, é geralmente necessario usar o cDNA sintetizado a partir de
RNA mensageiros, onde os intrdes sdo removidos por splicing durante a maturacdo do RNA
(Stryjewska et al., 2013). Nas bactérias e os Kinetoplastidae (incluindo todos os tripanossomas) é
possivel usar directamente o DNA gendémico, a sequéncia codificante, ou ORF, ndo sendo
interrompida desde o codéo de iniciagdo ATG/AUG até o codao stop (que seja no DNA genémico
tal como no RNA mensageiro).

O fragmento de PCR produzido, ou amplicon, possui a sua extremidade 5’ um sitio de restrigdo
para a enzima EcoRI e a sua extremidade 3’ um sitio Notl. Teria sido teoricamente possivel de
cortar o produto de PCR directamente com as duas enzimas, e clonar por ligagdo num vector de
expressao cortado com as mesmas enzimas. Nao se usou esta estratégia por duas razdes. Primeira,
porque as enzimas de restricdo cortam dificilmente nas extremidades de fragmentos de DNA
(Stryjewska et al., 2013), e muitas vezes nao é possivel saber se um fragmente foi cortado ou néo,
complicando muito as manipulagdes, e aumentando o risco de faléncia. Alias, apesar de ter sido
tentado muitas vezes, nenhum resultado positivo nunca foi publicado usando aquela estratégia (A.
Boulangé, comunicacdo pessoal). Segunda, pois usou-se a polimerase Tag, conhecida para
introduzir mutacdes (Glick e Pasternak, 1998), era necessario sequenciar os fragmentos destinados
a expressdo. O sequenciamento necessita quantidade relativamente elevada de plasmideo, o que é
mais facil obter com plasmideo de clonagem do que com plasmideo de expressdo, devido ao

numero baixo de cépias (http://www.giagen.com/plasmid/bacterialcultures.aspx).

Assim, usou-se uma estratégia que faz uso dum T-vector, 0 pTZ57R/T. Trata-se de um vector de
clonagem linear que possui um residuo dideoxitimidina (ddT) nas suas extremidades 5°, o que ndo
sO impede a recircularizacdo do vector, mas também facilita a insercdo do amplicon produzido
pela polimerase Tag, devido a adicdo nao especifica de residuos Adenina a cada extremidade do

mesmo através da sua actividade Adenil-terminal transferase (Nascimento et al., 1999; Lima 2008)

O vector pTZ57R/T permite o rastreio conhecido como “azul/branco”, ou também a-
complementacdo. Baseia-se no facto de que a inser¢do dum inserto dentro do vector interrompe e
inactiva a p-galactosidase (lacZ) resultando na incapacidade de degradacéo do substrato artificial
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) presente no meio de cultura.
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Assim, as colonias tendo incorporado plasmideos ndo recombinantes podem degradar o X-gal,
originando em nucleo indole responsavel pela cor azul das coldnias, enquanto a presenca de
colonias brancas apés a transformacao de bactérias € um indicativo de existéncia de bactérias com
plasmideo recombinante, porque ha presenca do inserto na regido de multipla clonagem do vector
(Nascimento et al., 1999).

7.2.  Subclonagem da ORF de cMDH no plasmideo pET32a, expressao em E. coli BL21
(DE3) e purificagdo da cMDH recombinante

A sequéncia codificante pela cMDH foi subclonada no vector de expressdo pET-32a e expressa
com éxito em sistema bacteriano, na estirpe de E. coli BL21 (DE3). Assim foi obtida uma proteina

de fusdo soluvel de aproximadamente 50 kDa.

Vérios autores sustentam que o sistema de expressdo bacteriano pET € muito eficaz para a
producdo de proteinas recombinantes devido a sua simplicidade de uso e alto rendimento (Baneyx,
1999; Nascimento et al., 1999; Lima 2008; Eyssen, 2014)

A E. coli é universalmente usada em biologia molecular devido a capacidade de rapido
crescimento, em alta concentracdo, em meios de cultura baratos (Baneyx, 1999).

Por outro lado, os plasmideos da série pET tém sido amplamente usados, por apresentarem o
promotor T7, que é usado pela T7 RNA polimerase, uma enzima que gera altas concentracdes de
MRNA do gene sob seu controle. Além disso, os plasmideos pET possuem uma sequéncia do
operador lac depois do promotor T7, o que torna a expressao induzivel por IPTG, um analogo da
lactose (Baneyx 1999; Mucache 2012)

Em adi¢do, o plasmideo usado no estudo (pET-32a) apresenta um tag de poli-histidina (His.tag),
que facilita a purificacdo, e um Trx.tag, que liga a tioredoxina & por¢do amino terminal da proteina
expressa. A tioredoxina € um cofator para a T7 DNA polimerase que promove a expressdo de
proteinas sob a forma soltvel no citoplasma de E. coli (Nascimento et al., 1999; Novy et al., 1995).
Uma desvantagem do plasmideos da serie pET é que usam o promotor T7. Como visto em cima,

é um promotor de origem fagica extremamente forte, mas sé é reconhecido pela RNA polimerase
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do fago T7, e ndo pelas RNA polimerases bacterianas. Para isso, € necessario usar uma estirpe de
E. coli, como a BL21 (DE3) que possui no seu genoma uma copia do gene que codificam pela tal
polimerase T7. A estirpe BL21 expressa a polimerase T7 e é bastante usada para a expressao
recombinante devido ao seu crescimento rapido, e baixo nivel de protéases. A desvantagem € que
a eficécia da transformacdo € muito baixa. Razao que levou-nos a subclonar a pET-32a-cMDH na
estirpe JM109, uma estirpe facil de transformar, mas que ndo tem a polimerase T7, pois usa 0
plasmideo recombinante purificado de JM109 para transformar BL21 (DE3). Existe uma estirpe
JM109 (DE3) (Promega, Madison, WI, EUA), que permitiria uma subclonagem directa da mistura
de ligacdo para a expressdo, mas JM109, especificamente criada para clonagem, ndo é das mais

adequadas para expressdo (Glick e pasternak, 1998).

E ainda possivel observar que a proteina recombinante foi expressa com sucesso, podendo ser
encontrada tanto na fraccdo solivel como na insollvel. Este facto pode ser explicado de duas
maneiras. E possivel que tenha acontecido uma lise incompleta das células de E. coli, que permitiu
que a proteina soltvel sedimenta ao longo das células ndo lisadas, e possa assim se misturar com
as proteinas insoluveis durante o processo de centrifugacdo. A segunda razdo pode ser que devido
a expressao extremamente alta de proteina recombinante, ao inicio a proteina se acha soltvel no
citoplasma, mas a medida da producdo seja expressa como corpos de incluséo, achando-se assim

na fracdo insolavel (Pillay et al., 2013).

A proteina cMDH recombinante foi purificada com base no sistema His.Tag, usando o tag de
histidinas trazido pelo plasmideo pET-32a. Este sistema € bastante eficaz, e tem a vantagem do
His-tag ser pequeno quando comparado a outros sistemas de purificagdo (como aqueles baseados
num carrier GST, MBP, etc.), permitir a purificacdo de proteinas sob condi¢des nativas ou
desnaturantes, ser pouco imunogénico e apresentar menor interferéncia na estrutura e funcdo da

proteina alvo (Glick e Pasternak, 1998).
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7.3.  Producéo de anticorpos policlonais contra cMDH recombinante em galinhas e
coelhos

O fim do estudo é o diagndstico da infec¢do por T. congolense, com base em um teste ELISA de

captura de antigénio (ELISA-sandwich). Para realizar-se um ELISA de captura no modelo

escolhido, sdo necessarios dois anticorpos produzidos em animais diferentes (Rodrigo, 1998). Por

isso a cMDH recombinante foi usada para producdo de anticorpos policlonais em coelhos e

galinhas.

Para o presente estudo usou-se soro de coelhos e IgY de galinhas. Esta escolha é sustentada por
varios autores que consideram que este tipo de combinacdo da bons resultados em testes de captura
devido a distancia filogenética entre aves e mamiferos, o que ndo permite reaccdes entre estes,
bem como a necessidade do conjugado reconhecer somente o segundo anticorpo (Rodrigo, 1998;
Ko and Ahn, 2007).

Os anticorpos de aves sdo particularmente importantes como anticorpos de captura, e 0s anticorpos
de mamiferos usados na revelacdo da reaccéo, pois permitem melhores resultados (Rodrigo, 1998;

Ko and Ahn, 2007). Este facto foi também observado neste estudo.

Ap0bs imunizacdo foi feita a avaliacdo da cinética da resposta individual dos coelhos e galinhas
imunizados com cMDH recombinante. Como era de se esperar foram observadas variacdes na
resposta imune nos diferentes individuos, possivelmente ligadas a factores de ordem genética
(Mesquita et al., 2010). Apesar duma curva ondulada, é interessante de notar que ao longo das
imunizacGes (quatro em total) o titulo de anticorpos continuou crescendo, sem atingir um plateau.
Como era de se esperar ap0s contacto com o antigénio pela segunda vez, existe uma populacédo de
células de memoria geradas na resposta primaria. As respostas subsequentes a primeira tem uma
fase de laténcia mais curta, fase exponencial mais acentuada, e a producao de anticorpos € mais
rapida, podendo atingir niveis mais elevados (Mesquita et al., 2010). Porém, este aumento
continuo de titulo deixa pensar que a quantidade injectadainjetada, estimada por

espectrofotometria a 600 g por injeccdo, tem sido sobrestimada.
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As semanas 112 e 182 foram as que apresentaram os melhores titulos de anticorpos para galinhas e
coelhos respetivamente; estas semanas foram usados primeiro para desenvolver o teste de captura

numa primeira fase, e 0s mesmos pra avaliar o teste com soros de bovinos infectados.

7.4. Reconhecimento da cMDH nativa pelos anticorpos policlonais dirigidos contra a

cMDH recombinante por western blot.

A fim de avaliar a capacidade dos anticorpos policlonais anti-cMDH recombinante a reconhecer

também a cMDH nativa presente em lisado de tripanossoma, fez-se um western blot.

O resultado de Western blot mostra uma banda de 37 kDa de peso molecular, confirmando a
capacidade dos anticorpos policlonais anti-cMDH recombinante reconhecerem também uma
proteina no tripanossoma, supostamente a MDH citoplasmatica de T. congolense. O tamanho da
banda obtida neste estudo conforme com o tamanho deduzido da sequéncia génica, e é semelhante
aos reportados em outros estudos que indicam como tamanhos esperados de malato desidrogenases
valores variando entre 32 e 45 kDa de peso molecular (Anderson et al., 1998a)

Observa-se uma diferenca no tamanho das bandas da cMDH recombinante e da ctMDH nativa
marcadas pelos anticorpos policlonais. Esta diferenca deve-se ao facto da proteina recombinante
ser uma proteina de fusdo o que a torna mais pesada que a nativa devido aos diferentes tags.

Este resultado leva a presumir que estes anticorpos policlonais tenham um potencial de uso para o

desenvolvimento de um ELISA sandwich para captura da cMDH nativa presente na circulagao de

animais infectados.
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7.5.  Avaliacdo do potencial dos anticorpos policlonais na captura da cMDH nativa por
ELISA de captura

O presente estudo constitui o primeiro relatério de avaliagdo de cMDH de T. congolense como
antigénio candidato para o diagnostico de tripanossomose animal com base em um teste ELISA
de captura.

A técnica ELISA permite rastrear varias amostras de uma so vez, tem a vantagem de necessitar de
equipamentos menos onerosos e ser adaptado para formato rapido (Madruga et al. 2006; Bossard
et al. 2010; Boulangé et al. 2017). Os testes rapidos sdo considerados uma excelente abordagem
para o diagnostico da TAA em regides endémicas, por permitir o diagndstico preciso, exacto e em
condicdes de campo (Boulangé et al., 2017).

Os testes de deteccdo de antigénios circulantes sdo considerados ideias para o diagndstico, uma
vez que a presenca de um antigénio infere uma infecgéo activa e corrente (Nantulya, 1990; Hopkins
et al., 1998). O ELISA de captura serve para este fim. Este tipo de teste é considerado uma
revolucdo a ELISA de deteccdo de anticorpos circulantes, pois estes Gltimos nao permitem
distinguir infeccdes activas das infeccdes curadas, devido a longa persisténcia de anticorpos na
corrente sanguinea apos tratamento (Madruga et al., 2006; Authié et al., 2010).

Com os resultados foi possivel confirmar a ocorréncia de cMDH em T. congolense. Neste estudo
realizou-se o teste ELISA de captura para avaliacdo da capacidade dos anticorpos policlonais anti-
cMDH recombinante capturarem a cMDH presente em soro de animais infectados e com diferentes
niveis de parasitémia, onde foi possivel observar que quanto maior for o nivel de parasitémia do
animal, maior é a quantidade de cMDH capturada. O que torna este estudo encorajador € um
caminho para o diagndstico precoce de infecgdes activas ao nivel do campo, podendo contribuir
para um controlo eficaz da doenga.

No entanto, mais trabalho precisa ser feito em diferentes niveis, como a determinacdo da

especificidade e sensibilidade do teste, ou 0 uso de soros de infec¢Ges naturais.
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8. CONCLUSAO

Durante o presente estudo foram obtidos resultados que nos permitiram concluir o seguinte:

+ A sequéncia codificante da malato desidrogenase citoplasmética (c(MDH) de Trypanosoma
congolense foi clonada.

+ A cMDH foi expressa como proteina de fusdo de aproximadamente 50 kDa de peso
molecular e purificada por cromatografia de afinidade.

+ Foram produzidos anticorpos policlonais contra a cMDH recombinante em coelhos e
galinhas com titulos elevados.

+ Os anticorpos policlonais produzidos reconheceram uma cMDH nativa com
aproximadamente 37 kDa de peso molecular.

+ Os anticorpos policlonais sdo capazes de capturar a cMDH em soros de animais infectados

por T. congolense, e a intensidade correla com os niveis de parasitémia.
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9. RECOMENDACOES E PERSPECTIVAS

Com a conclusao deste trabalho coloca-se como recomendacdo e perspectivas:

Aumentar 0 nUmero de amostras experimentais;
Determinar a sensibilidade, especificidade, e reprodutibilidade do teste;
Avaliar o teste em infeccGes naturais;

Avaliar o teste para animais de outras especies;

AN N N NN

Desenvolver o teste em formato rapido.

Avaliar a potencialidade do teste para outras espécies de tripanossoma (T. vivax e T. brucei);
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