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1. DESCRICAO DA INOVACAO

A Doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase
americana, consiste em uma infeccdo parasitaria cronica e sistémica causada
pelo protozoario flagelado, da familia Trypanosomatidae, Trypanosoma cruzi
(GALVAO, 2014). Estima-se que a DC afeta cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
no mundo, sendo considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma
doenga tropical negligenciada (FONSECA et al., 2020). A forma classica de
transmissdo da DC se da de forma vetorial através de insetos triatomineos
(RASSI et al., 2010). Entretanto, na ultima década, o Brasil apresentou aumento
de casos de infeccdo de forma oral, através da ingestdo de alimentos
contaminados, destacando-se o agai e a cana de acgucar (JANSEN et al., 2018).

A prevaléncia da DC no Brasil varia de acordo com a regido. A Sociedade
Brasileira de Cardiologia estima que 1,2 milhdes de pessoas estejam infectadas
com o parasito, principalmente em regides rurais e populagdes mais pobres
(MARIN-NETO et al., 2023). Quando a infec¢ao por T. cruzi se estabelece, a DC
pode ser divida em trés fases distintas: aguda, indeterminada e crénica
(GUARNER, 2019). A fase aguda apresenta-se altamente parasitaria e
caracteriza o inicio da infecgdo podendo durar de semanas a meses (RASSI et
al., 2010). Predominantemente, com a atuagdo do sistema imunologico, os niveis
de parasitemia tornam-se estaveis e ha auséncia de sinais clinicos, sendo esta
fase chamada de indeterminada (ROMAN-CAMPOS et al., 2024). Em torno de
30% a 40% dos casos evoluem para a fase crbnica, no qual caracteriza-se por
complicagbes no sistema cardiovascular e no trato gastrointestinal. Contudo, ha
possibilidade de permanecer sem sintomas e sem desenvolvimento de
anormalidades (BONNEY et al., 2019).

O tratamento antiparasitario é crucial para o controle da doenga (SWETT et
al., 2024). Todavia, a escolha do método terapéutico esta diretamente relacionada
com a fase em que a doenga se encontra (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019). Os farmacos Nifurtimox e Benznidazol sdo considerados
base deste tratamento, embora apresentem niveis de seguranga questionaveis e
eficacia que diminui ao longo da infeccdo (PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2018).
Desse modo, o desenvolvimento de medidas profilaticas para DC é de grande
importancia, destacando-se as vacinas (WHO, 2020).
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Diversas estratégias vacinais experimentais ja foram testadas, porém
nenhuma chegou ao estagio de estudo clinico (BEAUMIER et al.,, 2016). A
metodologia de vacinas de subunidade vem ganhando destaque nessa linha de
pesquisa, visto que apresentam maior seguranga e alta imunogenicidade
(BIVONA et al, 2020). Dentre os alvos vacinais descritos na literatura,
sobressaem-se as proteinas TC24 e ASP-2, ambas consideradas promissoras
quanto a sua imunogenicidade (GUNTER et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). A
proteina flagelar de ligacdo ao calcio de 24 kDa (TC24) apresenta capacidade
imunomoduladora, promovendo aumento na produgédo de IFN-y (DUMONTEIL et
al., 2020). Ademais, a proteina de superficie de amastigota n° 2 (ASP-2), segundo
RIBEIRO et al., 2019 atua no recrutamento de células T citotoxicas CD8+.

Em vista disso, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma
vacina de subunidade recombinante para a DC associando as proteinas
recombinantes TC24 e ASP-2.

2. ANALISE DE MERCADO

Estima-se que individuos infectados com o parasito apresentam um custo
superior a 600 milhdes de ddélares por ano na América Latina, relativos a gastos
médicos, hospitalizagdes e compras de medicamentos para o tratamento da DC.
Além disso, estes enfermos expressam uma perda estimada de 750.000 anos de
vida produtiva e um impacto econédmico de 1,2 milhdes de délares (LEE et al.,
2010). Dessa forma, o estudo de LEE et al., 2012 sugere que a produgado de uma
vacina terapéutica contra DC apresenta uma perspectiva de custo-beneficio,
sinalizando um retorno financeiro a longo prazo (LEE et al., 2012).

Ademais, o desenvolvimento de uma estratégia vacinal terapéutica para DC
apresenta potencial para melhorar e, talvez, substituir o tratamento atual da
doencga, visto que este apresenta diversos efeitos colaterais e € considerado uma
estratégia de tratamento de longo prazo (BIVONA et al., 2020). Desse modo,
encontrar novas abordagens para controle da DC demonstra vantagens a saude
publica, bem como em termos econémicos (BARTSCH et al., 2018).

3. ESTRATEGIA DE DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAGAO

Para o desenvolvimento deste produto, as proteinas rTC24 e rASP-2 foram
expressas em cepa BL21 Star de E. coli, cultivadas em meio Luria Bertani (LB)
sélido, por 16 h a 37° C. Ao atingir a densidade Optica desejada (entre 0,6 e 0,8)
foi realizada a inducao da expressao utilizando
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a 1 mM. As proteinas recombinantes
obtidas foram entdo purificadas através de cromatografia de afinidade ao niquel,
em coluna de Sepharose HisTRAP (GE) e, posteriormente, suas respectivas
identidades foram confirmadas através da técnica de Western Blot.

A imunizacdo, para posterior avaliacdo da producdo de anticorpos, foi
realizada em camundongos Balb/c, alocados em 4 grupos de 10 animais, sendo:
Grupo A: Solugéo salina 0,9 % (Controle); Grupo B: proteina recombinante rTC24
+ hidréxido de aluminio; Grupo C: proteina recombinante rASP-2 + adjuvante
hidroxido de aluminio; Grupo D: proteina recombinante rTC24 + proteina
recombinante rASP-2 + adjuvante hidréxido de aluminio. Foram realizadas duas
doses vacinais, de forma subcutanea, com intervalo de 21 dias. Ademais
realizou-se coleta de sangue nos dias 0 (anterior a imunizagéo), 21 (apds a
primeira dose) e 42 (apdés a segunda dose) do experimento. Todos os
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experimentos com animais foram previamente aprovados pelo Comité no Uso de
Animais da Universidade Federal de Pelotas (CEUA-UFPel), sob numero de
protocolo 23110.031479/2021-17.

Para avaliagdo da resposta imune humoral, foi realizado teste de ELISA
indireto para identificacdo da producéo de IgG para cada proteina. Nesse ensaio,
as sensibilizacbes foram feitas de acordo com as proteinas utilizadas pelos
grupos experimentais, sendo Grupos A, B e D com a proteina rTC24 e Grupos A,
C e D com a proteina rASP-2. Posteriormente, as analises estatisticas foram
realizadas através de analise unidirecional de variancia (ANOVA), seguida pelo
pos-teste de Tukey, utilizando o Software GraphPad Prism 7.0, sendo o valor de
p<0,05 definido como parametro de diferenca estatistica.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel desenvolver uma patente que
atualmente esta depositada no INPI ( BR 10 2024 017417 8). Esta refere-se a
uma patente de inovacao intitulada “Associacdo de proteinas recombinantes
rASP-2 e rTC24 como estratégia vacinal contra a doenca de chagas”.

4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO

Ao avaliar os niveis de producédo de IgG, através de ELISA indireto, foi
possivel observar um aumento consideravel na produgédo de anticorpos no grupo
imunizado com a associagao das proteinas (Grupo D), quando comparado com o
grupo controle e com os grupos imunizados com as proteinas isoladas. A figura
1A representa os niveis de anticorpos IgG anti-TC24. Nota-se que a proteina
isolada (Grupo B), apresenta aumento na producdo de IgG a partir do dia 21,
niveis superados no dia 42, em decorréncia da segunda dose. Contudo, o grupo
da associagao das proteinas (Grupo D) também apresentou producéao elevada de
anticorpos no dia 21, com significativo aumento desses niveis no dia 42,
superando a produgao encontrada pela proteina isolada.

A figura 1B demonstra os niveis de anticorpos IgG anti-ASP-2 e é possivel
observar que o grupo contendo a proteina isolada (Grupo C) n&o apresentou
efeito significativo na produgao de anticorpos no dia 21 em comparagao ao grupo
controle, observando aumento apenas pelo dia 42. O mesmo padrao foi
observado pelo grupo da associagdo (Grupo D), no qual o nivel de anticorpos
produzidos no dia 42 foi superior quando comparado ao grupo utilizando a
proteina de forma isolada.

A = Grupo A - Solucho Salina 0.9% B
=2 Grupo A - Sclucéo Saina 0,9%
i Grupo B - rTC24 + (AIOH), e
IgG Total - Anti-TC24 IgG Total - Anti ASP2  Grupo C - rASP2 « (AI0H),
B3 Grupo D -rTC24 + rASP2 + AOH)y
4 4 B3 Grupo D - (TC24 + rASP2 + (AIOH )
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Figura 1. Determinacéo dos niveis de IgG total produzido contra rTC24 e rASP-2
nos dias 0 (n&o imunizados), 21 (primeira dose vacinal) e 42 (segunda dose
vacinal).

5. CONCLUSOES
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A associagao das proteinas rTC24 e rASP-2 demonstrou-se vantajosa em
uma formulagdo vacinal contra DC, apresentando produgdo de niveis
significativos de anticorpos IgG de forma especifica para cada proteina,
destacando-se a proteina recombinante TC24. Esse aumento de producado de
anticorpos é observado quando comparado ao grupo controle e aos grupos
contendo as proteinas isoladas. Sobretudo, no dia 42 os niveis foram superados
devido a imunizagdo com a segunda dose da vacina.

Além disso, quando observamos a proteina rASP-2 isolada, nota-se que a
producdo de anticorpos apresenta aumento significativo, entretanto, quando
comparado a proteina rTC24 os niveis foram mais baixos. Contudo, ao
associarmos ambas as proteinas observa-se um efeito sinérgico, impulsionando a
producao de anticorpos, sugerindo assim o beneficio de desenvolver uma vacina
utilizando tais proteinas, de diferentes fases do parasito, associadas visando
ampliar a resposta imune humoral produzida por estes modelos murinos.
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