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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengao
"PROCESSO DE PURIFICAGAO DAS GLICOPROTEINAS GP57, GP51,
E GP25 DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE TRYPANOSOMA CRUZI".

A presente invencao refere-se a processo de
obtengdo de antIgenos de valor diagnbstico para a Doenga
de Chagas.

A aplicagﬁo de testes soroldgicos especificos
para a detecgdo de doadores de sangue infectados pelo

protozodrio Trypanosoma cruzi & reconhecidamente uma

prioridade para a Satde Piiblica, nos paises afetados pela
Tripanosomiase Americana (Doenga de Chagas). O problenaz
alcancga gravidade nas grandes cidades, como conseqliéncia
do intenso fluxo de migrantes, provenientes de areas
endémicas, para o ?erimetro urbano. Sobre isso, se
scbrepde. a doagao ée sangue remunerada, que opera Como
fator selecionador de individuos de baixa renda, entre os
quais inevitavelmente estdo incluidos os migrantes.

A natureza assintom3tica da forma crénica da Doenga de
Chagas {maioria dos casos) dificulta o diagnbstico, que
depende scbretudo de métodos soroldgicos. A inespecifici-~

{ .
dade dos testes convencionais, a dificuldade de padroniza-

cao de certos ensaios, sao fatores que limitam a sua
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aplicacdo em larga escala. Essas limitagOes poderao ser
efetivamente solucionadas com a utilizagao de antigenos
bioguimicamente definidos, tal como proposto para a glico
proteina GP25, ou produtosmestruturalmente relacionados
com esta. O processo de isolamento e purificacic destas
moléculas faz parte do pedido de patente PI 8304073, data
do de 29-07-1983, em nome da Coordenacgio dos Programas de
PSs~Graduagao em Engenharia da UFRJ (COPPE). Estudos sub
seqglientemente realizados em nosso laboratorio ("Txrypano-

soma c¢ruzi: characterization and isolation of a 57/51000

molecular weight glycoprotein expressed by epimastigotes
and bloodstream Trypomastigotes”, de autoria de J.
Scharfstein, M. Schechter, M, Senna, J. M. Peralta,

L. Mendonga-Previato, e M. A. Miles, J. Immunol., no pre
lo) indicam que as formas moleculares GP57 e GP51l corres-—
ponden a produtos antigenicamente relacionados com GP25,
Em face disto, a elaboragao de testes diagndsticos com
GP57 ou GP51 torna-se factivel, constituindo-se em alter-
nativa para GP25, conforme-proposto no pedido de patente
ja referido. Para este fim, foi desenvolvido um novo méto
do de purificagao para o antigeno, baseado na aplicagﬁo de
cromatografia liquida de rapido desempenho (FPLC, Fast
Pexformance Ligquid Chromatography).

Processo de Isolamento e Purificacdo

0 cultivo de células foi feito de acordo com ©

método ja descrito. O processo descrito nesse pedido se

.aplica a qualquer extrato de T.Cruzi, e independe das con~
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vadas por centrifugagdo com salina fosfatada, e submeti-
das em seguida & vArios ciclos de congelamento/descongela
mento em meloc aguoso, tampgnado ou nao, suplementado com
uma mistura de inibidores de proteases (PMSF, TPCK, TLCK,
Leupeptin, Anti-pain, Pepstatin, Iodo Acetamida). As cé-
lulas rompidas s3c removidas por centrifugagdo. O sobre-
nadante recolhido & congelado 3 —ZOOC, ou inediatamente
processado como descrito a seguir., Este sobrenadante (ou
fragOes deste obtidas apds precipitacao com ,solugdes aci-
das leves, ou com polietilenoglicol, ou com sulfato de ]
amdnia saturado) sao submetidos a gel filtragdao em colu-
nas SUPEROSE 12 TM (ou resina de filtracao com proprieda-~
des similares) para corridas de rapido desempenho. Para
cromatografias lentas, resinas convencionais do tipo
Sephacryl S-200, Sephacryl S-300, Sephadex G100 ou G200,
Sepharose 4B, 6B, ou Bio-Gel P1l0-P300 podem Ser utiliza-
das, As fragoes eluidas com volume efluente aproximada-
mente igual ao da albumina bovina (PM 68000), no caso dé
GP57 e GP51, ou com volume efluente proximo ao estabeleci
do para cadeia leve de Ig (PM 25000), no casc de GP25,
sdo selecionadas, acumuladas, e dialisadas contra o tam-
pao Tris 20 mM, pH 7,7, ou tampdo de forga idnica equiva-
lente. Essas preparacgoes sao em seguida aplicadas a resi
na Mono Q (ou resina de troca idnica com propriedades si-
milares, tais como: DEAE-Sephadex, DEAE-Sephacel, DEAE-Ce

lulose) para troca idonica de alto desempenho. As protei-
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tamponado com Tris 20 mM, pH 7,7. Os picos de éroteina
eluidos com 0,25-0,35 M NaCl contém Gp57 e/ou GpSl, em
alta proporgao. O processo acima descrito pode ser reali
zado, alternativamente, através do processamento do extra
to bruto em resinas de troca idnica como acima descrito.
As fragdes eluidas com gradiente de NaCl (faixa de 0,25-
0,4 M) s2o recolhidas, concentradas, e fracionadas em co-
luna superose 12 M ou produto similar, como descrito na
primeira etapa do procedimento anterior. O procedimento
acima, quando realizado com extratos aquosos obtidos sem
a adigdo de inibidores de protease, propicia o isolamento
de GP25.

A presenga de contaminantes minoritarios nas
preparagoes de GP57/51 pode ser eliminada submetendo-se a
preparagao a uma coluna de afinidade utilizando na matriz
sblida lectinas especificas para as unidades D-manose e
D-galactose, ou ainda anticorpos policlonais ou mesmo
monoclonais anti-GP25. Os antigenos GP25, GP57, e/on
GP51 podem ser eséecificamente eluidos destas colunas com
agﬁcares (caso das lectinas}), solugSes acidas, ou agentes
caotropicos (para eluigao de coluna de afinidade com
anticorpos anti-GP25). A preparagao obtida através dos
metodos acima referidos pode ser aplicada no desenvolvi-
mento de testes soroldgicos usando té&cnicas de aglutinagao,

ensalos imuncenzimaticos, ou radioisometricos.
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REIVINDICACOES

1. Processo de purificagaco das glicoproteinas
GP57, GPLO1l e GP25 de formas epimastigotas de Trypanosoma

Cruzi, caracterizado pelo fato de compreender as etapas

de:

a) crescer amostras Y de formas epimastigotas
de Trypanosoma Cruzi em qualgquer meio axénico apropriado;

b) centrifugar as celulas, lavar com uma solu-—
¢do de salina fosfatada, e congelar as mesmas a -20%;

c) descongelar as células rapidamente em meilo
agquoso tamponado na presenga de inibidores de enzimas pro
teoliticas e submete-las a varios ciclos de:congelamento
e descongelamento;

d) remover os agregados celulares por centrifu
gagdo, recolher a fragdo solfivel, e congelar a solugdo a
-ZOOC:

e) fracionar o extrato obtido na etapa d em colu
na de gel-filtracado, as fragoes eluidas com volume efluen-
te aproxiﬁadamente igual ao da albumina bovina (PM 68000),
no c¢aso de GP57 e GP51, ou com volume efluente proximo ao

estabelecido para cadela leve de Ig (PM 25000), no caso de

GP25, sendo selecionadas e dialisadas contra tampao de
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equilibric adeguado para cromatografia de troca anidnicas
f) cromatografar a preparagido obtida como des-

crito em e em coluna de troca idonica e selecionar as fra-

goes contendo GP57 e/ou GP51l, ou ainda GP25 purificadas.
2. Processo de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que as etapas e e £ s3o inver-

tidas de modo que o extrato obtido na etapa d € primeira-
mente cromotografado em coluna de troca idnica e as fra-
gBes contendo GP57 e/ou GP51 e/ou GP25 parcialmente puri—
ficadas sac selecionadas e concentradas.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato de gque as referidas glicoprotei-

nas concentradas sac fracionadas em coluna de gel-filtra-
gdo para obtengao das mesmas em um alto grau de  pure-

Za.
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RESUMDO
Patente de Invengdoc "PROCESSO DE PURIFICACARO
DAS GLICOPROTEINAS GP57, GP51, E GP25 DE FORMAS EPIMASTI
GOTAS DE TRYPAI\.TOSOMA CRUZI".
Utilizando—-se as glicoproteinas GP57 E/QU

GP51, E/QU GP25 do trypanosoma cruzi purificadas pelos

nétodos descritos, pode-se diagnosticar a infecgdo chagad
sica através de teste soroldgico no qual o referido anti
geno & acoﬁlado a matrizes solidas ou suportes particula
dos de natureza diversa, seguido de incubagaoc com o soro
teste, e revelagao da reagdo por aglutinagao direta, ou
por métodos colorimétricos ou radioisotdpicos propiciados

pela aplicagao de anti-globulinra humana conjugada.
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