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Resumo

Resumo

A pneumonia por Pneumocystis (PPc) é uma importante infecdo respiratoria em
doentes imunocomprometidos. O seu diagndstico € baseado na visualizagdo
microscopica de quistos ou formas troficas coradas e/ou na detecdo de DNA de
Pneumocystis jirovecii por PCR, em espécimes pulmonares normalmente obtidas por
técnicas invasivas. O desenvolvimento de um teste serologico fiavel e reprodutivel é
uma necessidade premente, pois permitird o diagnostico da PPc com recurso a amostras
obtidas de forma minimamente invasiva, COmo 0 sangue.

Este estudo associou a sintese de um antigénio recombinante a técnica de ELISA
(do inglés, Enzyme-linked immunosorbent assay) para detecdo de anticorpos
anti-P. jirovecii, procurando desenvolver uma nova abordagem laboratorial para o
diagnostico da PPc.

O antigénio recombinante sintético multiepitopo foi selecionado, desenhado e
produzido com base no estudo da imunogenicidade do dominio carboxilo-terminal da
glicoproteina major de superficie (MsgC) de P. jirovecii. O gene sintético codificante
do antigénio recombinante foi clonado no vetor de expressdo pLATE 31, através da
tecnologia de clonagem independente de ligase. Este vetor permitiu a produgdo do
antigénio recombinante sintético multiepitopo com uma cauda de poli-histidina
terminal, o que possibilitou a sua purificacdo por cromatografia de alta afinidade com
ibes niquel imobilizados e a sua utilizacdo como ferramenta antigénica numa técnica de
ELISA. Esta técnica foi otimizada para a pesquisa de anticorpos totais e das
imunoglobulinas 1gG e IgM anti-P. jirovecii.

Foram estudados espécimes pulmonares e soros de 80 doentes
imunocomprometidos, com suspeita de patologia pulmonar, e 17 soros de dadores de
sangue (controlo). Os casos de PPc foram confirmados por imunofluorescéncia indireta
com anticorpos monoclonais e por nested PCR. A informacao clinica do diagnostico
presuntivo da PPc (sintomas, PaO,, exames radioldgicos) estava disponivel.

Estatisticamente, os niveis de IgM anti-P. jirovecii estavam aumentados nos
doentes com PPc (p = 0,003), o que levou a rejeicdo da hipotese nula de que a
distribuicdo deste marcador seja idéntica entre doentes com e sem PPc. O teste ELISA
com pesquisa de anticorpos totais e 1gG anti-P. jirovecii ndo apresentaram resultados
estatisticamente significativos (p > 0,005).

A analise da curva ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic) do teste
ELISA com pesquisa de IgM anti-P. jirovecii mostrou que o cut-off que apresentou
melhores resultados se situava numa absorvancia (Abs) de 0,300 a 405 nm, com uma
sensibilidade de 97 % e uma especificidade de 75 % (p < 0,001), quando associado ao
diagnostico clinico para a PPc.

Com esta abordagem inovadora, desenvolveu-se um novo método para detecdo
de P. jirovecii, sensivel e especifico quando associado ao diagndéstico clinico. Esta
abordagem podera funcionar como teste de rastreio da PPc, diminuindo a necessidade
de se obter amostras por técnicas invasivas, o que sera um grande beneficio para o
doente e uma melhoria no controlo clinico da doenca.

Palavras-chave: Pneumocystis jirovecii; Pneumonia por Pneumocystis (PPc);
Antigénio recombinante sintético multiepitopo; Glicoproteina major de superficie
(Msg); ELISA.






Abstract

Abstract

Pneumocystis jirovecii pneumonia (PcP) remains as a major life-threatening
respiratory illness among immunocompromised patients. Diagnosis of PcP relies on
microscopic visualization of Pneumocystis jirovecii stained cysts or trophic forms
and/or DNA detection by PCR in respiratory specimens, normally obtained by invasive
techniques. The development of a reliable and reproducible serological test is urgently
needed, as it will allow the diagnosis of PcP using minimally invasive samples, such as
blood.

This study aims to associate the production of a multi-epitope synthetic
recombinant antigen and an ELISA method for detection of anti-Pj antibodies, in order
to develop a new approach for the laboratory diagnosis of PcP.

The multi-epitope synthetic recombinant antigen was selected, designed and
produced based on the study of the immunogenicity of the carboxyl-terminal domain of
the major surface glycoprotein (MsgC) of Pneumocystis jirovevcii. The synthetic gene
coding for the recombinant antigen was cloned in the expression vector pLATE 31,
through ligation independent cloning (LIC) technology. This vector enabled the
synthetic production of the multi-epitope recombinant antigen with a polyhistidine tail
end, allowing its purification by immobilized metal-ion affinity chromatography with
nickel ions and its use as an antigenic tool in an ELISA technique. The ELISA was
optimized for detection of total antibodies, IgG and IgM anti-P. jirovecii.

Lung specimens and sera from 80 immunocompromised patients with suspicion
of pulmonary pathology, and 17 sera from blood donors (control), were studied. PPc
cases were confirmed using indirect immunofluorescence with monoclonal antibodies
and nested-PCR. Data on clinical diagnosis of PcP (symptoms, PaO., chest radiographs)
were available.

The IgM anti-P. jirovecii levels were statistically increased in the PcP patients
(p = 0,003), rejecting the null hypothesis that the distribution of this marker is the same
for patients with and without PcP. The ELISA test for total antibodies and 1gG
anti-P. jirovecii results, showed no statistical significance (p > 0,005).

The Receiver Operating Characteristic (ROC) curve of the ELISA IgM
anti-P. jirovecii test demonstrated an optimal cut-off of 0,300 Abs at 405 nm, with 97 %
sensitivity and 75 % specificity (p < 0,001), when associated with the clinical diagnosis
criteria.

With this innovative approach, we developed an alternative method for detection
of P. jirovecii, sensitive and specific when associated with the clinical diagnosis
parameters. This new method may be used as a screening test for PcP, decreasing the
need for samples obtained by invasive techniques, which is a major benefit to the
patient’s care and an improvement in the clinical management of the disease.

Keywords: Pneumocystis jirovecii; Pneumocystis pneumonia (PcP); Multi-epitope
synthetic recombinant antigen; Major surface glycoprotein (Msg); ELISA.
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1 Perspetiva historica e classificacdo taxondmica de Pneumocystis
jirovecii

Pneumocystis foi primeiramente descoberto por Carlos Chagas em 1909, quando
ao realizar exames de microscopia, observou a presenca de formas quisticas
multinucleares em cortes histoldgicos do pulméo de animais doentes com uma patologia
de etiologia ainda indefinida, que mais tarde viria a ser designada por doenca de
Chagas. Como tinha sido recentemente feita a descoberta e descricdo das formas
esquizontes do parasita da malaria, tal facto encaminhou Chagas a considerar estas
formas quisticas como esquizontes tecidulares pertencentes ao ciclo de vida do novo
parasita (Trypanossoma cruzi), na altura denominado Schizotrypamum cruzi
(Calderon-Sandubete et al., 2002; de Souza & Benchimol, 2005).

Em 1914, no Instituto Pasteur em Paris, o casal Delanoe, ao examinar ratos
colhidos em Paris que ndo estavam infetados com Trypanossoma, descreveu a
observacdo das mesmas formas quisticas, considerando-as representativas de uma nova
espécie de protozoéario. O casal atribuiu-lhe a designacdo de Pneumocystis carinii pelo
tropismo que a espécie apresentava para os pulmdes (“Pneumo’), pela sua forma
quistica tipica (“cystis”) e como homenagem ao bidlogo italiano Anténio Carini
(“carinii”) que, em 1910, lhes havia enviado amostras do mesmo microrganismo,
isoladas de pulmdes de ratos provenientes do Brasil e infetados simultaneamente com
Trypanossoma lewisi (Calderén-Sandubete et al., 2002; de Souza & Benchimol, 2005).

No inicio do século XX, este agente patogénico era considerado um parasita
pulmonar enigmético. No entanto, com o aparecimento de um alto nimero de casos de
pneumonia por Pneumocystis (PPc) em criancas prematuras e mal nutridas na Europa
Central e Ocidental durante e apds a Il Guerra Mundial e, mais tarde, com a epidemia
da sida nos anos 80 do século passado, com alta prevaléncia de casos de PPc em
individuos seropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), este
microrganismo tornou-se um dos mais importantes agentes oportunistas em doentes
imunodeprimidos e, consequentemente, um importante problema de salde publica a
nivel mundial (Calder6n-Sandubete et al., 2002; de Souza & Benchimol, 2005).

A classificacdo taxonomica deste microrganismo foi envolta, desde cedo, em
grande controversia, pelo que a sua classificacdo actual levou décadas a ser formulada
(Stringer, 1996; Calderén-Sandubete et al., 2002; Aliouat-Denis et al., 2008). Diversos

estudos moleculares apontam para uma elevada semelhanga genética entre
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Pneumocystis e outros organismos do reino Fungi (Edman et al., 1989a; Edman et al.,
1989b; Ypma-Wong, Fonzi & Sypherd et al., 1992). Contudo, parece tratar-se de um
fungo atipico quando comparado com outros fungos patogénicos que afetam o Homem.
Pneumocystis ndo responde a anfotericina B (antifungico de largo espectro), devido a
presenca de colesterol em vez de ergosterol na sua parede celular. Porém, quando se
utilizam farmacos ativos contra protozoarios, o tratamento da PPc decorre com sucesso
(Hughes et al., 1974, Sattler et al., 1988; Stringer, 1996). Pneumocystis apresenta etapas
do ciclo de vida (forma trofica, forma quistica, corpos intraquisticos) que ndo séo
apropriadas para descrever o ciclo de vida de um fungo tipico unicelular
(Stringer, 1996) e a nivel filogenético, o seu &cido ribonucleico ribossémico (rRNA, do
inglés ribossomal ribonucleic acid) é codificado por apenas um gene nuclear, ao
contréario de outros fungos estudados, que possuem centenas de coOpias para este gene
(Tang et al., 1998).

Técnicas moleculares revelaram a presenca de microrganismos do género
Pneumocystis numa grande variedade de espécies animais, o que é indicativo da
existéncia de espécies especificas de hospedeiro (de Souza & Benchimol, 2005). Em
1999, a comunidade cientifica mudou a designacao da espécie isolada em humanos para
P. jirovecii em homenagem a Otto Jirovec, que identificou, pela primeira vez,
diferengas estruturais entre as espécies que infetam os humanos e as que infetam outros
animais (Stringer et al., 2002; Redhead et al., 2006).

Atualmente, a classificacdo taxonomica de P. jirovecii (Redhead et al., 2006) é a

seguinte:

Reino - Fungi
Sub-reino - Dikarya
Filo - Ascomycota
Sub-Filo - Taphrinomycotina sensu
Classe - Pneumocystidomycetes
Ordem - Pneumocystidales
Familia - Pneumocystidaceae
Género - Pneumocystis

Espécie - P. jirovecii (humano)
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1.2 Morfologia e Ciclo de vida de Pneumocystis jirovecii

1.2.1 Introducdo ao ciclo de vida de Pneumocystis jirovecii

O estudo do ciclo de vida de Pneumocystis tem sido um desafio duradouro,
muito devido & incapacidade de cultivo deste microrganismo in vitro por longos
periodos de tempo e de forma reprodutivel (de Souza & Benchimol, 2005). No entanto,
estudos ultra estruturais de microscopia eletrénica de transmissdo, baseados na
observacao de tecidos pulmonares de ratos e humanos infetados, tém permitido avangos
no conhecimento sobre o ciclo de vida de Pneumocystis (Vavra & Kucena, 1970;
Vossen et al., 1978; Hasleton, Curry & Rankin, 1981; Dei-Cas, 2000; Aliouat-Denis et
al., 2008; Martinez et al., 2011). Nestes estudos, foi estabelecida a existéncia de, pelo
menos, duas formas diferentes ao longo do ciclo de vida do microrganismo: a forma
tréfica (ou trofozoito) haploide e com reproducdo assexuada, e a forma quistica (ou
esporo) diploide e com reproducdo sexuada. Porém, formas intermédias como o
pré-quisto (ou esporocisto) sao também observadas (Vavra & Kucena, 1970; VVossen et
al., 1978; Hasleton, Curry & Rankin, 1981; Dei-Cas, 2000; de Souza & Benchimol,
2005; Aliouat-Denis et al., 2008; Martinez et al., 2011). Um esquema representativo do

ciclo de vida de P. jirovecii esta presente na figura 1.

Fase sexuada

@
)
‘}Conjugagéo de @

trofozoitos \
Enquistamento Desenquistamento

Pré-quisto ”
@ (diploide)

1)
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assexuada
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S
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(haploide)

Divisdo binéria

Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida de P. jirovecii no alvéolo pulmonar do
humano. O ciclo de vida deste microrganismo inclui duas fases: a fase de reproducgéo assexuada
(A) e a fase de reproducdo sexuada (B) (imagem adaptada do CDC, 2014).
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Os trofozoitos sdo células haploides, que se multiplicam por fiss&o binaria dando
lugar a fase de reproducdo assexuada. Contudo, estas células podem sofrer conjugacéao
formando uma célula diploide (pre-quisto) dando lugar a fase de reproducdo sexuada.
Nesta fase, ocorre uma meiose, seguida de mitose com a formacdo do quisto, com oito
nacleos que adquirem delimitacdo citoplasmatica, dando origem a oito corpos
intraquisticos. Com a maturacdo do quisto, 0s oito corpos intraquisticos sao libertados
no espaco alveolar e transformados em novos trofozoitos
(de Souza & Benchimol, 2005).

1.2.2 Morfologia de Pneumaocystis jirovecii

1.2.2.1 Trofozoito ou forma trofica

Nos individuos infetados, os trofozoitos encontram-se disseminados pelos
alvéolos pulmonares e representam a forma vegetativa do microrganismo, sendo
facilmente identificados no pulméo devido a sua forma irregular e estreita associacdo
com os pneumacitos do tipo | (de Souza & Benchimol, 2005). Trata-se de uma célula
polimérfica cujo citoplasma é pobre em organelos e o nucleo é visivel em posi¢es
varidveis, com a presenca de um nucléolo, de pequenas dimensdes, localizado no centro
ou periferia do mesmo (de Souza & Benchimol, 2005).

Os trofozoitos possuem uma membrana celular fina, com 20-50 nm de
espessura, que apresenta duas camadas: uma interna uniforme com cerca de 35 nm de
espessura e uma camada externa mais fina (15 nm), rica em antigénios de superficie e
com provaveis funcBes na regulacdo osmdtica e no transporte de macromoléculas.
Alguns autores consideram que estas células tém caracteristicas ameboides, com a
presenca de projecdes citoplasmaticas semelhantes a filopddias que podem ser
importantes na fixacdo, nutricdo e locomocdo do organismo (Ruffolo, Cushion &
Walzer, 1989; Hasleton, Curry & Rankin, 1981; Aliouat-Denis et al., 2008).

A representacdo estrutural da forma trofica esta presente na figura 2.
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Particulas
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intramembranares
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Citoplasma

Extensdes tubulares
(filopddias)

Figura 2. Imagem representativa das principais estruturas da forma trofica de P. jirovecii
(adaptado de Souza & Benchimol, 2005)

1.2.2.2 Pré-quisto ou esporocisto

Dois trofozoitos haploides conjugam-se, dando origem a uma célula diploide que
se divide por fissdo binaria ou endogenia. Em alternativa, esta célula pode iniciar um
processo de esporogénese com divisdo meidtica seguida de divisdo mitotica,
conduzindo a formacgdo de uma grande célula esférica com oito ndcleos (de Souza &
Benchimol, 2005). Desconhece-se quais os fatores que conduzem a este fenémeno de
esporogénese ou enquistamento. No entanto, uma teoria datada de 1981 propde que o
estimulo podera ocorrer quando o alvéolo esta preenchido de trofozoitos, dificultando a
aderéncia de novos parasitas (Hasleton, Curry & Rankin, 1981). Evidéncias importantes
para a ocorréncia de meiose e reproducdo sexuada no ciclo de vida de Pneumocystis,
sdo a presenca de microtibulos e complexos sinaptonémicos que permitem o
alinhamento dos cromossomas homologos (Aliouat-Denis et al., 2009).

Esta transicdo das formas troficas haploides para formas maduras quisticas com
oito esporos no seu interior, parece ocorrer através da passagem por trés estadios
intermédios consecutivos de pré-quisto (ver figura 3), tratando-se de uma etapa de
desenvolvimento deste microrganismo resultante de uma fase de reproducdo sexuada
(Aliouat-Denis et al., 2009).
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Trofozoito associado as células epiteliais do tipo |
do alvéolo pulmonar

Esporocisto tardio Esporocistos intermédios

Figura 3. Ciclo de vida putativo da espécie P. jirovecii com esquematizacdo dos estadios
pré-quisticos (adaptado de Aliouat-Denis et al., 2008).

1.2.2.3 Quisto ou esporo

Os quistos sdo facilmente identificaveis devido a sua morfologia tipica. S&o
estruturas esféricas com poucas filopddias a superficie e com um didmetro médio de
5-8 um, contendo até oito corpos intraquisticos delimitados, com didmetros médios de
1-2 um. A parede do quisto ou esporo tem duas camadas e possui cerca de 120-160 nm
de espessura. A camada exterior mais fina € mais densa, enquanto a camada interior tem
um forte espessamento, formando uma pelicula protetora em contacto com a membrana
plasmatica do quisto. Esta parede forma uma espécie de fenda, que se pensa poder estar,
de alguma forma, relacionada com o fendmeno de desenquistamento, pois nesta zona
localiza-se uma estrutura semelhante a um orificio (Ruffolo, Cushion & Walzer, 1989;
de Souza & Benchimol, 2005).

A porcdo interna do quisto contém dois componentes: uma matriz e 0S corpos
intraquisticos (de Souza & Benchimol, 2005). A matriz contém mitocondrias,
ribossomas, vacuolos vazios e restos de membrana. Os corpos intraquisticos sao
estruturas de forma esférica a oval (1 um), com um nucleo localizado centralmente. A

representacdo estrutural da forma quistica esta presente na figura 4.



Capitulo 1 — Introducéo

Particulas
intramembranares
' Camada externa da
membrana celular

Protoplasma

Camada intermédia da
membrana celular

Membrana

plasmética Corpos

intraquisticos

Nucléolo .
Ribossomas

Nucleo

Expanséo tubular

Reticulo endoplasmatico A
(filopodias)

Mitocodndria
Figura 4. Imagem ilustrativa das principais estruturas da forma quistica de P. jirovecii
(adaptado de Souza & Benchimol, 2005).

1.3 Epidemiologia da infe¢cdo por Pneumocystis jirovecii

A pneumonia por Pneumocystis (PPc), ou pneumocistose, € o nome pelo qual se
designou a pneumonia causada por P. jirovecii. O termo PPc deriva do facto de
P. jirovecii anteriormente ser designado por Pneumocystis carinii e de este termo ja ter
uso corrente, razdo pela qual se racionalizou a sua utilizagdo, passando a significar
Pneumonia por Pneumocystis (Morris et al., 2004).

P. jirovecii é frequentemente encontrado nos pulmdes de pessoas saudaveis, no
entanto, a PPc é rara em individuos com sistema imunitario intacto, pelo que antes da
epidemia VIH/sida, a pneumocistose era uma doenga pouco comum. Assim, foi nos
anos 80 que se verificaram alteracdes significativas na incidéncia de pneumocistose,
passando esta infecdo de rara para uma pneumonia comum (Morris et al., 2004; Huang
et al., 2011; Miller, Huang & Walzer, 2013). Contudo, no final dos anos 80 e inicio dos
anos 90 do século passado, houve uma diminuicdo dos casos de PPc nos EUA e na
Europa Ocidental, devido a implementagdo generalizada da quimioprofilaxia
anti-P. jirovecii e da implementacdo da terapéutica anti retrovirica (TARV) para o VIH
(Miller, Huang & Walzer, 2013).
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Antes do aparecimento das formas mais efetivas de tratamento, a PPc era uma
causa de morte comum e répida nos doentes com sida. Atualmente, apesar da
diminuicdo do nimero de casos mortais e de infecdo pelo VIH nos EUA e na Europa
Ocidental, a PPc continua a ser uma doenca de grande relevancia. A PPc permanece
como uma causa significativa de morbilidade e mortalidade na era da TARV, sendo, nos
continentes industrializados como a América do Norte e Europa, considerada ainda a
infecdo oportunista mais comum nos doentes com sida. Ocorre predominantemente em
doentes que ndo recebem ou ndo recorrem a cuidados médicos, e também naqueles que,
apesar do acesso aos cuidados médicos, ndo cumprem os programas de prevenc¢do da
doenca (Morris et al., 2004; Esteves et al., 2014b). Nas regibes de baixo/médio
rendimento, pensava-se que a prevaléncia de PPc seria muito menor, mas estudos
recentes tém demonstrado que o reduzido nimero de casos reportados se deve, na
verdade, a deficiéncias no diagnostico da doenca, uma vez que este requer recursos de
diagndstico a que esses paises ndo tém acesso (Miller, Huang & Walzer, 2013).

Atualmente, a pneumocistose continua a ser uma infe¢do oportunista importante
na populacdo imunocomprometida, quer nos individuos seropositivos quer nos
seronegativos para VIH. O aumento do uso de agentes imunossupressores por longos
periodos de tempo ou em doses elevadas, tem resultado no aumento do nimero de casos
de PPc em individuos ndo seropositivos para VIH, sendo que dentro desse grupo de
individuos, os principais doentes de risco para o desenvolvimento da doenca sdo 0s
doentes oncoldgicos submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia, 0s recetores de
Orgdos transplantados sujeitos a imunossupressdo e os individuos com doencas
autoimunes a receberem terapia imunossupressiva (Sowden & Carmichael, 2004;
de Castro et al., 2007).

1.3.1 Transmissao de Pneumaocystis jirovecii
Ainda ndo esta claramente definida qual a principal forma infetante responsavel
pela infe¢do, nem qual a via de transmissdo de P. jirovecii. No entanto, a teoria mais
aceite é que os organismos infeciosos sdo transmitidos de um hospedeiro para outro por
via aérea (Carmona & Limper, 2011). As observacBes que apoiam esta teoria
baseiam-se no facto de ndo ser raro detetar a presenca de Pneumocystis em animais e

humanos saudaveis (Dumoulin et al., 2000; Demanche et al., 2005), o que implica que
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um hospedeiro saudavel normal pode servir de reservatorio para a infegdo, assim como
uma fonte de propagagdo da mesma. Por outro lado, estudos moleculares permitiram
detetar a presenca de DNA (do inglés, Deoxyribonucleic Acid) de P. jirovecii em
amostras de ar recolhidas em quartos e enfermarias onde se encontravam internados
doentes com PPc (Singer et al., 1975; Olsson et al., 1996), sugerindo a via area como
um potencial mecanismo de transmissdo do microrganismo. A transmisséo vertical de
P. jirovecii, apesar de controversa, foi sugerida para os humanos por alguns autores
(Mortier et al., 1995; Rivero et al., 2008).

Quando a forma infeciosa de P. jirovecii é inalada e atinge os pulmdes, as
formas troficas tém capacidade de se fixar, especificamente, as células epiteliais do tipo
| do alvéolo pulmonar (pneumacitos do tipo 1), onde se desenvolvem progressivamente,
preenchendo as cavidades alveolares (Dei-Cas, 2000). Pneumocystis apresenta tropismo
para o pulmdo e raramente se dissemina para outros 6rgdos, embora ja tenham sido
relatados casos ocasionais de infecdo extrapulmonar, especificamente em doentes com
infecdo avancada por VIH (Dieterich et al., 1992; Guttler et al., 1993,
Bartlett & Hulette, 1997; Ruggli et al., 1997).

Por outro lado, a infecdo por Pneumocystis apresenta especificidade entre a
espécie do parasita e o respetivo hospedeiro, pelo que o microrganismo que infeta os
humanos é diferentes de outros que infetam outros mamiferos. Assim, exclui-se que a
infecdo por P. jirovecii possa ser adquirida a partir de um reservatorio animal,
ocorrendo apenas transmissdo entre humanos. Porém, a existéncia de reservatorios
ambientais de P. jirovecii ndo estd colocada de parte, aceitando-se que este
microrganismo se encontre distribuido pelo ambiente (Dei-Cas, 2000).

1.3.2 Laténcia versus reinfecéo
Devido a elevada seroprevaléncia de anticorpos anti-P. jirovecii em criancas
(Pifer et al., 1978) presumia-se que 0s organismos latentes eram adquiridos pelos
hospedeiros ainda na primeira infancia. Assim, pensava-se que, uma vez adquirido, 0
microrganismo se mantinha no pulméao do hospedeiro imunocompetente sem causar
sintomatologia, pois o sistema imunitario era capaz de controlar com sucesso a infecao,
apesar de ndo ser capaz de eliminar o microrganismo. Porém, em situacdo de

imunossupressdo, a infecdo latente era reativada e a doengca era expressa
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(Sing et al., 1999; Chabe et al., 2004; Matos et al., 2006). No entanto, estudos suportam
a ideia de que P. jirovecii pode ser adquirido de novo, contrariando a infecdo latente
como principal mecanismo de infecdo. Alguns estudos genéticos revelam que ndo foi
possivel detetar P. jirovecii em imunocompetentes saudaveis (Vargas et al., 1995;
Oz & Hughes, 2000), enquanto outros demonstram que os padrdes de distribuicdo das
frequéncias alélicas de isolados de P. jirovecii estdo mais fortemente associados com o
local onde ¢ feito o diagnostico, do que com o local de nascimento dos hospedeiros
(Dohn et al., 2000; Beard et al., 2000).

1.4 Fisiopatologia da pneumonia por Pneumocystis jirovecii

1.4.1 Interacdo parasita-hospedeiro

Dada a afinidade deste microrganismo para parasitar os pneumacitos do tipo |
dos alvéolos pulmonares humanos, as manifestagdes pulmonares sdo as mais frequentes
e comuns numa infecdo causada por este agente. Ap0s estabelecer a infe¢do no pulmao
de um doente imunocomprometido, P. jirovecii destr6i as células do hospedeiro
promovendo um processo inflamatorio que conduz a hipoxemia e possivelmente a uma
insuficiéncia  respiratéria capaz de originar a morte do hospedeiro
(Yoneda & Walzer, 1983; Aliouat-Denis et al., 2008).

Os sintomas da pneumocistose séo geralmente febre (38 °C a 40 °C), dispneia e
tosse, regra geral, ndo produtiva ou produzindo pequenas quantidade de expetoracao
(Barry & Johnson, 2001). No entanto, os sintomas diferem muito de doente para doente,
pelo que, o diagndstico clinico deve sempre considerar também o historial clinico do
doente. Nos seropositivos para VIH, o inicio da doenca é geralmente subtil e
caracteriza-se por semanas de sintomas vagos como emagrecimento, queixas
pulmonares e astenia, enquanto nos imunocomprometidos seronegativos para VIH, os
sintomas surgem de forma mais aguda, podendo progredir rapidamente para a
insuficiéncia respiratéria (Calderon et al., 2010).

Além da infe¢do pulmonar caracteristica, a presenca de P. jirovecii tem vindo a
ser descrita noutros 6rgdos e tecidos, em doentes imunocomprometidos
(Dieterich et al., 1992; Guittler et al., 1993; Bartlett & Hulette, 1997; Ruggli et al.,
1997). Estas manifestacdes séo raras e normalmente concomitantes com localizagao

pulmonar do microrganismo, o que sugere disseminacao sistémica a partir do pulméo
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em doentes que apresentam um estado de imunossupressdo muito grave, sem profilaxia

ou com profilaxia com pentamidina.

1.4.2 Resposta imunitéria

1.4.2.1 Imunidade inata

No combate a pneumocistose, existem quatro linhas de defesa inata a ter em
conta: os macrofagos alveolares, as células dendriticas, os neutréfilos e as células
epiteliais pulmonares (Kelly & Shellito, 2010).

Pneumocystis tem tropismo para os espacos alveolares do pulméo, sendo os
macrofagos alveolares (MA) a primeira linha de defesa do hospedeiro para controlar o
microrganismo e prevenir a infe¢do. Como células fagociticas, os MA reconhecem
padrGes moleculares dos patogenos, localizados a superficie dos microrganismos,
através de recetores de reconhecimento (PRR, do inglés, Recognition Pattern
Receptors). Este reconhecimento, conduz a ativacdo do macréfago com subsequente
fagocitose e/ou fusdo do fagolisossoma, levando a degradacdo dos organismos
estranhos. Além disso, 0s MA ativos sdo capazes de ativar linfocitos T CD4" e T CD8",
despoletando respostas imunitarias adaptativas.

Dentro dos recetores dos MA, a glicoproteina major de superficie de
Pneumocystis (Msg, do inglés, Major surface glycoprotein) é capaz de se ligar ao
recetor da manose, devido a sua superficie fortemente glicosilada. Este antigénio de
superficie é bastante relevante no processo imunoldgico da pneumocistose pois existem
mais de 100 genes a codificar esta glicoproteina, mas somente € expressa uma isoforma,
num dado momento da infecdo. O [-glucano, presente na parede quistica de
Pneumocystis, também é capaz de fazer a ativagdo macrofagica por ligacdo aos
recetores do B-glucano. A interacdo destes recetores com 0s respetivos antigénios de
superficie do microrganismo conduz a ativacdo dos MA e ao aumento dos niveis de
transcricdo de citoquinas como o0 TNF-o, a IL-6 e a proteina inflamatéria de
macrdfagos, o que leva ao recrutamento de células do sistema imunitério. Outra classe
de PRR em MA, conhecidos por desempenhar papéis importantes na resposta
inflamatoria & PPc, sdo os recetores Toll-like. Semelhantes a estes, 0s recetores
scavenger, pertencem a uma classe de recetores encontrados em macréfagos que

controlam a resposta inflamatoria a Pneumocystis.
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Uma vez fagocitado, Pneumocystis é facilmente destruido pelos MA saudaveis.
A pressdo oxidativa dos macrdfagos, a libertacdo de 6xido nitrico e de intermediarios
reativos de azoto, tém mostrado ser 0s mecanismos principais responsaveis pela
destruicdo de Pneumocystis no interior do fagdcito.

Além dos MA, também as células dendriticas sdo importantes células
imunitéarias efetoras no pulmdo. Situadas no epitélio das vias aéreas, nos septos
alveolares e ao redor dos vasos pulmonares, estas células séo rapidas a responder aos
antigénios inalados. Como células apresentadoras de antigénios, quando ativadas
produzem citoquinas e migram para os ganglios linfaticos, onde ativam as respostas das
células T aos antigénios.

Por seu lado, os neutrofilos estdo associados ao processo inflamatério e, por
conseguinte, tém sido relacionados com a evolucdo da severidade da doenca. Com
efeito, a inflamacéo e a diminui¢do da funcdo pulmonar causada por Pneumocystis nos
pulmdes de individuos seropositivos para o VIH foram correlacionados com contagens
altas de neutrofilos.

Por fim, as células epiteliais do pulmdo sdo fundamentais na patogénese da
infecdo por Pneumocystis, uma vez que os pneumdcitos do tipo I, sdo as células de
eleicdo para a adesdo do microrganismo. Esta ligacdo € facilitada pelas interacdes a
fibronectina e vitronectina do hospedeiro, que se ligam a superficie de Pneumocystis e
permitem a incorporacdo de recetores de integracdo que estdo presentes no epitélio
alveolar. Como todas as células epiteliais, as do pulmdo sdo capazes de secretar
citoquinas inflamatoérias e quimiocinas, em resposta ao stress causado pelo agente

patogénico.

1.4.2.2 A imunidade adaptativa
1.4.2.2.1 Imunidade adaptativa celular
A resposta imune do hospedeiro durante a PPc envolve interacdes complexas
entre as células T CD4", T CD8", MA, células dendriticas, neutréfilos e mediadores
sollveis que, juntos, facilitam a resolucdo da infegéo.
Dessas populacdes de células, as células T CD4" sdo absolutamente criticas para
a resolucdo da pneumonia, desempenhando um papel central nas funcdes de células de

memoOria que coordenam a resposta inflamatdria do hospedeiro, pelo recrutamento e
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ativacdo de células efetoras, responsaveis pela eliminacdo do organismo
(Kelly & Shellito, 2010).

Os niveis de linfocitos T CD4" sdo bastante criticos no contexto desta doenca,
pois a esmagadora maioria dos doentes com PPc apresentam um défice acentuado
destas células (Dei-Cas, 2000; Barry & Johnson, 2001). Estudos com modelos animais
com imunodeficiéncia severa combinada demonstraram que a perda das células T CD4"
torna os mamiferos altamente suscetiveis a infecdo pulmonar por Pneumocystis. Na
verdade, a pneumonia causada por este fungo é bastante mais frequente quando a
contagem de células T CD4" cai abaixo de 200 células/mm?®, como é o caso de muitos
doentes com sida (Phair et al., 1990; Shellito et al., 1990; Kelly & Shellito, 2010).

As células T CD8" funcionam em conjunto com as células T CD4" numa
resposta imunitaria normal, eficaz contra a infecdo por Pneumocystis. No entanto, tem
havido muito debate sobre se o seu envolvimento é protetor ou prejudicial,
particularmente nas situacdes de deficiéncia de células T CD4" (Gigliotti et al., 2006).
Estudos demonstraram que as células T CD8" podem ser protetoras contra a infe¢io por
Pneumocystis, embora estejam dependentes das células citotoxicas, as quais sdo

produzidas na presenca de niveis elevados de IFN-y endogeno (Li et al., 1997).

1.4.2.2.2 Imunidade adaptativa humoral

Embora o maior fator de risco para o desenvolvimento da PPc seja a falta de
imunidade relacionada com as células T, h& evidéncias de que as células B e as
respostas especificas com anticorpos contra Pneumocystis também desempenham um
papel importante contra este microrganismo (Meuwissen et al.,, 1997;
Hong et al., 1995).

Estudos seroldgicos realizados em humanos (Vargas et al., 2001) mostraram que
a presenca de anticorpos contra Pneumocystis sdo facilmente detetados em seres
humanos a partir de uma idade muito jovem. Um estudo que analisou, por
immunoblotting, 680 amostras de soro de adultos saudaveis, em vérias regides do
mundo, mostrou que a prevaléncia geral de anticorpos para Pneumocystis foi de 76 %
(Smulian et al., 1993).

Apesar do facto da analise serolégica estar disponivel ha ja muitos anos, a sua

aplicacdo clinica tem sido limitada por inicialmente se considerar que os individuos
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imunocomprometidos (seropositivos para VIH) infetados por P. jirovecii ndo
conseguiam desenvolver uma resposta humoral adequada (Walzer, 1999). Contudo,
estudos mais recentes com recurso a testes ELISA (do inglés, Enzime-Linked
Immunosorbent Assay), tém determinado que os seropositivos para VIH com PPc tém
maior (Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011)
quantidade de IgG anti-Pneumocystis especificas, comparativamente a individuos
seronegativos para VIH com PPc, o que demonstra que os doentes seropositivos para
VIH sdo capazes de desenvolver uma resposta humoral contra Pneumocystis.
Recentemente, estudos demonstraram que fatores como a localizagdo geografica
(Daly et al., 2009), episédios anteriores de PPc e a idade (Walzer et al., 2009) sdo
parametros com influéncia na resposta humoral destes doentes. Estudos em animais tém
determinado que os anticorpos séricos predominantes sdo imunoglobulinas da classe G,
Ae M (IgG, IgA e IgM) (Walzer & Rutledge, 1981).

Hoje em dia, o facto de existirem estudos que provam que antigénios
recombinantes anti-P. jirovecii sdo reconhecidos por anticorpos séricos, confere-lhes
um enorme potencial de aplicagdo em estudos serologicos (Daly et al., 2002;
Bishop & Kovacs, 2003; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et al., 2009;
Tipirneni et al., 2009; Walzer et al., 2009; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011;
Blount et al., 2012; Djawe et al., 2013). Num desses estudos (Daly et al., 2002), trés
fragmentos recombinantes de sobreposicdo, que abrangem todo o comprimento da Msg
de P. jirovecii foram gerados: MsgA, MsgB e MsgC. Foi possivel verificar, com
relevancia estatistica, que soros de doentes seropositivos para VIH com episédio prévio
de PPc, reconheciam a fragcdo MsgC com maior frequéncia (59 %) do que doentes que
nunca experimentaram a doenca (28 %). No entanto, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre doentes com ou sem PPc em relacdo aos outros
fragmentos Msg. Estes dados vém suportar a importancia do papel dos anticorpos na
defesa do hospedeiro contra a PPc e sugerem que os epitopos que estimulam pelo
menos parte destes anticorpos, podem estar localizados na regido correspondente a
fragéo recombinante MsgC.

Outro estudo, demonstrou a presenca de altos niveis de anticorpos 1gG para
diferentes variantes da fracdo MsgC (MsgC1, MsgC2, MsgC8, MsgC9) em individuos

cuja doenca definidora de sida foi a PPc, sugerindo a existéncia de uma resposta
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humoral face a fracdo MsgC de P. jirovecii, que pode vir a ser Gtil na identificagdo da
infecdo aguda e/ou recente de PPc (Gingo et al., 2011). Por outro lado, este estudo
demonstrou ainda a existéncia de uma resposta humoral face a outro antigénio de
superficie de Pneumocystis, a protéase KEX1 (do inglés, kexin-like serine protéase).
Com o surgimento de resultados promissores nesta area, a imunidade humoral
deve ser tida em conta, face a sua possivel utilidade no diagndstico e controlo
epidemioldgico desta doenga, bem como no reconhecimento de moléculas antigénicas
com potencial de imunizagdo, que podem ser utilizadas em estudos de desenvolvimento

de vacinas contra P. jirovecii.

1.5 Antigénios de Superficie de Pneumocystis jirovecii

Os antigénios de superficie de Pneumocystis tém recebido bastante atencdo dos
investigadores por dois motivos. Primeiro, porque estes antigénios residem na interface
entre 0 hospedeiro e o agente patogénico, pelo que tém um papel crucial tanto para o
agente como para o hospedeiro, principalmente na sua resposta imunitaria. Em segundo
lugar, estes antigénios estdo acessiveis, sendo proteinas abundantes que se concentram
na superficie celular, uma parte da célula que € relativamente facil de isolar e, portanto,
de estudar (Stringer, 2005).

As principais proteinas antigenicas de superficie de P. jirovecii encontradas,
quer nos trofozoitos, quer nos quistos, sdo as glicoproteinas major de superficie (Msg),
que representam a grande maioria dos antigénios de superficie do organismo
(Stringer, 2005). A sua caracterizacdo bioquimica revelou que sdo um complexo de
proteinas altamente glicosiladas com hidratos de carbono ricos em manose,
apresentando uma massa molecular de 90-120 kDa. Vérios estudos evidenciam a
envolvéncia deste antigénio de superficie na interacdo parasita-hospedeiro, por interacdo
com moléculas do hospedeiro como a fibronectina, a vitronectina e surfatantes, bem
como um papel na ligacdo a células epiteliais alveolares (Stringer, 2005).

O genoma de P. jirovecii possui, aproximadamente, 100 genes que codificam
para diferentes Msg, no entanto, apenas uma isoforma de Msg é expressa, num dado
momento da infecdo, sendo que a mesma pode ser alterada no decorrer da infegdo. Os
estimulos que conduzem a este fenomeno ndo foram, até ao momento, esclarecidos, mas

esta variacdo parece ocorrer através de um mecanismo de regulacdo da transcri¢éo e de
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um rearranjo gendmico complexo, que resulta em uma expressao variante de genes
MSG (Stringer & Keely, 2001).

Uma série de estudos que utilizaram fragmentos Msg recombinantes que cobrem
a regido codificadora da proteina completa, ttm mostrado resultados promissores em
testes de diagndstico e estudos epidemiologicos (Daly et al., 2002; Daly et al., 2004;
Daly et al., 2006; Walzer et al., 2009). De particular interesse é a utilizagdo de um
fragmento relativamente conservado que codifica a regido carboxilo-terminal (fracéo
MsgC) (Daly et al., 2002; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Djawe et al., 2010), pois
doentes seropositivos para VIH com PPc ativa tém demonstrado titulos
significativamente mais altos de anticorpos para esta regido, do que doentes com
pneumonia devido a outras causas.

Recentemente, outro antigénio de superficie que tem sido analisado diz respeito
a uma enzima (protéase KEX1), que se pensa desempenhar importantes funcdes no
processamento pos-transcricional de outras proteinas, em especial das proteinas de
superficie, como as Msg, estando, por isso, envolvida nos processos moleculares que
conduzem a invasao das células hospedeiras (Stringer, 2005). Um estudo recente sugere
que os derivados recombinantes desta enzima de Pneumocystis, podem ser um alvo Util
para estudos seroldgicos (Gingo et al., 2011).

Outro antigénio de superficie sobre o qual ja existe alguma informacéo é o p55,
que contém 414 aminoacidos e um dominio caracteristico composto por dez copias de
um motivo de sete aminoacidos, rico em residuos de &cido glutdmico. A proteina
resultante da expressdo do seu DNA complementar é reconhecida por anticorpos quer
de ratos quer de humanos infetados com Pneumocystis, e normalmente encontra-se
expressa a superficie do organismo, encoberta por outros componentes da parede
celular, que podem ser removidos pela a¢éo da p-1,3-glucanase (Stringer, 2005).

Por fim, um quarto antigénio de superficie ja descrito, € composto por um grupo
de proteinas denominado MRS (do inglés, Major Surface glycoprotein Related), que se
considera estar relacionado com as Msg. O nimero de genes correspondente a este
grupo proteico ndo é ainda conhecido, mas a sua localiza¢do € proxima dos genes MSG.
Este antigénio de superficie esta pouco caracterizado, sabendo-se apenas que a sua
massa molecular ronda os 90-115 kDa e que aproximadamente 10 % dessa massa esta

associada a uma glicosilacdo da sua extremidade N- terminal (Stringer, 2005).
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1.6 Diagnostico da pneumonia por Pneumaocystis jirovecii

1.6.1 Diagnostico presuntivo

Para o diagndstico presuntivo da PPc, sdo considerados diversos parametros
clinicos que no seu conjunto podem ser indicativos da doenca. A apresentacdo do
quadro clinico (sinais e sintomas), os testes de funcdo pulmonar, a gasometria arterial,
0s exames radioldgicos e laboratoriais inespecificos, sdo os elementos que compdem o
fundamento do diagnostico presuntivo (Calderdn et al., 2010).

Os doentes com PPc, de um modo geral, desenvolvem sinais e sintomas como
dispneia, que aumenta ao longo do tempo, tosse ndo produtiva ou com expetoracdo
clara, febre baixa ou auséncia de febre, mal-estar, e, por vezes, sensacdo de aperto ou
dor no peito. No entanto, o quadro clinico é variavel de pessoa para pessoa e, muitos
outros processos infeciosos, e mesmo nado infeciosos, podem ter apresentacdo clinica
semelhante (Thomas & Limper, 2004; Calderén et al., 2010).

As caracteristicas classicas de um exame radiolégico em doentes com PPc, com
e sem infecdo VIH, traduzem-se por um infiltrado intersticial bilateral e simétrico que
se torna mais homogéneo e difuso a medida que a gravidade da infecdo aumenta
(Thomas & Limper, 2004; Calderén et al., 2010).

Sendo a pneumocistose uma patologia que provoca graves dificuldades nas
trocas gasosas que ocorrem no pulméo, a gasometria arterial dada pela presséo parcial
de oxigénio (PaO;) no sangue periférico, quando inferior a 65 mmHg, € indicativa da
presenca desta patologia (Barry & Johnson, 2001).

Niveis séricos elevados da enzima lactato desidrogenase (LDH, do inglés
Lactate Dehydrogenase) tém sido relacionados com a PPc, provavelmente por estes
niveis estarem associados a lesdo celular e, consequentemente, a situacdes de lesdo
parenquimatosa pulmonar (Esteves et al., 2014a). No entanto, 0 aumento dos niveis de
LDH néo é especifico quer da PPc quer da lesdo do parénquima pulmonar, podendo
estar associado a outras doencas (Calderon et al., 2010; Vogel et al., 2011).

Outras estratégias de diagndstico, como a medicdo dos niveis seroldgicos do
B-1,3-glucano, do antigénio KL-6 (do inglés, Krebs von den Lungen-6) ou da
S-adenosilmetionina (SAM), ja foram propostas. O B-glucano € o principal componente
estrutural da parede celular de quistos de Pneumocystis (Finkelman, 2010) e, niveis

séricos elevados deste composto tém sido observados em doentes com PPc
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(Teramoto et al., 2000; Tasaka et al., 2007; Finkelman, 2010; Held et al., 2011,
Morris & Masur, 2011; Esteves et al., 2014a) tendo, de forma consistente, esses niveis
diminuido com o tratamento anti-Pneumocystis (Teramoto et al., 2000). Por
conseguinte, o doseamento seroldgico do B-glucano parece ser um bom marcador de
infecdo por Pneumocystis. Outros estudos demonstraram que, 0s niveis seroldgicos do
antigénio KL-6, uma glicoproteina tipo mucina proeminente em pneumacitos alveolares
do tipo I, estdo aumentados em doentes com PPc, tornando este antigénio um potencial
indicador de pneumocistose (Hamada et al., 1998; Tasaka et al., 2007). Por outro lado,
0s niveis seroldgicos de SAM, um importante intermediario metabolico, tém mostrado
resultados dubios, pois alguns autores sugerem que a presenca de baixos niveis de SAM
no sangue de doentes com PPc, pode ser associada a presenca da doenca, baseando-se
no facto de Pneumocystis, ao contrario de quase a totalidade dos outros agente
patogénicos, ter a necessidade de captar SAM exdgena, uma vez que ndo é capaz de a
produzir endogenamente (Skelly, Holzman & Merali, 2008). No entanto, outros autores
vém contrariar esta afirmacdo, demonstrando a presenca de um gene da SAM no
genoma de Pneumocystis (Kutty et al., 2008).

O diagnostico clinico da PPc é complexo pois nenhuma combinacdo de
sintomas, achados radioldgicos, exames gasométricos ou niveis séricos de metabolitos
seroldgicos é especifica de infecdo por P. jirovecii. Como tal, a identificacdo dos
organismos infetantes ou do seu DNA numa amostra clinicamente relevante, €

necessaria para fazer um diagnostico definitivo.

1.6.2 Diagnostico definitivo

1.6.2.1 Detecdo microscopica de Pneumocystis jirovecii

Estes microrganismos sdo detetaveis em amostras obtidas por métodos invasivos
como bidpsias de tecido ou lavados broncoalveolares (LBA), e em fluidos corporais
obtidos de forma menos invasiva como a expetoracdo induzida (El), a expetoragédo
espontanea, o lavado oral (LO), as secrecdes brénquicas ou o aspirado nasofaringeo
(Barry & Johnson, 2001). Estas amostras biolégicas podem ser analisadas por
microscopia Otica ou de fluorescéncia (imunofluorescéncia), ou por metodos

moleculares.
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Através da microscopia Otica, varios métodos de coloragdo histoquimica estdo
descritos para a pesquisa deste microrganismo. P. jirovecii, especialmente 0s quistos
maduros, podem ser detetados pela coloracdo com metenamina prata, azul de toluidina
ou calcofltor (Calderén et al., 2010). Estes corantes tém boa afinidade para os
componentes da parede do quisto. Assim, a metenamina prata, corante histoquimico de
referéncia para o diagnostico da PPc, cora de cinzento-escuro a parede dos quistos, ndo
corando o seu contetdo ou os trofozoitos (ver figura 5A). A coloracdo pelo azul de
toluidina, deixa a parede quistica corada de azul claro enquanto o calcoflior permite
uma coloracdo fluorescente da parece quistica (ver figura 5C). Quer a coloracéo pelo
Giemsa, quer a técnica modificada de coloracéo pelo Giemsa (Diff-Quick), permitem a
coloracdo dos trofozoitos e dos corpos intraquisticos, que apresentam o nucleo corado
de vermelho, rodeado por um citoplasma azulado (figura 5B) (Calderén et al., 2010).
No entanto, a leitura destas técnicas necessitam de um observador experiente e treinado,
pois pode surgir interferéncias de coloracdo inespecificas e/ou de leitura ambigua
(Calderon et al., 2010).

Além destas técnicas, a microscopia de fluorescéncia veio permitir o
desenvolvimento de técnicas de imunofluorescéncia direta e indireta para detecdo de
P. jirovecii (Calderon et al., 2010). Esta técnica fundamenta-se na ligacdo de anticorpos
monoclonais especificos, marcados com moléculas fluorescentes como a fluoresceina, a
antigénios de superficie de Pneumocystis (ver figura 5D). Por observacdo no
microscopio de fluorescéncia, a detecdo do agente infetante faz-se pela emissao da cor
caracteristica, fornecida pelas moléculas fluorescentes excitadas acopladas ao anticorpo
que fez o seu reconhecimento, quando expostas a uma fonte de luz com o devido
comprimento de onda (475 nm), e pela observacdo das formas caracteristicas de
P. jirovecii. Devido a sua fiabilidade, a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) é a
técnica mais utilizada no diagnostico da PPc (Baughman et al., 1989; Lautenschlager et
al., 1996; Bava, Cattaneo & Bellegarde, 2002).
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Figura 5. Detecgdo de diferentes formas de Pneumocystis utilizando diferentes coloragdes.
Painel A — Quistos de Pneumocystis corados com metenamina prata; Painel B — Trofozoitos de

Pneumocystis corados com Giemsa; Painel C - Quistos de Pneumocystis corados com
calcofltor; Painel D — Quistos (setas completas) e trofozoitos (cabecas de setas) corados por
imunofluorescéncia (adaptado de Thomas & Limper, 2004)

1.6.2.2 Detegdo molecular de Pneumocystis jirovecii

Num laboratorio clinico, a utilizacdo de métodos moleculares prende-se com o
aumento da sensibilidade de detecdo dos microrganismos, a fim de estabelecer o
diagnostico da PPc o mais cedo possivel e com a possibilidade de recurso a amostras
menos invasivas. A técnica de PCR (do inglés, polimerase chain reaction) é altamente
eficaz na amplificacdo de DNA de Pneumocystis em diversos tipos de amostras clinicas
(LBA, EI, expetoracdo espontanea, LO, secre¢des bronquicas, aspirados nasofaringeos,
soro e sangue) (Wakefield et al., 1990; Durand-Joly et al., 2005).

A detecdo molecular de P. jirovecii para fins de diagndstico, consiste na
amplificacdo de um segmento de DNA especifico, a subunidade grande do RNA
ribossémico mitocondrial (mtLSUrRNA), através da técnica de PCR-nested, descrita

anteriormente por Wakefield et al., 1990. Recentemente, técnicas de PCR quantitativo,
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em tempo real (RT-gPCR), foram também descritas para detecdo de P. jirovecii em
amostras bioldgicas. A vantagem desta metodologia é que, para além dos resultados
qualitativos em relacdo a presenca do microrganismo, permite também a quantificacdo
dos mesmos (Arcenas et al., 2006; Huggett et al., 2008).

Um problema significativo da utilizacdo do diagnostico molecular é levantado
pela dificuldade em distinguir casos de colonizagdo por P. jirovecii de casos de doenga
(Huggett et al., 2008). De facto, um resultado positivo de PCR relacionado com um
teste de microscopia negativa pode dizer respeito tanto a um caso de colonizagcdo, como
a uma PPc recente. Na pratica comum, esta dificuldade é muitas vezes resolvida com

base numa avaliagdo clinica cuidadosa.

1.6.2.3 Outros métodos de diagnéstico da pneumonia por Pneumocystis

jirovecii

A eficacia da microscopia depende principalmente dos meios e tecnologia
disponiveis, assim como do tipo de amostra, da coloracao utilizada e da experiéncia do
microscopista. A interpretacdo do diagnostico da PPc por métodos moleculares pode,
por vezes, ser dificil quando os resultados da microscopia ndo sdo concordantes
(Calderon et al., 2010). Em virtude do exposto, a detecdo de anticorpos séricos podera
constituir uma estratégia a considerar no diagndstico da PPc, mesmo em doentes
imunocomprometidos.

Essa estratégia, no entanto, raramente tem sido utilizada no diagnéstico da PPc
pois sabe-se que individuos saudaveis apresentam, frequentemente, niveis significativos
de anticorpos anti-Pneumocystis no soro (Smulian et al., 1993). Por outro lado, ensaios
de imunodetecdo de anticorpos anti-Pneumocystis, como as técnicas imunoenzimaticas
e/lou as técnica de immunoblotting, especialmente aquelas que utilizam antigénios
recombinantes deste agente, tém-se revelado uma ferramenta interessante em estudos
epidemioldgicos e uma hipotética ferramenta de diagnostico (Daly et al., 2002;
Bishop & Kovacs, 2003; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et al., 2009;
Tipirneni et al., 2009; Walzer et al., 2009; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011;
Blount et al., 2012; Djawe et al., 2013).
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1.7 Prevencdo e tratamento da pneumonia por Pneumocystis
jirovecii
1.7.1 Profilaxia

A profilaxia contra a PPc pode ser dirigida contra a infegdo primaria (primeiro
episodio), ou secundéria (recaidas).

Na profilaxia primaria, diretrizes recomendam o seu inicio em adolescentes e
adultos infetados pelo VIH, incluindo mulheres gravidas e doentes submetidos a TARV,
quando a contagem de células T CD4" ¢ inferior a 200 células/mm?, ou quando o doente
apresenta historia clinica de candidiase orofaringea ou outras infegdes oportunistas
indicadoras de imunossupressao (Calderon et al., 2010). A profilaxia primaria deve ser
interrompida em doentes seropositivos para VIH que respondam a TARV, com aumento
na contagem de células T CD4" para valores superiores a 200 células/mm?, durante mais
de trés meses. No entanto, se a contagem de células T CD4" diminuir para valores
inferiores a 200 células/mm?, a profilaxia deve ser reintroduzida (Calderén et al., 2010).

No que respeita aos doentes imunocomprometidos seronegativos para VIH, os
dados sdo limitados e, nesses doentes, a duracdo ideal da quimioprofilaxia ndo esta
estabelecida, devendo ser mantida enquanto as condigfes imunossupressoras
permanecerem ativas (Calderon et al., 2010).

A profilaxia secundaria também deve ser instituida em doentes seropositivos
para VIH que tenham ja desenvolvido episédios anteriores de PPc
(Thomas & Limper, 2004). Esta quimioprofilaxia deve ser interrompida, quando estes
doentes apresentarem uma contagem de células T CD4" acima de 200 células/mm?® por
um periodo de, pelo menos, trés meses, como resultado da TARV. Caso a contagem
diminua novamente abaixo das 200 células/mm?®, a profilaxia deve ser reintroduzida
(Calderon et al., 2010).

Farmacos como o Trimetoprim-Sulfametoxazol (TMP-SMZ), a pentamidina, a
dapsona e a atovaquona, podem ser utilizados na profilaxia contra a PPc. No entanto, a
associacdo TMP-SMZ ¢é o agente profilatico (primario) recomendado, tanto para os
seropositivos para VIH, como para os imunocomprometidos seronegativos para VIH,
devido a sua alta eficacia, relativa seguranga, baixo custo e amplo espectro

antimicrobiano (Caldero6n et al., 2010).
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1.7.2 Tratamento

N&o ha uma abordagem universalmente aceite no tratamento de doentes com
suspeita de PPc. No entanto, como a PPc pode ser rapidamente progressiva e a taxa de
mortalidade associada € alta, particularmente nos doentes imunocomprometidos
seronegativos para VIH, o seu tratamento precoce € essencial (Calderdn et al., 2010).

A classificacdo de doentes com PPc em doenca leve, moderada ou grave,
fornece uma orientacdo quanto a escolha do farmaco para o tratamento e ajuda a decidir
se uma terapia adjuvante com corticosteroides é indicada. O uso de corticosteroides
pode reduzir a inflamagdo pulmonar, sendo esta terapia adjuvante altamente
recomendada em doentes que apresentem graus moderados ou elevados de hipoxia
(Calderon et al.,, 2010). Outro fator que influencia a escolha do tratamento esta
relacionado com a toxicidade dos farmacos e com o desenvolvimento de resisténcias
contra 0S mesmos.

A combinacdo de farmacos utilizada como referéncia (primeira linha) no
tratamento da PPc, independentemente da forma de apresentacdo e da gravidade da
infecdo, € o0 TMP-SMZ. Nos casos de hipersensibilidade ou de resposta inadequada a
terapéutica, o combate a infecdo pode ser feito com recurso a acdo de farmacos
alternativos (segunda linha), apresentados no quadro 1 (Calderon et al., 2010).

Quadro 1. Farmacos utilizados no tratamento da pneumocistose e suas respetivas acoes
(adaptado de Calderén et al., 2010)

FArmaco Severidade Linha de Acio
da PPc tratamento
TMP-SMZ L;gr(:\:: a 18 Inibic&o da via metabdlica dos folatos
Ligeira a Ini_bigéo da,yia metab_c')llic_a do écid,o para—
Pentamidina grave 28 aminobenzoico; da glicdlise anaerobia; da
fosforilagdo oxidativa; da sintese proteica
Primaquina- Ligeiraa 20 Inibicdo da sintese proteica e da cadeia
clindamicina moderada respiratoria
Dapsona- Ligeiraa Alternativa Inibicdo da sintese da via metabdlica dos
TMP moderada de 28 folatos
Atovaquona nI;;%e;rr: daa Altggn;:wa Inibicéo citocromo b
. Ligeiraa Alternativa - . .
Trimetrexato . Inibicdo da via metabolica dos folatos
moderada de 22 linha
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1.8 Diagnéstico seroldgico da pneumocistose: producdo de um
antigenio recombinante sintético multiepitopo para imunodetecdo de
anticorpos anti-Pneumocystis jirovecii.

1.8.1 Justificacdo

A PPc é uma das maiores causas de morbilidade e mortalidade em
imunocomprometidos, principalmente nos seropositivos para VIH. Desta forma,
reveste-se de grande interesse o0 diagnostico precoce desta infecdo, por forma a instaurar
a terapéutica adequada o0 mais cedo possivel.

Atualmente, os meios laboratoriais de referéncia para o diagnostico da PPc
baseiam-se fundamentalmente na detecdo direta de P. jirovecii em amostras
pulmonares, o que implica a realizacio de exames invasivos com recurso a
broncofibroscopia que, com frequéncia, colocam em risco a vida dos doentes, j& por si
muito debilitada. Assim, o desenvolvimento de um teste seroldgico sensivel e fiavel,
capaz de determinar a presenca de infecdo por P. jirovecii, seria util como um teste de
diagnostico ndo invasivo e como uma ferramenta epidemioldgica. Em particular, o
desenvolvimento de um método que permitisse distinguir infecdo passada por
P. jirovecii de doenca ativa ou colonizagdo, seria particularmente (til.

Estudos recentes com recurso a antigénios recombinantes especificos de
P. jirovecii e a técnicas de imunodetecdo de anticorpos, estdo a produzir resultados
promissores nesta area. Em virtude do exposto, € nessa perspetiva que surge a pretensdo
de se produzir um novo antigénio recombinante sintético multiepitopo da fracdo MsgC
de P. jirovecii, como ferramenta para pesquisa de anticorpos especificos contra o

agente, por técnica de ELISA.

1.8.2 Objetivos
Com o presente trabalho de investigacdo, pretende-se produzir um antigénio
recombinante sintético multiepitopo especifico de P. jirovecii e, com recurso a este
antigénio, otimizar um método ELISA com pesquisa de anticorpos totais e das fracoes

IgM e IgG anti-P. jirovecii, para diagnéstico da PPc.
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2. Material e Métodos

A metodologia aplicada neste trabalho esta esquematizada na figura 6 e consistiu em:

2.1 Escolha e produgdo de um antigénio recombinante sintético multiepitopo de
P. jirovecii;

2.2 Clonagem do antigénio recombinante sintético multiepitopo de P. jirovecii em
E. coli TOP10;

2.3 Construgdo de um vetor de expressdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo de P. jirovecii;

2.4 Expressao do antigénio recombinante sintético multiepitopo de P. jirovecii;

2.5 Purificacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo de P. jirovecii;

2.6 Caracterizagdo da amostragem;

2.7 Aplicacao do antigénio recombinante sintético multiepitopo no desenvolvimento
de um teste ELISA para detecdo de anticorpos totais, IgG e IgM anti-P. jirovecii;

2.8 Anélise dos dados.

Producio do antigénio

Pesquisa bibliografica Selegio de regides recombinante sintético
com escolhz}_do B - imunogénicas ™| der Jjirovecii no vetor
antigénio de P. jirovecii pUCS7-Amp
de interesse
N Insercdo da sequéncia do Clonagem do antigénio
Constl‘ugao do ve.to’r (.19 — antigénio recombinante | recombinante sintético
€Xpressao do antigenio sintético de P, jirovecii de P, jirovecii em E. coli
recombinante sintético no vetor pLATE 31 TOPI10
Transformagio de
bactérias E. coli BL21 Expressio do antigénio Purificacao do
Star. (DE3) com o —> [ recombinante sintético ] —> antigénio recombinante
vetor de expressdo de P, jirovecii sintético de P, jirovecii

[ Pesquisa de anticorpos ] i

/ totais, IgM e IgG
.. Desenvolvimento de um
Analise dos dados teste ELISA
V\ Caraterizagdo da
amostragem

Figura 6. Fluxograma da metodologia aplicada no presente estudo.
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2.1 Escolha e producdo de um antigénio recombinante sintético
multiepitopo de Pneumocystis jirovecii

2.1.1 Escolha do antigénio recombinante a sintetizar

A pesquisa bibliogréafica efetuada permitiu a compilacdo de informacéo sobre o
interesse das propriedades antigénicas da glicoproteina major de superficie Msg de
P. jirovecii, assim como da potencialidade da aplicagdo desta regido em ensaios de
imunodiagnostico. Desta analise, destaca-se um estudo em particular (Daly et al., 2002),
no qual se investigou a resposta imunoldgica de individuos seropositivos para VIH com
e sem histéria prévia de PPc e de dadores de sangue (controlo), face a trés fracOes
distintas da Msg de P. jirovecii: MsgA, MsgB, e MsgC. Observou-se que o titulo de
anticorpos contra estas fracdes, em particular os titulos anti-MsgC, pode vir a ser um
importante pardmetro de infecdo, potencialmente mensurdvel e Gtil num futuro
diagndstico seroldgico da PPc.

Por outro lado, uma abordagem em que péptidos recombinantes foram
desenhados, construidos, expressos e purificados, sendo posteriormente utilizados em
ensaios imunoldgicos para detecdo de Toxoplasma gondii, foi ja realizada com sucesso
por outros autores (Dai et al., 2012).

Em virtude do exposto, estes estudos foram o ponto de partida para a abordagem
experimental deste trabalho, baseada na producdo e purificacdo de um antigénio
recombinante sintético multiepitopo constituido por porcBes antigénicas reativas da
fracdo MsgC de P. jirovecii, para aplicacdo no desenvolvimento de uma técnica de
imunodetecéo de anticorpos anti-P. jirovecii.

2.1.2 Confirmagdo da presenga da fragdo MsgC em DNA de Pneumocystis
jirovecii
No presente estudo, fez-se uma analise online da sequéncia da glicoproteina
Msg, na base de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para
isso, efetuou-se uma pesquisa recorrendo-se as palavras-chave “Major Surface
Glycoprotein” ¢ “Pneumocystis jirovecii”. O resultado mais recente (fevereiro 2012) e
com o maior fragmento descrito (1022 aminoacidos) foi selecionado (GenBank:
AEZ01831.1). Com a sequéncia nucleotidica correspondente (GenBank: JN792933.1),
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recorreu-se a ferramenta online NCBI nucleotide blast, confirmando-se a semelhanca da
sequéncia selecionada com outras sequéncias codificantes para o gene MSG
anteriormente. Em seguida, procedeu-se a selecdo de oligonucledtidos (primers) que
permitissem a amplificacdo da regido correspondente a fracdo MsgC do DNA de
P. jirovecii por PCR. Para isso, teve-se em conta o primer reverse descrito por Daly et
al. em 2002, tendo sido desenhado um novo primer forward recorrendo ao software

online Primer 3 (disponivel em: http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A composicdo dos

primers utilizados esta detalhada no quadro 2.

Quadro 2. Composicdo dos primers utilizados no presente estudo para a amplificacdo da fracao
MsgC.

Primer forward: PjMSG_c Fw 5" GAAAGTACGTGTAAGCTGATGGTA 3’

Primer reverse: PJMSG_c Rv 5’ TCAATTGATGCTGAAGAGATG 3’ *
Tamanho da sequéncia a amplificar | 1334 nucle6tidos

* previamente descrito por Daly et al., 2002.

Estes primers foram utilizados em reacbes de PCR, que permitiram a
amplificacdo especifica da sequéncia de interesse numa sequéncia molde de DNA de
P. jirovecii extraido de amostras caracterizadas como PPc positivas, na populacdo
portuguesa. Esta técnica foi realizada recorrendo-se ao kit LongRange PCR da
QIAGEN®.

Na realizacdo desta técnica foi utilizada a mistura reacional sumarizada no
quadro 3, sendo que a amplificacdo de DNA foi feita no termociclador Biometra® 1

Thermocycler, segundo as condicdes térmicas descritas no quadro 4.

Quadro 3. Composigéo da mistura reacional utilizada na amplificagdo por PCR LongRange.

Componente Volume utilizado por reagéo

Agua livre de RNase 15,1 pL
Tampé&o LongRange PCR com Mg”* (10x) 5puL
Mix de dNTPs (10 mM cada dNTP) 2,5uL
Q-Solution (5x) 10 uL
Primer PJMSG_c Fw (10 pM) 2 uL
Primer PJMSG_c Rv (10 pM) 2 uL
MgCl, (25 mM) 3 uL

Mix enzimético para LR-PCR 0,4 uL
Amostra de DNA 10 puL
Volume Final 50 pL
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Quadro 4. Condi¢des térmicas aplicadas na PCR LongRange para amplificacdo especifica da
fracdo MsgC de P. jirovecii.

Condigdes de amplificagéo N° de Ciclos
Desnaturacgéo inicial 93 °C, 3 minutos 1
Desnaturagédo 93 °C, 30 segundos
Ligacdo 50 °C, 1 minuto 45
Extenséo 68 °C, 6 minutos

Apobs PCR, o DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose,
para avaliacdo dos produtos de amplificacdo, segundo o procedimento laboratorial
descrito no anexo 1 (pag. 116). As bandas com tamanho correspondente ao fragmento
esperado foram excisadas do gel e recuperadas para posterior purificacdo e
sequenciacdo. A sua purificacdo foi realizada recorrendo ao kit JetQUICK Purification
Spin kit da GENOMED®, cujo procedimento se encontra descrito no anexo 2 (pag. 117).
A sequenciacdo dos fragmentos de DNA purificados foi efetuada num sequenciador
ABI 3730XL, pela empresa Stabvida®.

Os resultados das sequenciacdes foram analisados no programa bioinformatico
Chromas Lite versdo 2.1.1 e o alinhamento de sequéncias foi efetuado recorrendo ao

software online MultAlin (disponivel em http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Foi

simultaneamente efetuado um blast com os produtos da sequenciagéo, para verificar a

sua semelhanga com outras sequéncias dos genes MSG anteriormente descritas.

2.1.3 Selecdo das regides de interesse e sintese do antigénio recombinante
multiepitopo
Fez-se uma analise da sequéncia de aminoacidos correspondente a fracdo MsgC
de P. jirovecii, procurando 0s epitopos com antigenicidade e reatividade mais
previsivel, conforme descrito por Dai et al. em 2012, para o estudo de Toxoplasma
gondii.
Foi analisado o perfil de hidrofobicidade e a posicdo relativamente a membrana
de 582 aminoacidos (GenBank: JN792933.1), correspondentes a porcao final da fracdo

MsgB e a toda a por¢édo da fracdo MsgC (figura 7).
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MsgC T ——
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Figura 7. Esquema das fracBes recombinantes Msg comparativamente a Msg total. Sinalizac¢éo
a encarnado da regido analisada neste estudo. Adaptado de Daly et al., 2002.

Esta sequéncia de aminoacidos foi analisada, com recurso a ferramenta online
ExPASy — ProtScale e ao software online CBS — TMHMM - verséo 2.0, para estudo do
perfil de hidrofobicidade utilizando a escala de Kyle & Doolittle e da posicéo
membranar, respetivamente.

Feita a selecdo das regides com menor indice de hidrofobicidade e com uma
posicdo previsivel extra membranar, um péptido recombinante sintético composto por
estas trés regides ligadas entre si por pontes de cinco residuos de glicina, foi desenhado
e posteriormente sintetizado e clonado, pela empresa Nzytecn®, no vetor pUC57-Amp

(ver figura 8), com a sequéncia otimizada para expressdo em E. coli.

EcoRl
Sadl
¥pnl
¥bal
EcoRV
BamHl
¥mal
Smal
|Apal
Sall
Pstl
Stul
Hindlll

MCS

Legenda:

bla (Ap") — Gene da B-lactamase

lacZ — Operédo lac

rep (pPMB1) — Origem de replicacdo do
plasmideo pMB1

MCS - local de insercdo da sequéncia do
antigénio do antigénio recombinante
sintético multiepitopo

A0
=
‘,.\3*::3\\) (M‘I R
3

pUC57-Amp

2710 bp

Figura 8. Esquema representativo do vetor de clonagem pUC57-Amp e dos seus constituintes
genéticos, com representacdo do local de insercdo da sequéncia do antigénio recombinante
sintético multiepitopo (MCS do inglés, Multiple Cloning Site).
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Recorrendo a ferramenta online ExPASy — ProtParam, identificaram-se varios

pardmetros fisico-quimicos do antigénio recombinante sintético multiepitopo.

2.2 Clonagem do antigénio recombinante sintético multiepitopo de

Pneumocystis jirovecii em E. coli TOP10
Terminado o0 processo de sintese do antigénio recombinante sintético
multiepitopo no vetor de clonagem pUC57-Amp, este foi clonado em bactérias E. coli.
O processo de transformacéo decorreu de acordo com 0s seguintes passos:

1) Obtencdo de células hospedeiras competentes;
2) Transformacdo das células competentes com o DNA recombinante;

3) Confirmacao da presenca de DNA recombinante nas células transformadas, por
PCR;

4) Purificacdo e sequenciacdo do DNA recombinante presente nas células

transformadas.

2.2.1 Obtencdo de células competentes de E. coli TOP10
Neste estudo, foram utilizadas celulas de E. coli TOP10 como células
hospedeiras. Foi executado um protocolo, adaptado de Li et al., 2010, que se baseia na
utilizacdo do cloreto de célcio para obtencdo de células competentes.
Método do cloreto de célcio para obtencdo de células competentes: Num passo

inicial, foi preparada uma cultura celular de bactérias E. coli TOP10 através da
inoculacdo de uma Unica coldnia desta bactéria em 25 mL de meio liquido de
Luria-Bertani (LB; 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl),
que ficou a incubar durante 4 horas a 37 °C sob agitacdo orbital (170 rpm). Findo o
processo de incubacdo, a cultura celular foi mantida em gelo durante pelo menos
5 minutos. De seguida, a cultura celular foi submetida a centrifugacdo a 4 °C durante
5 minutos a uma velocidade de 9000 g na centrifuga refrigerada Sigma® 3k15. O
sedimento de células foi ressuspendido em 10 mL de uma solucéo de cloreto de célcio
(CaCly) 0,1 M a 4 °C. Seguiu-se uma incubacdo em gelo durante 20 minutos, apos a

qual uma centrifugacdo em condigdes semelhantes & realizada anteriormente foi
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realizada, tendo o sedimento de células obtido sido ressuspendido em 1,5 mL de uma
solucdo de cloreto de célcio a 4 °C, suplementada com glicerol (0,1 M CaCl,/15 % de
glicerol). Esta suspensdo final foi redistribuida por varios tubos eppendorf de 1,5 mL,
ficando cada um com 100 pL de volume final. Os eppendorfs foram imediatamente
congelados a -80 °C ou utilizados no processo de transformagdo das células
competentes.

2.2.2 Transformacéo de E. coli TOP10 competentes com o vetor pUC57-Amp
As células produzidas no passo anterior foram postas em contacto com o vetor
pUC57-Amp (ver figura 8, pag. 32) que contém a sequéncia codificante para o antigénio
recombinante sintético multiepitopo. Para a transformacdo bacteriana, foi utilizado o
método do choque térmico, adaptado de Singh et al., 2010.
Transformacdo de E. coli competentes por choque térmico: Selecionaram-se

aleatoriamente cinco eppendorfs com 100 pL de suspensdo celular de E. coli TOP10
competentes. A quatro destes eppendorfs adicionou-se 1 pL de vetor (0,1 pg/uL)
previamente diluido (1:10) e, ao eppendorf restante, 1 uL de &gua desionizada estéril
(eppendorf controlo). As células incubaram em contato com o plasmideo durante
30 minutos, em gelo. Findo este periodo, foi efetuado o choque térmico as células,
colocando-se os eppendorfs num termociclador (Biometra® 1 Thermocycler) a 42 °C.
Dos quatro eppendorfs aos quais foi adicionado o vetor plasmidico, o primeiro sofreu
um choque térmico de 2 minutos, o segundo de 3 minutos, o terceiro de 4 minutos e o
quarto de 5 minutos. O eppendorf controlo sofreu um choque térmico semelhante ao
primeiro. Ao sairem do termociclador, os eppendorfs foram diretamente colocados em
gelo e ai permaneceram durante 10 minutos. Estas suspensfes celulares, agora
transformadas, foram transferidas para eppendorfs de 1,5 mL, que continham no seu
interior 900 pL de meio liquido LB. Seguiu-se uma incubacdo durante 1 hora a 37 °C.
As células foram centrifugadas durante 1 minuto a 7000 g, descartando-se parte do
sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 100 pL do sobrenadante excedente e
as células foram semeadas em placas de petri com meio s6lido LB suplementado com
ampicilina (50 mg/mL), onde incubaram durante 18 horas a 37 °C.

Apos a incubacéo, foi feita a contagem do nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) consoante o tempo de choque térmico fornecido e foi verificada a
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auséncia de crescimento na placa semeada com a mistura do eppendorf controlo. Foram

feitos isolamentos das coldnias.

2.2.3 Confirmagdo da presenca de DNA recombinante nas células
transformadas
Para a confirmacdo da presenca de DNA recombinante nas células
transformadas, realizou-se uma PCR, em duplicado, dirigida para a sequéncia do
antigénio recombinante sintético multiepitopo, em amostras do vetor pUC57-Amp
purificado e de colonias, selecionadas aleatoriamente, isoladas no passo anterior, pela
técnica de PCR-coldnia, que ndo necessita qualquer passo de pré-extracdo de DNA
(Bergkessel & Guthrie, 2013). Para tal, foi utilizado um protocolo de PCR com os
primers M13F(-21) e M13R (ver quadro 5) que amplificam a regido de interesse, e uma
mistura reacional que se encontra detalhada no quadro 6.

Quadro 5. Composicdo dos primers que permitem a amplificacdo da sequéncia do antigénio
recombinante sintético multiepitopo presente no vetor clonado em E. coli TOP10.

Primer Composicao
M13F(-21) 5-d(TGT AAA ACG ACG GCC AGT)-3'
M13R 5-d(CAG GAA ACA GCT ATG AC)-3'
Tamanho do amplicdo | 566 pb

Quadro 6. Composicdo da mistura reacional da PCR para amplificagdo da sequéncia do
antigénio recombinante sintético multiepitopo.

Componente Volume utilizado por reacéo
Agua esterilizada 33,80 pL
Tampdo PCR (10x), Bioline® 5 uL
Mix de dNTPs (10 mM cada dNTP), Applied 2 uL
biosystems®
Primer M13 Fw(-21) (10 pM), MWG Biotech® 1L
Primer M13 Rv (10 uM) , MWG Biotech® 1puL
MgCl, (25 mM), Bioline® 5 uL
TagqGold (5 U/uL), Applied biosystems® 0,2 uL
Amostra de DNA 2 UL
Volume Final 50 pL
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Para monitorizar a qualidade dos resultados em cada reacdo de amplificagéo,
utilizou-se um controlo negativo que consistiu em agua desionizada estéril. Este
controlo substituiu, na respetiva mistura reacional, os 2 puL de amostra de DNA.

O protocolo foi efetuado numa camara de fluxo laminar, tendo a reacdo
decorrido num termociclador (Biometra® T1 Thermoclycler), de acordo com as

condicGes sumarizadas no quadro 7.

Quadro 7. CondicGes térmicas aplicadas na PCR para amplificacdo especifica da sequéncia do
antigénio recombinante sintético multiepitopo em E. coli TOP10, transformadas com o vetor
pUC57-Amp.

Condicdes de amplificacio N° de Ciclos
Ativacéo da polimerase 95 °C, 10 minutos 1
Desnaturagéo 95 °C, 30 segundos
Ligacdo 55 °C, 1 minuto 40
Extensdo 72 °C, 1 minuto
Extensdo final 72 °C, 1 minuto 1

Segundo o relatério do fabricante do vetor, o gene sintético foi clonado no vetor
digerido com a enzima EcoRV (ver anexo 3, pag. 118). Em virtude do exposto, com
conhecimento da sequéncia completa do vetor e com conhecimento do local de atuacdo
da enzima EcoRV (ver quadro 8), foi possivel conhecer o local de inser¢cdo do antigénio
sintético (ver figura 9), assim como o esquema do amplicdo resultante da amplificacéo

da regido de interesse com primers especificos, que corresponde a 566 pb.

Quadro 8. Representacdo do local de restricdo da enzima EcoRV (V) numa sequéncia
nucleotidica.

Enzima de Restricéo Local de atuagéo

EcoRV 5’...GATVATC...3’
3..CT AAT AG...3
BamHl
Kmal  Apal Pt
EcoRd Sacl  Kpnl Xpal EcoRV Smal | Sall Sud ]
f f i } } f } f } } f r t f t f } f f } } } f } f
M13F (21) ¢ T maR
MCS

Figura 9. Representacdo da sequéncia amplificada pelos primers utilizados na reacéo de PCR,
assim como do local de inser¢do do antigénio recombinante (MCS).
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Terminada a PCR, o DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose, para posterior avaliacdo dos produtos de amplificagdo. O protocolo utilizado

encontra-se descrito no anexo 1 (pag. 116).

2.2.4 Purificacdo e sequenciacdo de DNA amplificado nas células
transformadas
Todo o procedimento foi realizado a semelhanca do que foi descrito anteriormente

na secgédo 2.1.2.

2.2.5 Isolamento de DNA plasmidico de E. coli TOP10 transformadas

Por forma a isolar o DNA plasmidico transformante de E. coli TOP10, cuja
composicdo foi confirmada por sequenciacdo, recorreu-se ao protocolo QIlAprep Spin
Miniprep Kit da QIAGEN®. Em primeiro lugar, foram realizadas culturas bacterianas
das células transformadas, em meio liquido LB suplementado com 1 pL/mL de
ampicilina (50 mg/mL). Tubos falcon de 15 mL, com 5 mL de meio de cultura, foram
inoculados com colonias transformadas isoladas e sofreram incubacdo a 30 °C durante
24 horas. Findo o periodo de incubacdo, 1 mL de cada cultura em tubo falcon foi
transferido para tubos eppendorf de 2 mL e foi-lhes adicionado glicerol para uma
concentracéo final de 50 %, sendo de seguida congeladas a -20 °C. Os restantes 4 mL
da cultura celular foram utilizados para purificacdo e isolamento do DNA plasmidico,
em trés passos sequenciais: lise alcalina das células bacterianas, seguida da adsorcao de
DNA plasmidico a membrana de silica da coluna de purificacdo e, por fim, a elui¢cdo

desse DNA plasmidico. O procedimento encontra-se detalhado no anexo 4 (péag. 120).

2.3 Construcdo de um vetor de expressdo do antigénio recombinante
sintético multiepitopo de Pneumocystis jirovecii

2.3.1 Selecdo do vetor de expresséo a utilizar
A construcdo de um vetor de expressdo para o0 antigénio recombinante sintético
multiepitopo de P. jirovecii, foi conseguida atraves da utilizacdo do sistema de
clonagem e expressdo aLICator Ligation Independent Cloning and Expression System
da Thermo Scientific®, que recorre a tecnologia Ligation Independent Cloning (LIC).
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Neste projeto, a sequéncia do antigénio recombinante sintético multiepitopo foi
adicionada ao vetor de expressdéo pLATE 31 do kit da Thermo Scientific®, cujos
componentes estdo representados na figura 10 e detalhados no anexo 5. A insercdo da
sequéncia correspondente ao antigénio recombinante neste vetor de expressdo permite a
expressdo do antigénio com uma cauda C-terminal de seis residuos de histidina.
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Figura 10. Representacdo do vetor pLATE 31 e da localizagdo dos seus elementos genéticos
constituintes.

2.3.2 Producédo da sequéncia de insercdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo no vetor de expressdo pLATE31
Para insercdo da sequéncia do antigénio recombinante sintético multiepitopo no
vetor de expressdo selecionado, foi gerado um produto de PCR com extremidades
complementares as do vetor. Para tal, as indicacfes fornecidas pelo fabricante do vetor,
para a construcdo dos primers capazes de fazerem a amplificacdo do fragmento a
inserir, foram seguidas. Em virtude do exposto no quadro 9 e, tendo em consideracéo
que o fabricante aconselha que a temperatura de melting da regido do primer
complementar ao gene de interesse seja de, pelo menos, 60 °C, foram projetados dois
primers recorrendo-se ao software online NCBI Primer Blast. Foi tida em consideragédo
a sequéncia especifica completa do antigénio recombinante sintético multiepitopo que
se pretendia inserir e desenharam-se dois primers que, posteriormente, foram
construidos pela empresa Eurofins MWG Operon: um primer pLATE 31 forward e um

primer pLATE 31 reverse (quadro 9).

38



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

Quadro 9. Sequéncia dos primers desenvolvidos que permitem a producdo de um amplicdo
correspondente a sequéncia de inser¢do do antigénio recombinante sintético multiepitopo, no
vetor de expressdo pLATE 31.

Primer pLATE 31 forward | 3’AGAAGGAGATATAACTATGGGCACCACCGAAAT
CCTGA 3’

Primer pLATE 31 reverse 5’GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGCCACGCATCAC
GGACCA 3’

Tamanho do amplicdo 478 pb

Ap0s o processo de desenho dos primers, foi otimizado um protocolo de PCR
(quadro 10) de amplificacdo, semelhante ao utilizado na seccdo 2.2.3, onde foram
aplicados os primers pLATE31Fw e pLATE31Rv, adequados a producdo da sequéncia
de interesse com as extremidades especificas para insercdo no vetor de expressdo
PLATE31. Neste protocolo foram utilizadas quatro amostras de DNA plasmidico
purificado a partir das células E. coli TOP10 transformadas com o vetor pUC57-Amp,
escolhidas aleatoriamente, nas quais anteriormente ja tinha sido feita a confirmacéo da
presenca de DNA, correspondente ao antigénio recombinante sintético multiepitopo que
Se procura expressar.

Para monitorizar a qualidade dos resultados, cada amostra foi testada em
duplicado e em cada reacdo de amplificacdo utilizou-se um controlo negativo, que
consistiu em 2 pLL agua desionizada estéril em vez da amostra de DNA. As condicfes de
reacdo encontram-se resumidas no quadro 11, tendo decorrido no termociclador

Biometra® T1 Thermoclycler.

Quadro 10. Composicao da mistura reacional utilizada na PCR para producéo da sequéncia de
insercdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo no vetor de expressdo pLATE 31.

Componente Volume utilizado por reagéo

Agua esterilizada 34,8 uL
Tamp&o PCR (10x), Bioline® 5 uL
Mix de dNTPs (10 mM cada dNTP), Applied biosystems® 2 uL

Primer pLATE31Fw (10 pM), MWG Biotech® 0,5 uL

Primer pLATE31Rv (10 uM) , MWG Biotech® 0,5 pL
MgCl, (25 mM), Bioline® 5 uL

TagqGold (5 U/uL), Applied biosystems® 0,2 uL
Amostra de DNA 2 uL

Volume Final 50 pL
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Quadro 11. Condigdes térmicas aplicadas na PCR para producdo da sequéncia de insercdo do
antigénio recombinante sintético multiepitopo no vetor de expressdo pLATE 31.

Condicoes de amplificacio N° de ciclos
Ativacdo da polimerase 95 °C - 10 minutos 1
Desnaturagéo 95 °C - 0,5 minutos

Ligagdo 55 °C - 1 minutos 40
Extenséo 72 °C - 1 minutos

Extensdo Final 72 °C - 10 minutos 1

Depois do processo de PCR estar completo, o DNA amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose, com posterior avaliacdo dos produtos de amplificacéo,
para confirmacdo da presenca da sequéncia com o tamanho esperado de 478 pb
(protocolo em anexo 1, na pag. 116). As bandas com tamanho correspondente ao
fragmento esperado foram excisadas do gel e recuperadas para posterior purificacdo e

sequenciacao, conforme descrito na seccdo 2.1.2.

2.3.3 Construcdo do vetor de expressdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo em E. coli TOP10 e INVa
Para a construgdo do vetor de expressdo a utilizar neste trabalho,
procedeu-se a execucdo do protocolo de clonagem LIC, fornecido pelo kit aLICator
Ligation Independent Cloning and Expression System da Thermo Scientific®. Em
primeiro lugar, procedeu-se a geragdo das extremidades 5’ e 3’ necessérias no
fragmento de PCR purificado que se pretendia clonar. Para isso preparou-se, a
temperatura ambiente, a mistura reacional presente no quadro 12, com 0s reagentes
fornecidos no kit. A mistura reacional foi incubada a temperatura ambiente (20-25 °C)
durante 5 minutos. De seguida, a reacdo foi parada através da adicdo de 0,6 pL de
EDTA 0,5 M.

Quadro 12. Composicao da mistura reacional para sintese das extremidades complementares ao
vetor de expressao, no fragmento de PCR purificado, correspondente a sequéncia do antigénio
recombinante sintético multiepitopo a clonar.

Componente Volume
Tampado LIC 5X 2 uL
Fragmento de PCR purificado 2 pL (0,1 pmol)
Agua estéril 5L
DNA polimerase T4 (1 U/uL) 1puL
Volume total 10 puL

40



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

Para iniciar a reacdo de hibridacdo do fragmento de interesse gerado com o vetor
de expressédo pLATE31, fez-se a adi¢do de 1 pL de vetor pLATE 31 (60 ng, 0,02 pmol
DNA) ao fragmento preparado nos passos anteriores. Homogeneizou-se a mistura com
um short spin de 3-5 segundos e incubou-se a temperatura ambiente durante 1 hora.

Terminado este procedimento e com a preparacdo prévia de E. coli TOP10 e
INVo, competentes, foi possivel iniciar a transformagdo das células com o vetor de
expressao desenvolvido. Neste processo de transformacdo, foram adicionados 2,5 pL da
mistura de hibridacdo a cada 50 pL de uma suspensao celular de bactérias competentes.
Por forma a criar um controlo interno de transformacéo, a um eppendorf de suspenséo
celular foram adicionados 2,5 pL de &4gua desionizada estéril fornecida pelo kit.

As suspensdes celulares foram deixadas a incubar com o vetor de expressdo
durante 30 minutos em gelo e, findo este periodo, foi promovido um choque térmico, tal
como descrito na secgéo 2.2.2.

Finalizado o processo de transformacdo, as células foram postas a incubar
durante 1 hora a 37 °C, em agitacdo orbital (170 rpm), em meio liquido SOC
suplementado com glucose (0,5 % de extrato de levedura, 2 % triptona, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,. 10 mM MgSO,, 20 mM glucose). Terminada a incubacéo,
foram feitos isolamentos em placas de petri com meio sélido LB suplementado com
ampicilina (50 mg/mL) de 50, 100 e 150 pL de cada suspenséo celular, por forma a se
verificar a eficiéncia da transformacdo. O tubo com a cultura celular controlo foi
processado do mesmo modo e, posteriormente, fez-se uma contagem das unidades
formadoras de coldnias (UFC) em todas as placas semeadas.

As colbnias transformadas foram depois isoladas em meio sélido LB

suplementado com ampicilina.

2.3.4 Confirmacéo da transformacéo de E. coli TOP10 e INVa com o vetor de
expressao e isolamento de DNA plasmidico

A confirmacdo da presenca da sequéncia do antigénio recombinante sintético

multiepitopo no DNA das bactérias transformadas com o0 vetor de expressdo, foi

realizada em duas colonias INVa e TOP10 isoladas em meio solido LB com ampicilina,

escolhidas de forma aleatdria. Para tal, foi utilizado um protocolo de PCR semelhante

ao realizado na seccdo 2.3.2, recorrendo-se aos primers pLATE 31 forward e pLATE
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31 reverse. Apos obtencdo de bandas de tamanho correspondente ao amplicdo esperado
(478 pb), foi efetuada a purificagdo das mesmas (anexo 2, pag. 117), seguida de
sequenciacao.

Ap0s confirmacédo da presenca da sequéncia do antigénio recombinante sintético
multiepitopo no DNA plasmidico das bactérias, o isolamento desse DNA foi feito
através do protocolo QIAprep Spin Miniprep Kit da QIAGEN®, enunciado no anexo

4 na pag. 120.

2.4 Expressdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo de

Pneumocystis jirovecii
Por forma a se conseguir expressar o antigénio recombinante sintético
multiepitopo, 0 seu vetor de expressdo teve de ser inserido numa estirpe bacteriana

adequada a sua posterior expressao.

2.4.1 Transformacéo de E. coli BL21 Star (DE3) competentes com o vetor de
expressdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo

A transformacdo de E. coli BL21 Star (DE3) foi feita recorrendo-se ao produto
das minipreps realizadas aquando da purificacdo enunciada na seccdo 2.3.4. Assim, a
150 pL de uma cultura celular de células de E. coli BL21 Star (DE3), previamente
tornadas competentes pelo método do cloreto de célcio (ver seccdo 2.2.1), foi
adicionado 1 pL de DNA plasmidico das células E. coli TOP10 ou INVa transformadas
com o vetor de expressdo. Por forma a produzir um controlo interno de transformacéo, a
um eppendorf de suspenséo celular de E. coli BL21 Star (DE3) foi adicionado 1 pL de
agua desionizada estéril.

O processo de transformacdo, assim como o processo de confirmacdo da
presenca da sequéncia do antigénio recombinante sintético multiepitopo nas bactérias
BL21 Star (DE3), seguiu os passos dos protocolos anteriormente utilizados com as
bactérias TOP10 e INVa.

2.4.2 Inducdo da expressdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo
As células de E. coli BL21 Star (DE3) foram estimuladas de acordo com as

recomendagdes do fabricante do kit de expressdo aLlCator Ligation Independent
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Cloning and Expression System da Thermo Scientific®. Assim, apés a obtencéo de
bactérias BL21 Star (DE3) transformadas com o vetor de expressdo, selecionaram-se
sete coldnias aleatoriamente, e procedeu-se a inducdo da expressdao do antigenio
recombinante sintético multiepitopo pelas mesmas, por estimulacdo com IPTG (do
inglés, Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside), um reagente utilizado na biologia
molecular para indugdo da expressao proteica em genes sob controlo do operéo lac (ver
figura 10, pag. 38).

As colonias transformadas foram estimuladas da seguinte forma: em primeiro
lugar, a conjuntos de dois tubos falcon de 15 mL que continham 4 mL de meio liquido
LB com ampicilina, foram adicionados 100 pL da respetiva cultura celular das bactérias
BL21 Star (DE3) transformadas com o vetor de expressdo. Estes tubos sofreram
incubacdo a 37 °C com agitacao orbital (250 rpm), até apresentarem uma absorvancia
de 0,5 a um comprimento de onda de 600 nm. Terminada a incubacgéo, a um dos tubos
foi adicionado IPTG a uma concentracdo final de 1 mM. O outro tubo serviu de
controlo a inducdo, ndo se adicionando o indutor. De seguida, ambos o0s tubos
incubaram a 37 °C, em agitacdo orbital (250 rpm), durante 3 horas.

Ap6s o periodo de inducdo, recorreu-se a uma eletroforese de proteinas por
SDS-PAGE (do inglés, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel eletrophoresis), para
verificar o resultado do ensaio de expressdo. Para isso, foi feita a recuperacdo dos
sedimentos dos dois tubos falcon, através de centrifugacdo a 5000 g durante 10 minutos.
Aos sedimentos foram adicionados 200 pL de tampéo de lise (40 % glicerol, 240 mM
Tris-HCI [pH 6,8], 8 % SDS, 0,04 % azul de bromofenol e 5 % beta-mercaptoetanol) e
a mistura foi sujeita a um choque térmico a 90 °C, durante 5 minutos, seguida de
colocacdo em gelo.

Os sedimentos foram analisados por SDS-PAGE recorrendo-se ao
Mini-PROTEAN® Electrophoresis Cell da Biorad® e ao aparelho EC4000P da
Apparatus Corporation®, estando o protocolo detalhado no anexo 6 na pag. 123. Com
os resultados, avaliou-se a expressdo proteica da cultura celular das bactérias BL21 Star
(DES3) transformadas com o vetor de expresséo, estimuladas e ndo estimuladas.

Posteriormente, procurou-se otimizar as condi¢des de inducédo, estudando seis

condicdes de estimulacéo diferentes, apresentadas no quadro 13.
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Quadro 13. Diferentes condi¢Ges de estimulacdo utilizadas na otimizacdo do processo de
inducdo da expressdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo em E. coli BL21 Star
(DE3) transformadas com o vetor de expressao.

Condigoes de estimulacdo da expressdo proteica
0,25 mM de IPTG a 20 °C
0,5mM de IPTG a 20 °C

1 mMde IPTG a20 °C
0,25mM de IPTG a 37 °C
0,5mMde IPTG a 37 °C

1 mMde IPTG a37 °C

18 horas de incubacao

Depois do periodo de incubacdo, o produto da lise dos sedimentos das culturas
celulares que sofreram diferentes condicGes de estimulagdo, foram estudados também
por SDS-PAGE recorrendo-se ao aparelho Mini-PROTEAN® Electrophoresis Cell,

como descrito anteriormente.

2.4.3 Estudo dos produtos da cultura celular quanto a presenca de antigénio
recombinante sintético multiepitopo apds inducéo

Escolhida a melhor condicdo de estimulagdo proteica a utilizar, interessava
perceber se 0 antigénio que estava a ser produzido também era libertado para o exterior
das células (sobrenadante) e/ou se as células o mantinham no interior (sedimento). Para
isso, a partir de uma cultura celular que sofreu uma prévia inducdo por IPTG nas
condigBes otimizadas (3 horas a 37 °C), fez-se a recolha e anélise do sobrenadante, do
contelido periplasméatico e do sedimento respetivo. Assim, 1 mL de uma cultura
estimulada foi centrifugada a 5000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente e tanto
0 sobrenadante como o sedimento foram recuperados e guardados separadamente a
-20 °C.

Para se obter o extrato periplasmético, o sedimento obtido no passo anterior teve
de ser ressuspendido em 250 pL de TES 1x (0,2 M Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M EDTA;
0,5 M sucrose), seguido da adicéo de 375 pL de TES 0,2x. Esta suspensao celular sofreu
uma homogeneizagdo no vortex, com posterior incubagéo de 30 minutos em gelo. Finda
a incubacdo, foi efetuada uma centrifugacdo a 5000 g durante 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo falcon de 15 mL, onde ficou
armazenado a -20 °C.
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Para a obtengdo do extrato do sedimento total, um sedimento proveniente da
centrifugagéo da cultura celular inicial, foi ressuspendido em 250 pL de tampéo fosfato
salino (PBS) 1x (8g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na,HPQ,; 0,24 g KH,PO, [1L, pH 7,4]) e
posteriormente fervido durante 5 minutos. Apds a fervura, centrifugou-se a 5000 g
durante 10 minutos e o sobrenadante foi transferido com cuidado para novo tubo falcon
de 15 mL onde foi armazenado a -20 °C.

Estes trés produtos, assim como o sobrenadante inicial da cultura celular,
recuperado imediatamente antes do inicio da indu¢do, foram estudados por ELISA, em
duplicado, tendo por base o facto de, com o kit de expressdo utilizado, o antigénio de
interesse ser expresso com um residuo C-terminal de seis histidinas, capaz de ser

reconhecido por um anticorpo anti-histidina.

2.4.3.1 Protocolo da técnica de ELISA utilizado na detecdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo nos diferentes produtos celulares
Numa placa de ELISA Greiner® com pocos transparentes de fundo raso, foram
adicionados 50 pL dos quatro produtos da cultura celular que se pretendia analisar
(sobrenadante sem estimulacdo, sobrenadante apds estimulacdo, conteddo
periplasmatico e sedimento total apos estimulacdo), em diferentes pocos. Estes produtos
ficaram a adsorver a placa durante 18 horas a 4 °C. Findo o processo de adsor¢do, as
placas foram lavadas uma vez com PBS 1x e os pogos foram bloqueados com 70 pL de
PVA a1l % (do inglés, Polyvinyl alcohol) durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25
°C). Terminado o processo de bloqueio, o PVA a 1 % foi retirado dos pocos e
adicionou-se o primeiro anticorpo, um anticorpo monoclonal anti-polihistidina
produzido em rato (A7058, Sigma®), diluido a 1:5000 em PBS com 0,05 % de
Tween-20 (PBS-T). Este anticorpo permaneceu em incubacdo nos pocgos durante 1 hora
a 37 °C, apos a qual a placa sofreu trés lavagens com PBS-T e uma lavagem com éagua
esterilizada. Posteriormente, fez-se a adicdo de um segundo anticorpo, uma 1gG
anti-rato conjugada com fosfatase alcalina e produzida em cabra (A5153, Sigma®),
diluida a 1:5000 em PBS-T, capaz de reconhecer o primeiro anticorpo. O segundo
anticorpo foi incubado de forma semelhante a do primeiro anticorpo e apos a incubacéo,
efetuou-se nova lavagem. Por fim, fez-se a revelacdo dos resultados pela adi¢do de

50 pL do substrato 4-nitrophenylphosphate sodium salt (Applichem®), preparado numa

45



Capitulo 2 — Material e Métodos

proporc¢do de 1 mg/mL em tampéo de substrato (10 mM etanolamida, 0,5 mM cloreto
de magnésio, [pH = 9,6-10]), em cada pogo. O substrato ficou em contacto com o0s
pocos durante 1 hora a temperatura ambiente, apds a qual foi feita uma leitura a 405 nm,
no leitor de microplacas Infinite® 200 Pro da Tecan®.

Aos valores de absorvancia obtidos para cada produto, foi subtraida a
absorvéncia do pogo considerado “branco”. Neste poco, nenhum destes produtos foi
adsorvido, no entanto, todo o restante procedimento da técnica de ELISA foi respeitado.

O produto da cultura celular considerado o melhor para obtencdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo (sedimento total) foi utilizado nos passos seguintes
do estudo.

2.5 Purificacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo de

Pneumocystis jirovecii
Neste trabalho, a purificacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo
foi efetuada através de uma cromatografia de afinidade IMAC (do inglés, Immobilized
Metal-ion Affinity Chromatography), concebida para purificar proteinas e péptidos que
tém afinidade para iBes metalicos, tais como proteinas marcadas com histidina. A
utilizacdo deste método de purificacdo segue as recomendacdes do fabricante do kit de

expressao utilizado.

2.5.1 Escolha e preparacdo da resina para purificacdo por IMAC

Geralmente, os i6es metalicos bivalentes/bipositivos, como é o caso do Niquel
(Ni?"), sdo recomendados para a purificacdo de proteinas ou péptidos marcados com
histidina (Block et al., 2009). Em virtude do exposto, para a purificacdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo, foi utilizado o kit Ni Sepharose ”6 Fast Flow da
GE Healthcare®.

A realizacdo deste método de purificagdo depende da utilizacdo de tampdes
apropriados ao processo de ligacdo do antigenio a resina e, posteriormente, a eluicdo do
mesmo. Assim, as condi¢cdes de recuperagdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo foram efetuadas de acordo com as indicagdes do fabricante do kit utilizado

e quatro tampdes de diferentes propriedades foram utilizados (quadro 14)
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Quadro 14. Composi¢do quimica e funcdo dos diferentes tamp@es a utilizar no processo de
purificacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo por IMAC com o kit Ni
Sepharose™ 6 Fast Flow.

Tampéo Composi¢ao quimica Funcéo
20 mM de Fosfato de Sodio; Ligacdo do antigénio
Tampéao de Ligacéo 0,5 mM de Cloreto de Sédio; recombinante sintético
20 mM de Imidazole; pH 7,4 multiepitopo a resina

Eluicdo do péptido
recombinante sintético
previamente ligado ao niquel
presente na coluna

20 mM de Fosfato de Sédio;
Tampéo de Eluicdo 0,5 mM de Cloreto de Sédio;
500 mM de Imidazole; pH 7,4

Tampéo de Remocéo 20 mM de Fosfato de Sc’zdi_o; F_{emogé_o dos i6es Ni** da
de Niguel 0,5 mM de Cloreto de Sadio; resina, assim como de todas as
50 mM de EDTA,; pH 7,4 moléculas a eles ligadas
Tampao de Reintroducao dos ides Ni** na

0,1 M de Sulfato de Niquel

Regeneragdo da Resina resina

Inicialmente, o frasco proveniente do fabricante (GE Healthcare®) foi agitado
por forma a se homogeneizar a resina. Posteriormente, transferiram-se 2 mL dessa
resina para um tubo falcon de 15 mL que sofreu uma centrifugagcéo a 5000 g durante
5 minutos, tendo-se sedimentado a resina a utilizar. O sobrenadante, constituido por
etanol a 20 %, foi descartado e substituido por 5 mL de &gua destilada desionizada. A
resina e a agua ficaram em homogeneizacdo por agitacdo orbital durante 3 minutos,
apos os quais se voltou a sedimentar a resina nas condicGes de centrifugacdo atras
descritas. De seguida, ap6s remocéo do sobrenadante, foi feita nova homogeneizacao do
meio, agora em 5 mL de tampdo de ligacdo, nas mesmas condigdes, terminando com a
sedimentacdo da resina por nova centrifugacdo. Fez-se novamente a remocdo do
sobrenadante e, com a ajuda de uma proveta, constituiu-se uma solucdo de 50 % de
resina Ni sepharose 6 Fast Flow em volume adequado de tamp&o de ligagé&o.

Apoés preparacdo da resina, foi necessario proceder a preparacdo da coluna de
purificacdo. Neste estudo, foi utilizada uma mini coluna polyprep da Biorad®, cujo filtro
sofreu prévia lavagem com 20 % de etanol, seguida de uma lavagem com agua destilada
estéril. A colocacdo da resina na coluna de purificacdo permitiu proceder a adicdo da
amostra, funcionando como um suporte sélido de acomodacdo da resina para a

cromatografia de afinidade IMAC.
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2.5.2 Preparacdo da amostra para realiza¢do da purificacdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo por IMAC

A amostra deve ser previamente preparada por forma a se realizar uma lise
celular da cultura bacteriana, em condicdes Otimas. Para averiguar qual o melhor
método de lise celular a ser aplicado, fez-se o estudo de trés técnicas diferentes, com
recurso a dois tampdes de lise com agentes distintos. Um dos tampdes de lise era
composto por 20 mM de fosfato de sddio, 1 mM de ditiotreitol (DTT), 20 mM de
Imidazole, 0,1 mM de PMSF, 0,5 M de cloreto de sodio, 0,2 % de Triton X-100 e
0,2 mg/mL de lisozima em pH 7,4. O outro tampé&o de lise utilizado no processo de
otimizacgdo era semelhante ao primeiro, com a excecdo do agente enzimético lisozima,
que ndo fazia parte da sua constituicdo. No processo de otimizacdo, o sedimento
resultante da cultura de 15 mL de E. coli BL21 Star (DE3) estimuladas para produzir o
antigénio recombinante, foi ressuspendido em 6 mL de um tamp&o de lise. Deixou-se
atuar o tampao durante 10 minutos e efetuou-se a divisdo da suspensao obtida para trés
tubos eppendorfs diferentes, ficando cada um com 2 mL da suspenséo.

Um dos tubos possuia 0,3 g de particulas de zirconio com 0,5 mm de diametro
(BIOSPEC Products®) e foi aplicado no aparelho Mini beadbeater-8 (BIOSPEC
Products® - Howawrd™ Industries) onde a sua suspensdo sofreu 2800
oscilagfes/minuto durante 2 minutos, seguida de incubacdo em gelo durante 5 minutos.
Terminado o processo de lise, realizou-se uma centrifugacdo a 15700 g durante
5 minutos e o sobrenadante foi guardado a -20 °C para posterior analise.

O segundo eppendorf sofreu 6 ciclos de 30 segundos de sonicagdo por sonda de
ultrassons (Bandelin Sonopuls HD 2070) a um impulso de 10 % numa poténcia entre 0s
75 e 0s 80 %, findos os quais se seguiu uma centrifugacdo a 15700 g durante 5 minutos
gue permitiu guardar o sobrenadante para posterior analise.

O terceiro eppendorf foi sujeito a um choque térmico, tendo sofrido trés ciclos
de fervura durante 5 minutos, seguidos de arrefecimento em gelo. Terminados estes
ciclos, o sobrenadante foi recuperado da mesma forma que nos eppendorfs anteriores,
guardando-se para posterior analise.

Tendo-se obtido todos os sobrenadantes para estudo, efetuou-se uma avaliagédo
da presenca do antigénio recombinante sintético multiepitopo em cada um deles, em

duplicado, pela técnica de ELISA enunciada na sec¢do 2.4.3.1. O método de lise
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considerado 6timo (choque térmico com tampéo de lise sem o agente enzimético) foi
aplicado, neste estudo, na obtengdo da amostra a utilizar na coluna preparada com a

resina de purificacgéo.

2.5.3 Procedimento de purificacdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo por IMAC
O procedimento de purificacdo foi adaptado das recomendacGes do fabricante do
kit da resina Ni Sepharose™ 6 Fast Flow da GE Healthcare®, tendo sofrido ligeiros
ajustes provenientes de uma otimizacdo da técnica, com o objetivo de se obter a maior
quantidade de antigénio recombinante purificado possivel.

Procedimento de purificacdo: a amostra foi adicionada a coluna numa razao de

6 mL de amostra para 1 mL de resina a 50 %. Apos a adi¢cdo da amostra, a coluna sofreu
agitacdo orbital durante 2 horas a temperatura ambiente. Depois desta incubacdo, fez-se
a eluicdo das moléculas que nao se ligaram a resina, recolhendo-se o material para um
primeiro tubo falcon de 15 mL. De seguida, fez-se a lavagem da resina, onde se
adicionou, por trés vezes consecutivas, 1 mL de tampdo de ligagdo, fazendo-se a
recuperacdo dos eluidos para outro tubo falcon de 15 mL diferente. A eluicdo do
antigénio a purificar, que se encontrava ligado a resina, foi o passo que se seguiu. Esta
eluicdo foi feita através da adicdo, por oito vezes consecutivas, de 0,5 mL de tampéo de
eluicéo, e os produtos recuperados para oito tubos eppendorf distintos. Por fim, foi feita
uma eluicdo dos iGes niquel da resina assim como de todas as moléculas a eles ligadas,
pela adicdo por quatro vezes consecutivas de 0,5 mL do tampéao de remoc¢éo do niquel,
tendo os produtos sido recuperados noutros quatro eppendorfs.

Terminado o procedimento de purificacdo, os diferentes produtos foram
analisados por leitura a 280 nm no equipamento Nanodrop 1000 da Thermo Scientific®
e por SDS-PAGE (ver anexo 6, pag. 123), para avaliacdo do contetdo das eluicBes. As
eluicdes que apresentaram o0 antigénio recombinante purificado foram juntas, para

obtencdo de uma Unica solucdo concentrada desse antigénio.

2.6 Caracterizacdo da amostragem

Para o estudo da utilidade do antigénio recombinante sintético multiepitopo

produzido para o diagnéstico serologico da PPc, a populagdo escolhida envolveu
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97 individuos. Desta populacéo, 80 individuos tinham suspeita de PPc, tendo os seus
produtos bioldgicos de secre¢Bes pulmonares e sangue sido enviados, entre 2010 e
2013, para o laboratério do Grupo de Protozoarios Oportunistas/VIH e Outros
Protozoarios da unidade de Parasitologia Médica, do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT), da Universidade Nova de Lisboa (UNL), para a realizagdo do
diagndstico laboratorial de PPc. Os restantes 17 individuos eram dadores de sangue,
constituindo o grupo controlo.

Dos 80 doentes com suspeita de PPc, as amostras biologicas de secregdes
pulmonares recebidas e analisadas dividiram-se em 13 expetoragdes induzidas (El) e
67 lavados broncoalveolares (LBA), todas elas com a respetiva amostra de sangue. Os
produtos bioldgicos eram provenientes de hospitais da regido de Lisboa e eram

acompanhados da respetiva informac&o clinica.

2.6.1 Processamento dos produtos bioldgicos
Ao darem entrada no laboratdrio, as amostras de secrecGes pulmonares (El e
LBA) e de sangue, foram imediatamente identificadas, catalogadas e processadas, tendo
o material bioldgico sido concentrado e dividido para procedimentos de diagnostico e
posteriores estudos. Todo o processamento das amostras foi efetuado numa hotte
quimica e com recurso a material esterilizado. Os protocolos de processamento, para 0s
dois tipos de amostra pulmonar e para a amostra de sangue, encontram-se descritos no

anexo 7 na pag. 125.

2.6.2 Detecdo de Pneumocystis jirovecii em espécimes pulmonares por
imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais (IFI/AcM)

A técnica de detecdo de P. jirovecii por IFI/AcM é considerada como a
referéncia para o diagnostico da PPc, em amostras de secre¢fes pulmonares, pois é
bastante fiavel e sensivel na detecdo de quistos deste microrganismo (Lautenschlager et
al., 1996; Bava, Cattaneo & Bellegarde, 2002). Para este efeito foi utlizado o protocolo
comercial MonoFluo® Kit P. jirovecii da BioRad® e a técnica foi executada com base
nas instrugfes do fabricante, encontrando-se o protocolo detalhado no anexo 8 na
pag. 129. Além do diagndstico qualitativo, as amostras deste estudo foram também

classificadas quanto a carga parasitaria que apresentavam. Deste modo, procedeu-se a
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semi-quantificagdo do numero de quistos observados nos esfregacos segundo o0s
critérios descritos no quadro 15.

Quadro 15. Critérios de semi-quantificacdo da carga parasitaria das amostras de secrecdes
pulmonares analisadas pela técnica de IFI/AcM.

Carga parasitaria Numero de quistos de P. jirovecii detetados
por IFI/AcM (x1000)
Baixa Zero quistos em 30 campos
Positivo por PCR-nested
Moderada Um a trinta quistos em 30 campos
Elevada Dois ou mais quistos por campo

2.6.3 Detecdo de Pneumocystis jirovecii em espécimes pulmonares por PCR-
nested

O diagnostico molecular é justificado quando amostras de espécimes
pulmonares, sobre as quais existe suspeita clinica da presenca do microrganismo
P. jirovecii, apresentam resultado negativo na técnica IFI/AcM.

No presente estudo, o diagnoéstico molecular de P. jirovecii consistiu na
amplificacdo e detecdo de um segmento de DNA especifico (gene que codifica para a
subunidade grande do ribossoma mitocondrial, mtLSUrRNA), através da técnica de
PCR-nested, descrita anteriormente (Wakefield et al., 1990), ap6s extracdo de DNA
genémico do microrganismo. Os protocolos referentes a este método de detegdo

encontram-se detalhados no anexo 9 e 10 (pags. 129 e 131).

2.6.4 Processamento da informacao clinica

A informacdo clinica analisada neste estudo consistiu na recolha de dados
relativos & idade, sexo, imunodeficiéncia, contagem de células T CD4", diagnostico
clinico e definitivo de cada individuo. Toda a informacéo cedida para a realizacdo deste
estudo foi aprovada pelos concelhos de ética das instituicdes envolvidas.

A idade dos individuos foi catalogada em seis grupos etarios diferentes: [0-4];
[5-9]; [10-19]; [20-29]; [30-39]; > 40.

A origem da imunodeficiéncia dos doentes foi distribuida por seis categorias
diferentes: VIH+, transplantados, oncologicos, recém-nascidos, outras causas e sem

imunodeficiéncia.
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Outro fator importante que se teve em conta na informacgdo clinica foi a
contagem de células T CD4", tendo-se considerados trés grupos de risco para doenca
oportunista: grupo de baixo risco com contagem de T CD4" superior a 200 células/mm>;
grupo de alto risco com contagem de T CD4" entre as 50 e as 200 células/mm?; grupo de
muito alto risco com contagem de de T CD4" inferior a 50 células/mm?.

O diagndstico clinico da PPc consistiu na presenga de, pelo menos, duas das
seguintes variaveis: sintomas como tosse ndo produtiva, febre e dispneia; raio-x do
torax sugestivo (imagem do infiltrado intersticial bilateral); PaO, inferior a 65 mmHg.

Um episddio de PPc foi definido como um caso com quadro clinico sugestivo de
PPc, com P. jirovecii identificado por técnicas parasitoldgicas (IFI/AcM), ou pela
detecdo do DNA de P. jirovecii por PCR-nested, nos espécimes pulmonares. Infecdo
subclinica (colonizacdo) por P. jirovecii foi definida em doentes com reduzida carga
parasitaria, onde P. jirovecii é identificado, apenas, por PCR-nested, nos espécimes
pulmonares, sem o suporte do diagnostico clinico de PPc.

2.7 Aplicacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo no
desenvolvimento de um teste ELISA para detecdo de anticorpos

totais, 1gG e IgM anti-Pneumocystis jirovecii

Neste estudo, pretendeu-se desenvolver um método de ELISA que fosse capaz
de fazer a discriminacdo entre individuos com pneumocistose ativa e individuos
saudaveis (dadores) e/ou portadores assintomaticos e/ou doentes com outras patologias
pulmonares. Para isso, estudou-se o0s niveis de anticorpos totais e das fracdes IgM e
IgG, contra o antigénio recombinante purificado, em amostras de soro de quatro
categorias de individuos: diagnosticados com pneumocistose ativa (PPc); portadores de
P. jirovecii mas sem pneumocistose (colonizados); sem P. jirovecii mas com outras
patologias pulmonares (ndo PPc); dadores de sangue.

Para otimizacdo da técnica de imunodetecdo por ELISA de anticorpos contra o
antigénio recombinante purificado, inicialmente, estudaram-se duas amostras. Uma das
amostras consistia huma pool de soros de individuos onde foi detetada a presenca de
P. jirovecii, a outra amostra correspondia a uma pool de soros de individuos sem

P. jirovecii. Cada uma destas pools foi constituida por cinco amostras de referéncia,
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especificamente caracterizadas como positivas ou negativas para P. jirovecii,
respetivamente.

A reatividade das duas pools foi estudada em diluicdes seriadas 1:10, em tampé&o
PBS-T com 5 % de albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin), até
a diluicdo 1:20480. A reatividade de uma amostra de PBS 1x (controlo negativo) foi
também testada, sendo o seu valor subtraido ao valor da reatividade das pools.

Estas amostras foram testadas contra os produtos purificados de antigénio
recombinante sintético multiepitopo (ver seccdo 2.5.3, padg. 49). Dos produtos
provenientes do processo de purificacdo (IMAC), somente os primeiros seis eluidos
com o tampéo de eluicdo foram utilizados. Estes eluidos foram diluidos em bicarbonato
de sadio (H,COg3, 50 mM [pH 8,4]) até se obter uma concentracdo final de 10 pg/mL de
antigénio, calculada através de uma curva de calibracdo da proteina BSA, e confirmada
por leitura no aparelho Nanodrop 1000 (Thermo Scientific®).

Diferentes tempos e temperaturas de incubacdo foram testados tendo-se, apos
analise dos resultados, selecionado a diluicdo preferencial a utilizar (1:80), assim como

as condicdes ideais de incubacgéo (1 hora a 37 °C).

2.7.1 Protocolo do teste ELISA desenvolvido para avaliacdo da producgéo
diferencial de anticorpos por parte dos diferentes grupos de individuos
Numa placa ELISA Greiner® com pocos transparentes de fundo raso, a todos os
poc¢os correspondentes as colunas 1, 3, 5, 7, 9 e 11, adicionaram-se 50 pL do antigénio
recombinante purificado (10 pg/mL). O antigénio sintético ficou a adsorver a placa
durante 18 horas a 4 °C, tendo-se, de seguida, lavado a placa, uma Unica vez, com
solucgéo salina PBS 1x. Seguiu-se o0 bloqueio de todos os pocos da placa com 70 uL de
PVA a 1 %, que ficou a incubar nos pocos durante 1 hora a temperatura ambiente
(20-25 °C). Apobs o blogqueio, o PVA a 1 % foi retirado dos pocos, sem se proceder a
qualquer lavagem. Seguiu-se a adicdo de 50 pL dos soros dos individuos em estudo,
diluidos 1:80 em PBS-T com BSA (PBS-T+BSA), onde podiam estar presentes
anticorpos contra o antigénio recombinante sintético multiepitopo. Estes soros foram
adicionados em duplicado, para que o0 mesmo soro fosse avaliado num poco onde foi
feita a adsorcdo do antigénio e noutro po¢o onde o antigenio ndo foi adsorvido

(controlo). Estes soros permaneceram em incubacg&o durante 1 hora a 37 °C, ap6s a qual
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a placa sofreu trés lavagens com PBS-T e uma quarta lavagem com &gua destilada.
Posteriormente, foi feita a adicdo do conjugado. Dependendo do que se desejava
estudar, foi adicionado a cada poco 50 pL de um conjugado correspondente a um
anticorpo anti-imunoglobulina humana produzido em cabra (A3813, Sigma®), diluido a
1:10000 em PBS-T+BSA, ou a adigdo de um anticorpo anti-imunoglobulina M humana
produzido em cabra (2020-04, Southern Biotech®) e diluido a 1:3000 em PBS-T+BSA,
ou a adicdo de um anticorpo anti-imunoglobulina G humana produzido em cabra
(2040-04, Southern Biotech®) diluido a 1:3000 em PBS-T+BSA. Estes segundos
anticorpos encontravam-se todos conjugados a uma enzima, a fosfatase alcalina.
Incubou-se a placa durante 1 hora a 37 °C, apds a qual se repetiu o processo de lavagem
utilizado para os soros. Por fim, fez-se a revelacdo dos resultados pela adicdo de 50 pL
do substrato 4-nitrophenylphosphate sodium salt (10 mg/mL, Applichem® em cada
poco. Efetuou-se uma incubacdo de 1 hora a 37 °C, durante a qual o substrato entrou em
contacto com a enzima presente nos conjugados, dando origem a uma solugéo
amarelada. A leitura da placa foi efetuada a 405 nm, no leitor de microplacas Infinite®
200 Pro da Tecan®.

2.8 Analise dos dados

A andlise dos dados obtidos permitiu avaliar a fiabilidade do teste ELISA
desenvolvido, utilizando medidas estatisticas como a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo negativo, valor preditivo positivo e ainda a curva ROC (do inglés, Receiver
Operator Curve). Utilizou-se o teste do chi-quadrado (y¥°) e 0 Teste Exato de Fisher
para estudar a associagdo entre duas variaveis qualitativas. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para determinar a diferenca entre a distribuicdo dos valores das leituras ELISA
para os diferentes anticorpos utilizados, quando comparadas duas categorias de
individuos, e o teste Kruskal-Wallis substituiu o teste de Mann-Whitney quando foram
comparadas mais que duas categorias de individuos. Os testes estatisticos foram
aplicados com um grau de confianca de 95 %, ou seja, considerou-se que um teste era
estatisticamente significativo quando o seu p era igual ou inferior a 0,05.

Foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versdo 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para realizar os diferentes testes estatisticos
(Esteves et al., 2014a).
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3.1 Producdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo de
Pneumocystis jirovecii

Ap06s uma andlise bibliografica que conduziu a escolha da fragdo MsgC da Msg
de P. jirovecii como produto a sintetizar, fez-se a confirmacdo da presenca da sequéncia
nucleotidica dessa fracdo em duas sequéncias molde de DNA de P. jirovecii, escolhidas
aleatoriamente de amostras caracterizadas como PPc positivas na populagdo portuguesa.
O resultado da reacdo de PCR LongRange pode ser observado na figura 11.

1334 pb

500 pb

Figura 11. Fotografia do gel de agarose resultante da eletroforese dos produtos da PCR
LongRange, com revelagdo dos produtos finais das duas amostras estudadas (Al e A2) e dos
marcadores de 100 pb (M1) e 1000 pb (M2).

Com a obtencdo da banda esperada, correspondente a 1334 pb, confirmou-se a
presenca da regido de interesse no DNA de P. jirovecii em amostras de doentes da
populacdo que se pretendia estudar, tendo-se conferido, por sequenciacdo e
alinhamento, a semelhanca desta sequéncia com a descrita na base de dados do NCBI
para a Msg de P. jirovecii (GenBank: JN792933.1) (figura 12). Comprovada a
semelhanga, fez-se ainda um blast da sequéncia originada na PCR LongRange e foi
encontrada correspondéncia, na casa dos 90 %, com outras sequéncias da Msg de
P. jirovecii, depositadas na base de dados do NCBI.
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HSG_C  RAGTCGCACGRRATRGT CRCAGRRAGT RCARCARCGACCACARCOGACCACARCAACCETTACCGAT CCGRRGGCARCAGAAT GCARAT CCTTACAGACAR
1316HSGRy COACCACARCGACCACAACARCCETTACCGAT CCOARGGCARCAGAAT GCARAT CCTTACAGACAR
1421136 RACCACARCGACCACARCARCCGTTACCGAT CCGARGGCARCRGAAT GCAART CCTTACAGACAR
CONSEnsuUSs  sevsccsssncsssvsssncssrsnsresessss CHRCCACARCOACCACARCAACCOTTACCOATCCGARGOCARCAGART GCARAT CCTTACAGACAR
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MSG_C CAGACACATGCCTTRCACAGRCAT CCACRCACACARGCACET CTACCAT CACATCTACCATT RCAT CRAAANT ARCACT CACAT CARCGAGGCETTGCAR
1316MSGRy  CAGACACATGGGTTRCACAGACAT CGACRCACACARGCACGT CTACCAT CACAT CTARCGATTRCAT CRAARAT ARCACT CACAT CARCGASGCGTTGCAR
1421086  CAGACRCATGLGTTRCACAGRCATCOACACACACARGCACGTCTACCAT CACAT CTACGATTACAT CRARART ARCACT CACAT CARCGRGGCGTTGCAR
Consensus  CAGACACATGEETTRCACAGACAT CCACACACACARGCACCTCTACCAT CACATCTACGATTRCAT CRAARAT ARCACT CACAT CARCGAGCCETTGCAR
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1316MSGRy  ACCARCCAARGT GTACGACRGGGGAT GAT GCAGAGGACET GARGCCGAGT GRGSGATT GRAGAT GAGT GLGT GOAGCET GATGRGGLGGGETGRTATTRGCA
1421086 RCCARCCARCT CTACGACAGLEGHT GAT GCAGRGGACCT GAAGCCOAGT GAGGCATT GRAGHT GAGT GLCT GLAGCET GAT GAGGGGLETGRTATTRGCA
Consensus RCCAACCAAGT GTACGACAGGGGAT GAT GCAGRGGACET GARGCCGAST GAGGGATT GRAGAT GAGT GGETGCAGCET GAT GRGGGGGGTGATATTAGCA
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1316MSGRy AT GATGATTTCAAT RRT GATTTRARAAGT ARAT GARTAGGATTTAAT GAT GCGCAT GTATATTTAGT ARAT RAACCRECAGGETAGCACAGGRARGACT A
1421086 ATGATGATTTCAATAAT GAT T TARRAAGT ARAT GART AGGATT T AAT GAT GGGCAT CTATATT TAGT RAAT ARARCGAGCAGGGT AGGACAGGRRRGAGT A
Consensys  ATGATGATTTCARTART GATTTARARAGT ARAT GRAT RGGATTTART SATGGGCAT GTRTATTTAGT RAATARACEAGCAGGCT RGGACAGGARAGAGT A
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HSG_C  AACTAGATTGRGTCATCTCTTCAGCATCRATTGA
1316MSGRy ARG
1421086 RAGTA
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Figura 12. Resultado do alinhamento da sequenciagdo dos fragmentos obtidos na PCR
LongRange (1316MSGRv, 1421MSG) com a sequéncia nucleotidica (GenBank: JN792933.1)
da regido MsgC descrita na base de dados do NCBI (MSG_C). Representagéo a encarnando dos
nucledtidos semelhantes entre as sequéncias.

De seguida, fez-se a andlise de uma sequéncia de 582 aminoécidos
correspondente a porc¢ao final da fracdo MsgB e de toda a fracdo MsgC de P. jirovecii,
onde foi analisado o perfil de hidrofobicidade e a posi¢do putativa relativamente a
membrana citoplasmatica destes aminoacidos. Na analise das caracteristicas de
hidrofobicidade, foi utilizada a escala de Kyle & Doolittle e foi obtido o perfil
representado na figura 13a. Para avaliar a posicdo desta sequéncia de aminoacidos
relativamente & membrana de P. jirovecii, recorreu-se ao software online
CBS - TMHMM - versdo 2.0, onde se obteve uma probabilidade proxima de 1 para uma
exposicao externa relativamente a membrana, ao longo de toda a regido analisada. Em
virtude do exposto, partiu-se para uma andlise parcelar das regiGes com maiores picos
de hidrofilia (valores mais negativos da escala) e foi feita uma selecdo final de trés
dessas regibes. O perfil de hidrofobicidade das trés regiGes selecionadas esta ilustrado
na figura 13b.
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a) Frotfcale output for user sequence
3 T T T

T T
Hphob. » Kyte % Doolittle

Score

1
zaa 388

Position

488 1]

Figura 13. Esquema representativo da posicdo das trés regides selecionadas na sequéncia de
aminoacidos da fracdo MsgC de P. jirovecii, segundo a escala de Kyle & Doolittle [a)] e dos
seus perfis de hidrofobicidade individuais, segundo a mesma escala [b)].

Feita a selecdo, foi desenhado um péptido composto pelas trés regides de
interesse ligadas entre si por pontes de cinco residuos de glicina. Este péptido
recombinante foi posteriormente sintetizado com sucesso (Nzytecn®), num vetor
otimizado para expressao em E. coli, o vetor pUC57-Amp. De seguida, o péptido
multiepitopo correspondente ao antigénio recombinante sintético foi clonado com
sucesso no vetor de expressdo pLATE31, que permitiu a sua produgdo com uma cauda
C-terminal adicional de seis residuos histidina. Assim, a composi¢do nucleotidica final
do antigénio recombinante sintético multiepitopo produzido neste estudo pode ser

analisada no quadro 16.

58



Capitulo 3 — Resultados

Quadro 16. Composi¢ao em aminoacidos do antigénio recombinante sintético multiepitopo.

Sequéncia de aminoacidos do antigénio recombinante sintético multiepitopo

GTTEILKQVLLNEHKDTLKDQESCVKYLKEKCNKWSRRGNDRFSLVCVFLEGGGGGVAEVFGRY
VGLKERCNKLESDCGIKEDCKDLEGVCGKIQGGGGGTSTITSKITLTSTRRCKPTKCTTGDDAE
DVKPSEGLKMSGWSVMRGHHHHHH

Por fim, recorreu-se a ferramenta online ExPASy — ProtParam onde foi possivel
determinar varios parametros fisico-quimicos do antigénio recombinante sintético

multiepitopo, detalhados no quadro 17.

Quadro 17. Descriminacdo de parametros fisico-quimicos do antigénio recombinante
multiepitopo sintetizado.

NuUmero de aminoacidos 152
Peso molecular 16,7 kDa
Ponto isoelétrico tedrico 8,57
Tempo estimado de meia-vida em E. coli > 10 horas
Indice de instabilidade 38,39 (stable)
indice de hidropaticidade -0,702

3.2 Clonagem do antigénio recombinante sintético multiepitopo em
E. coli TOP10

O vetor pUC57-Amp com a regido codificante do antigénio recombinante
sintético multiepitopo foi clonado com sucesso em E. coli TOP10, tornadas competentes
pelo método do cloreto de sddio. Para a transformagdo bacteriana, foi utilizado o
método do choque térmico, tendo-se avaliado a eficiéncia da transformacédo bacteriana
em quatro tempos diferentes de exposicdo a 42 °C (2, 3, 4, e 5 minutos). Os resultados
obtidos ap6s a cultura das células transformadas em meio sélido LB com ampicilina
estdo representados na figura 14, a excecdo da placa controlo, correspondente a cultura
de E. coli TOP10 néo transformadas, que ndo apresentou qualquer tipo de crescimento

celular.
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Eficiéncia de transformacgdo em fungdo do tempo
de incubacéo a 42 °C
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Figura 14. Grafico demonstrativo do nimero de UFC em fun¢do da duracdo do choque
térmico a 42 °C.

Tendo em conta os resultados obtidos, apurou-se que o tempo ideal de exposigédo
para a estirpe e vetor utilizados estava nos 4 minutos. A ndo ocorréncia de crescimento
bacteriano na placa controlo vem validar a técnica de transformacéo.

A partir de colbnias isoladas das células transformadas, foram feitos
61 isolamentos em placas de petri contendo meio LB com ampicilina, de modo a se
manter a viabilidade das mesmas.

Terminado o processo de transformacdo das bactérias, interessava confirmar a
presenca do fragmento de interesse correspondente a sequéncia do antigénio
recombinante sintético multiepitopo no seu DNA. Assim, das 61 colonias isoladas,
selecionaram-se aleatoriamente duas, que foram testadas, juntamente com o vetor puro,
em duplicado, por PCR. O gel com os resultados desta PCR esta representado na figura
15. A composicdo nucleotidica das bandas de interesse foi obtida por sequenciagdo e
esta representada no quadro 18. O seu conteudo foi alinhado com a sequéncia teérica do
antigénio recombinante sintético multiepitopo e o resultado do alinhamento permitiu
confirmar a presenca da sequéncia nucleotidica correspondente ao antigénio
recombinante sintético multiepitopo no vetor pUC57-Amp e nas bactérias TOP10

transformadas.
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500 pb 566 pb

Figura 15. Fotografia dos produtos de PCR do vetor puro (1-2), das colénias (3-6) e do controlo
negativo (C-) em gel de agarose, apds eletroforese. Representacdo do marcador de peso
molecular 100 pb (M). Presenca de bandas de 566 pb (nos pogos 1, 2, 5 e 6) correspondentes a
amplificagdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo em coldnias transformadas.

Quadro 18. Sequéncia nucleotidica das bandas excisadas do gel de agarose, correspondentes
aos produtos de amplificacdo da reacdo de PCR do vetor pUC57-Amp puro e da coldnia de
E. coli TOP10 transformada. Representacdo da sequéncia nucleotidica correspondente ao
antigénio recombinante sintético multiepitopo a sombreado mais escuro.

Produto da sequenciagdo das bandas

TGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGAT

ATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGC
AAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG

3.3 Insercdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo no

vetor de expressao

Por forma a se inserir a sequéncia do antigénio recombinante sintético
multiepitopo no vetor de expressdo pLATE31, quatro minipreps com DNA plasmidico
de E. coli TOP10 transformadas com o vetor de clonagem foram selecionadas
aleatoriamente, para execucdo de uma PCR, em duplicado, com recurso a primers
especificos (ver quadro 9, pag. 39), capazes de gerar produtos de amplificacdo do
antigénio recombinante sintético multiepitopo com extremidades complementares as do
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vetor. O gel de eletroforese com os resultados desta reagdo de PCR esta representado na

figura 16.

M Col 1 Col 2 Col 3 Col 4 C-

500 pb

Figura 16. Fotografia dos produtos da PCR de DNA plasmidico de quatro colénias de E. coli
TOP10 transformadas com o vetor pUC57-Amp (Col 1, Col 2, Col 3 e Col 4) e do controlo
negativo (C-) em gel de agarose apds eletroforese. Representacdo do marcador de peso
molecular 100 pb (M). Presenga de bandas de 478 pb em todos os produtos de PCR das
bactérias estudadas.

Na figura 16, pode-se comprovar que ndao houve amplificacdo do controlo
negativo, o que valida a técnica. Por outro lado, € observével a presenca de bandas com
tamanho correspondente ao esperado para o amplicdo em todas as col6nias analisadas.
Assim, para se confirmar que estas bandas correspondiam ao antigénio recombinante
sintético multiepitopo acrescido de extremidades complementares as do vetor, fez-se a

sequenciacdo das mesmas. O resultado da sequenciacao esta presente no quadro 19.

Quadro 19. Resultado da sequenciacao das bandas com tamanho correspondente a amplificagao
do antigénio recombinante sintético multiepitopo com extremidades complementares as do
vetor. Representacdo das extremidades complementares as do vetor, fornecidas pelos primers
utilizados na reacéo de PCR, a sombreado.

Sequencia nucleotidica das bandas amplificadas

RCAACCACATATAACTATECGCACCACCGAAATCCTGAAACAAGTCCTGCTGAATGAACATAAAGAT
ACCCTGAAAGACCAAGAATCGTGTGTGAAATACCTGAAGGAAAAATGCAACAAGTGGAGTCGTCGCG
GCAATGATCGTTTTTCCCTGGTGTGTGTTTTCCTGGAAGGCGGTGGCGGTGGCGTCGCGGAAGTGTT
TGGCCGTTATGTTGGTCTGAAAGAACGCTGCAACAAGCTGGAAAGCGACTGCGGTATTAAAGAAGAT
TGTAAGGACCTGGAAGGCGTCTGTGGTAAAATTCAGGGCGGCGGCGGCGGCACCAGCACCATTACCT
CTAAAATCACGCTGACCAGCACGCGTCGCTGCAAACCGACCAAGTGTACCACGGGCGATGACGCTGA
AGATGTCAAGCCGTCTGAAGGTCTGAAAATGAGTGGTTGGTCCGTGATGCGTCGC HEOMICRCCAT
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De seguida, fez-se uso da DNA T4 polimerase, para criacdo de extremidades
3’ e 5 complementares as do vetor de expressdo, no fragmento a inserir no vetor de
expressao. Esta enzima tem duas atividades enzimaticas: € uma polimerase no sentido
5-3' e uma exonuclease no sentido 3'-5'. Com a sua atividade de exonuclease, esta
enzima removeu 0s nucledtidos da extremidade 3' da cadeia de DNA do gene de
interesse, enquanto a sua atividade de polimerase foi capaz de restaurar a cadeia com 0
recurso a dNTPs e a cadeia complementar como molde. Como no protocolo LIC
somente foi fornecida a mistura de reacdo nucleosidos de guanina (dGTPs), a atividade
exonuclease 3'-5' equilibrou-se com a atividade 5'-3' polimerase, aquando da presenca

do primeiro residuo de citosina na cadeia complementar como ilustrado na figura 17.

5’-G
AA GGA GAT ATA ACTATG Y

Gene de interesse

3 ATT AcT G
AA G
l PCR GG TAG AGG _ s

5’ - GAA GGA GAT ATAACT ATG 3 TAATGACTT CCCATC TCC -3

Gene de interesse
3’- CTT CCT CTA TATTGATAC ATT ACT GAA GGG TAG AGG - 5

T4 DNA Polimerase
start +dGTP stop

5’ - GAA GGA GAT ATAACTATG - TAA|I TG -3

Gene de interesse
3 - GA|TAC ATT |ACT GAA GGG TAG AGG -5’

Figura 17. Esquema ilustrativo da producdo de extremidades complementares as do vetor de
expressao no gene de interesse, por a acdo da DNA T4 polimerase.

Apds a sintese das extremidades complementares ao vetor de expressdo no
fragmento a inserir, este foi reconhecido e integrado no vetor de expressdo por
complementaridade das suas cadeias. Ap6s o reconhecimento, o vetor transformou
E. coli TOP10 e INVa competentes e as células transformadas foram semeadas em meio
solido LB com ampicilina em diferentes volumes, estando o nimero de UFC por

volume semeado, representado na figura 18.
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UFC de E. coli TOP10 e INVa transformadas com o vetor
de expressao
123
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£
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Figura 18. Gréfico representativo do nimero de UFC de E. coli TOP10 e INVa transformadas
com o vetor de expressao em fungdo do volume de in6culo semeado em meio sélido LB com
ampicilina.

Foi também efetuada uma cultura controlo de ambas as estirpes bacterianas,
onde se semearam bactérias INVa e TOP10 ndo transformadas com o vetor de
expressao, ndo se tendo verificado crescimento em qualquer uma destas placas,
validando o procedimento.

Como se pode ver na figura 18, as bactérias INVa apresentaram maior eficiéncia
de transformacdo, pelo que, posteriormente, se fez o isolamento da totalidade das
colbnias das bactérias TOP10 (n = 22) e de cerca de 20 % das bactérias INVa
transformadas (n = 60), selecionadas de forma aleatoria. Duas coldnias de cada estirpe
bacteriana, selecionadas aleatoriamente, foram testadas por PCR por forma a se
verificar a amplificacdo de bandas correspondentes a sequéncia do antigénio
recombinante sintético multiepitopo, estando os produtos de amplificacdo apresentados

na figura 19.
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500 pb «——— —> 478 pb

Figura 19. Fotografia dos produtos de PCR de DNA plasmidico de duas colonias de E. coli
TOP10 (1, 2), de duas col6nias de E. coli INVa (3, 4), transformadas com o vetor de expressao,
e do controlo negativo (C-) em gel de agarose apds eletroforese. Representacdo do marcador de
pesos moleculares de 100 pb (M). Presenca de bandas de 478 pb em todos os produtos de PCR
das coldnias estudadas.

As bandas com tamanho correspondente ao esperado foram excisadas do gel,
purificadas e estudadas por sequenciacdo, tendo-se confirmado a presenca da sequéncia
nucleotidica do antigénio recombinante sintético multiepitopo nos produtos de PCR,

apos sequenciacao.

3.4 Expressao do antigenio recombinante sintético multiepitopo

Para a expressdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo, o vetor de
expressao pLATE31 foi clonado em E. coli BL21 Star (DE3) com sucesso. A
confirmacdo da transformacdo foi feita por PCR em duas colénias transformadas,
escolhidas aleatoriamente de entre as 102 isoladas. Obtiveram-se duas bandas de
tamanho esperado (478 pb) e fez-se a subsequente sequenciacdo das mesmas, tendo-se
confirmado a presenca da regido codificante do antigénio recombinante no DNA das
bactérias transformadas.

No inicio, a estimulacdo da expressdo do antigénio recombinante sintético
multiepitopo foi feita nas duas coldnias utilizadas na PCR e em mais cinco colonias
transformadas com o vetor de expressao, selecionadas aleatoriamente, através da sua
incubacéo a 37 °C durante 3 horas na presenca de 1 mM de IPTG. Por forma a criar um

controlo de estimulacdo, para cada colonia, foi feito um controlo, onde ndo houve
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adicdo de IPTG. Terminado o periodo de estimulacdo, foi feita uma eletroforese de

proteinas SDS-PAGE, cujo gel resultante pode ser observado na figura 20.

66 kDa ¢———

43 kDa¢———

29 kDa ¢—

20 kDa ¢——
16,7 kDa

14 kDa «—

Figura 20. Gel de eletroforese SDS-PAGE do lisado das sete coldnias (col 1-col 7) com as
respetivas colonias controlo (posicionadas no 2° pogo de cada coldnia), apds estimulacdo
durante 3 horas a 37 °C com 1 mM IPTG. Representacdo do marcador de pesos moleculares

Roti®-Marker standard Carl Roth (M).

Posteriormente, seis outras coldnias, selecionadas aleatoriamente, foram sujeitas
a uma incubacdo durante 18 horas com outras condi¢bes de estimulacdo, tendo-se

obtido os resultados apresentados no gel que se segue na figura 21.

16,7 kDa

Figura 21. Gel de eletroforese SDS-PAGE do lisado das seis colonias estudadas com seis
condicOes de estimulagdo distintas (20 °C com 0,25 mM IPTG; 20 °C com 0,5 mM IPTG; 20 °C
com 1 mM IPTG; 37 °C com 0,25 mM IPTG; 37 °C com 0,5 mM IPTG; 37 °C com 1 mM IPTG).
Representagdo do marcador de pesos moleculares Roti®-Marker standard Carl Roth (M).

66



Capitulo 3 — Resultados

Como se pode observar nas figuras 20 e 21, as bactérias estimuladas
apresentaram uma banda de tamanho correspondente ao do antigénio recombinante
sintético multiepitopo (16,7 kDa) quando sujeitas a uma incubacdo a 37 °C, sendo esta
banda mais intensa na presenca de uma concentracdo de 1 mM do indutor da expressao
(IPTG). E ainda possivel verificar na figura 20 que a banda com tamanho
correspondente ao antigénio recombinante esta ausente nas células controlo.

Assim, tendo-se percebido qual o melhor método de estimulacdo, interessava
averiguar qual o melhor produto da cultura celular a utilizar para a recuperacdo do
antigénio recombinante sintético multiepitopo produzido. Para tal, estudaram-se quatro
produtos distintos (sobrenadante sem estimulacdo, sobrenadante apds estimulagéo,
conteddo periplasmatico apds estimulacdo e sedimento total apds estimulacdo) por
ELISA, com recurso a anticorpos monoclonais anti-polihistidina produzidos em rato. Os
resultados da técnica estdo representados na figura 22, onde se pode observar a média
de absorvancia final registada a 405 nm, em funcdo do produto da cultura celular

analisado em duplicado.

Resultados do teste ELISA efetuado aos diferentes
produtos celulares das coldnias de E. coli BL21 Star
(DE3) estimuladas
e 0° 0,528
c 05
Lo
Q04
©
© 03
S 0,2015
g 0,2
0,1084 0,1163
[%2)
o 01
<
0
Sobrenandante  Sobrenandante Conteldo Conteldo pellet
sem estimulacdo apds estimulagdo  periplasmatico total
Produtos celulares analisados

Figura 22. Gréafico representativo do valor médio de absorvancia (Abs média) registado em
cada produto da cultura celular analisado por técnica de ELISA.

A figura 22 deixa claro que o conteudo do sedimento total das bactérias
transformadas é o produto mais rico no antigénio recombinante sintético multiepitopo

que se pretende isolar.
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Neste trabalho, foram estudados trés diferentes métodos de lise celular para
obtencdo do contetdo do sedimento total das células estimuladas. A presenca do
antigénio nos diferentes lisados foi analisada pela mesma técnica ELISA executada

anteriormente. Os resultados estdo representados na figura 23.

Resultados do teste ELISA dos lisados em funcgao
dos diferentes métodos de lise utilizados

1,5895
1,51
15
1,198

0,9265
0,764 0,591

05

Abs média a 405 nm

Mini beadbeater Sonicagdo Choque Térmico
Métodos de Lise

Tampao com Triton X-100 ® Tamp&o com Triton X-100+Lisozima

Figura 23. Gréfico representativo do valor médio de absorvancia a 405 nm registado em
cada lisado, em duplicado, em funcdo do método e tampéo de lise utlizados, analisado por
técnica de ELISA.

Pela andlise da figura 23, o choque térmico com recurso ao tampao com o agente
Triton X-100, demonstra ser o método de lise mais eficiente para obtencdo do contetdo
do sedimento total das bactérias estimuladas.

De seguida, a purificacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo foi
efetuada através de uma cromatografia de afinidade IMAC onde se utilizou o kit Ni
Sepharose™ 6 Fast Flow da GE Healthcare® e a mini coluna polyprep da Biorad®. Esta
purificacdo foi feita em etapas, e diferentes produtos foram gerados sequencialmente.
Os produtos provenientes dos procedimentos de purificacdo foram primeiramente
analisados por leitura a 280 nm no equipamento Nanodrop 1000 da Thermo Scientific®,
para avaliacdo dos seus conteudos proteicos, estando os resultados ilustrados nas figuras
24 e 25.
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Absorvancia a 280 nm dos produtos de purificacio
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Figura 24. Gréfico representativo do valor das absorvancias a 280 nm, registadas no aparelho
Nanodrop, dos oito produtos obtidos sequencialmente, provenientes do procedimento de
purificagdo aconselhado pelo fabricante.
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Figura 25. Grafico representativo do valor das absorvancias a 280 nm, registadas no aparelho
Nanodrop, dos 14 produtos obtidos sequencialmente, provenientes da otimizagdo do
procedimento de purificacdo aconselhado pelo fabricante.

A figura 24 revela os resultados obtidos aquando da execugdo do procedimento
de purificagdo, conforme as recomendagdes do fabricante, isto €, somente com a
obtengdo de oito produtos de purificagdo. Contudo, fez-se uma otimizagdo desse

procedimento para garantir a purificacdo da maior quantidade possivel de antigénio
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recombinante sintético multiepitopo e, na figura 25, estdo representados os resultados
obtidos na anélise dos 14 produtos de purifica¢do originados sequencialmente.

Os produtos de purificacdo representados na figura 25 foram também analisados
por SDS-PAGE, para aferir a presenca ou auséncia do antigénio recombinante sintético
multiepitopo no contetido dos produtos de purificacdo. Os resultados desta eletroforese

estdo ilustrados na figura 26.

43 kDa

29 kDa
20 kDa

14 kDa

Figura 26. Fotografia do gel de eletroforese SDS-PAGE dos produtos provenientes da
otimizacdo do procedimento de purificacdo aconselhado pelo fabricante (tudo o que nédo se
ligou — 1; lavagens — 2; Eluicdo — 3 a 10; Eluicdo com EDTA — 11 a 14) e do marcador de
pesos moleculares Roti®-Marker standard Carl Roth (M).

Como se pode observar na figura 26, as eluicbes 3 a 8, que correspondem a
eluicbes com o tampdo de eluicdo, sdo as que apresentam melhores resultados, visto
exibirem bandas mais intensas, com peso molecular correspondente ao do antigénio

recombinante sintético multiepitopo a purificar.

3.5 Caracterizacdo da amostragem para avaliacdo do antigenio

recombinante sintético multiepitopo como biossensor da PPc
Num universo de 97 individuos estudados, 80 apresentaram suspeita clinica de
PPc e os restantes 17 eram dadores de sangue. Estes dadores eram individuos saudaveis
com idades compreendidas entre os 18 e 0s 65 anos e 0s individuos com suspeita de PPc
tinham idades compreendidas entre 0os 7 e os 79 anos, com uma mediana de 42 anos.
Relativamente ao género, o sexo masculino era predominante (65 %).
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O quadro 20 sumariza a informacdo clinica e os parametros de doenca que foram
tidos em conta neste estudo, tais como a contagem de células T CD4+, o estado de
imunodeficiéncia, o diagnostico clinico, o diagnoéstico laboratorial, a carga parasitaria e

o diagnostico definitivo de cada individuo.

Quadro 20. Parametros clinicos, imunoldgicos e laboratoriais dos 80 individuos com
suspeita de PPc, em estudo.

Parametros clinicos Numero (%) individuos

Contagem de células T CD4"

> 200 células/mm® 12 (15)
<200 células/mm® 30 (37,5)
<50 células/mm® 14 (17,5)
Sem informacéo 24 (30)

Estado Imunodeficiéncia

VIH 71 (88,75)
Transplantado 6 (7,5)
Oncoldgico 3(3,75)

Diagnéstico Clinico de PPc

Nao sugestivo 17 (21,25)
Sugestivo 63 (78,75)

Diagnéstico Laboratorial da PPc
IFI/AcM + 28 (35)
PCR + 61 (75)

Carga Parasitaria

Negativo para P. jirovecii 19 (23,75)
Baixa 33 (41,25)
Moderada 16 (20)
Elevada 12 (15)

Diagnéstico Definitivo da PPc

Caso de PPc 50 (62,5)
Infecdo subclinica ou portador assintomatico 11 (13,75)
Sem infecédo por PPc 19 (23,75)
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3.6 Aplicacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo no
desenvolvimento de uma técnica de imunodetecdo de anticorpos anti-
Pneumocystis jirovecii

Em paralelo aos testes de diagndstico anteriormente mencionados para as
secre¢es pulmonares (seccdo 2.6.2 e 2.6.3, pags. 50 e 51), procedeu-se a realizacdo de
uma técnica de ELISA com pesquisa de anticorpos totais e de IgM e IgG
anti-P. jirovecii, nas amostras de soro dos 97 individuos, 17 dadores de sangue e
80 doentes com suspeita de PPc. O fundamento da técnica de ELISA desenvolvida esta

sintetizado na figura 27.

a) b)

O @

Adsorcdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo de
P. jirovecii aos pocos da placa ELISA.

Adicdo do soro dos doentes/dadores. Os anticorpos
anti-P. jirovecii presentes no soro do doente com PPc [a)]
J\ reconhecem o antigénio recombinante sintético multiepitopo

O O ligando-se a ele.

Adicdo do conjugado de interesse (Ac. anti- imunoglobulina
humana; ou Ac. anti-imunoglobulina M humana; ou Ac.
anti-imunoglobulina G humana), combinado com fosfatase
E IE alcalina. Este conjugado é capaz de reconhecer os anticorpos do

doente com PPc ligados ao antigénio recombinante sintético

O multiepitopo.

Adicdo do substrato (4-nitrophenylphosphate sodium salt) que

EELE
@)

o} o

o (o) OO Ogo ) é degradado pela fosfatase alcalina presente nos conjugados
© E4gO o 9 | que ficaram ligados aos anticorpos anti-P. jirovecii presentes
I % no soro dos doentes com PPc. Emissdo de cor amarela na
/]\ amostra positiva, capaz de ser lida a 405 nm. Na amostra

O O negativa para PPc [b)] ndo ha reacéo.

Amostra positiva  Amostra negativa
para PPc para PPc

Figura 27. Esquema ilustrativo dos passos da técnica de ELISA para detecdo de anticorpos
anti-P. jirovecii, numa amostra positiva para PPc e numa amostra negativa para PPc, com
recurso ao antigénio recombinante sintético multiepitopo.
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Para otimizacdo da técnica de detecdo de anticorpos anti-P. jirovecii por
ELISA, fez-se inicialmente uma diluicdo do antigénio purificado de modo a ndo saturar
0s pocos da placa ELISA, adicionando-se o antigénio numa concentracdo de 10 pg/mL.
Para isso, calculou-se uma curva de calibracdo padrdo com a proteina albumina sérica
bovina (BSA) em diferentes concentragdes, tendo-se obtido uma linha de tendéncia com
a equacdo y = 0,2546x + 0,0301 e respetivo R? de 0,977. Com recurso a leitura da
absorvancia a 280 nm do antigénio recombinante sintético purificado no aparelho
Nanodrop, registou-se uma absorvancia de 0,138 que corresponde a uma concentracao
de 0,42 mg/mL, segundo a equacdo da reta padrdo. Para se obter a concentragdo
desejada, diluiu-se o antigénio purificado a 1:40, em bicarbonato de sddio
(H2CO3, 50 mM [pH 8,4]).

De seguida, fez-se o estudo de duas pools de amostras, uma positiva, que
consistia em soros de individuos onde foi detetada a presenca de P. jirovecii, e outra
negativa, que correspondia a soros de individuos sem infecéo por P. jirovecii. As pools
foram estudadas em diluicGes seriadas 1:10 e a diferentes tempos e temperaturas de
incubacdo com 0s soros, com o conjugado, assim como com o substrato. Os resultados

estéo representados nas figuras 28 e 29.

a b
) Resultados do teste ELISA das ) Resultados do teste ELISA das pools
pools a diferentes diluigdes com a diferentes dilui¢des com
incubacdes de 30 minutos a 37 °C incubacdes de 1 hora a 37 °C
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Figura 28. Representacdo grafica dos resultados do teste de ELISA das pools positiva e negativa,
com periodos de incubacéo de 30 minutos a 37 °C [a)] e de 1 hora a 37 °C [b)] com os soros, com 0
conjugado e com o substrato.
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a) Resultados do teste ELISA das b)  Resultados do teste ELISA das pools
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incubagdes de 30 minutos a 25 °C incubacdes de 1 horaa 25 °C
S : S :
S 25 25
B 2 B 2
Y15 Y 15
c 1 c 1
© 0,5 © 0,5
(3] (3]
g O € 0
172) O O O O O O O O O O O O [72) O O O O O O O O O O O O
= S8ICE838BAIR 2 S 893IL8583XBAIR
< TTTTSSS§§EEE T TTTCTSSSSEEERR
— —
DiluicGes das Pools Diluicbes das Pools
Pool + Pool - Pool + Pool -

Figura 29. Representacdo grafica dos resultados do teste de ELISA das pools positiva e negativa,
com periodos de incubagdo de 30 minutos a 25 °C [a)] e de 1 hora a 25 °C [b)] com o0s soros, com o
conjugado e com o substrato.

Pela observacdo dos graficos apresentados, a dilui¢do de 1:80 e as condic¢des de
incubacdo de 1 hora a 37 °C, foram as condi¢Ges que apresentaram resultados com
maior reatividade e, a0 mesmo tempo, maior diferenca de valores entre as duas pools,
pelo que foram consideradas as condicGes ideias para o estudo da populagdo. Assim,
apos otimizacdo da técnica, testaram-se amostras de soro dos 80 doentes com suspeita
de PPc e dos 17 dadores de sangue. Para tal, cada amostra foi submetida a trés testes
ELISA distintos: um para a detecdo de anticorpos totais anti-P. jirovecii; outro para
detecdo das IgM anti-P. jirovecii; e um terceiro para detecdo de anticorpos da classe
IgG anti-P. jirovecii.

Recorrendo-se ao programa informatico SPSS versdo 20.0, foram realizados
diferentes testes estatisticos que permitiram avaliar a fiabilidade dos diferentes testes
ELISA desenvolvidos (Esteves et al., 2014a). A figura 30 representa a distribuicdo dos
valores dos testes ELISA obtidos nas diferentes categorias de individuos estudados.
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Figura 30. Diagrama de extremos e quartis com representacdo da distribuicdo dos valores dos testes
ELISA para pesquisa de anticorpos totais [a)], de 1gG [b)] e de IgM [a)] anti-P. jirovecii, obtidos
nas diferentes categorias de individuos estudados. A linha horizontal representada no interior das
“caixas” corresponde a mediana, isto ¢, ao valor que divide o conjunto das medicBes previamente
ordenadas em duas partes iguais, 0 que a torna uma medida de tendéncia central robusta a valores
extremos e adequada a amostras heterogéneas. Representacdo do valor da estatistica de teste para a
diferenca entre as medianas das categorias de individuos (p) sem significado estatistico (**) e com

significado estatistico (*).
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Para fazer a comparagéo entre os valores das medianas das quatro categorias de
individuos analisadas, recorreu-se ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis,
assumindo-se um nivel de significancia de 5 %. Na analise da figura 30a, verificou-se
que a mediana das absorvancias obtidas para os valores de anticorpos totais
anti-P. jirovecii foi de 0,513 nos dadores, 0,549 nos doentes sem PPc, 0,463 nos doentes
assintométicos e de 0,6215 nos doentes com PPc, sendo que a diferenca entre as
medianas registadas ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05). O mesmo foi
observado para os valores da figura 30b, tendo-se registado medianas de 0,894 nos
dadores, 0,911 nos doentes sem PPc, 1,062 nos doentes assintomaticos e de 1,13 nos
doentes com PPc. No entanto, na figura 30c, verificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,03), entre os valores das medianas dos quatro grupos de individuos
analisados, tendo-se registado uma mediana de 0,272 nos dadores, 0,22 nos doentes sem
PPc, 0,351 nos doentes assintomaticos e de 0,483 nos doentes com PPc.

Foi avaliado, individualmente, o significado estatistico da diferenca dos valores
das medianas do teste ELISA com pesquisa de IgM anti-P. jirovecii, entre a categoria
de individuos com PPc e as outras trés categorias de individuos, através do teste ndo
paramétrico Mann-Whitney U. Foi encontrado significado estatistico entre a diferenca
de valores dos doentes com PPc e dos dadores (p = 0,024) e ainda dos doentes com PPc
e sem PPc (p = 0,033). Por outro lado, ndo foi encontrado significado estatistico entre a
diferenca dos valores de IgM no grupo de doentes com PPc e no grupo de doentes
colonizados (p = 0,081).

Tendo o teste ELISA com pesquisa de IgM anti-P. jirovecii dado os resultados
mais promissores, fomos ainda analisar a producéo deste anticorpo em fungéo da carga
parasitaria dos individuos. Os resultados podem ser observados na figura 31 onde,
apesar do valor de p ndo ser estatisticamente significativo (p > 0,05), observa-se um
aumento progressivo dos valores de absorvancia a acompanhar o aumento da carga

parasitaria.
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Figura 31. Diagrama de extremos e quartis com representacdo da distribuicdo dos valores do
teste ELISA para pesquisa de IgM anti-P. jirovecii, obtidos nas diferentes categorias de cargas
parasitarias analisadas. Representacdo do valor da estatistica de teste para a diferencga entre as
medianas das categorias de individuos (p) sem diferencas estatisticamente significativas (**).

Para se efetuar um estudo comparativo do desempenho dos trés testes ELISA,

efetuou-se a analise das curvas ROC para cada um dos testes (ver figura 32).
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Figura 32. Curvas ROC para os diferentes testes ELISA efetuados neste estudo.
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A linha diagonal tragada a roxo, designada linha de referéncia, permite dividir o
espaco ROC, sendo que os pontos acima da diagonal representam os resultados com boa
classificacao.

A area abaixo da curva (AUC, do inglés, Area Under the ROC Curve) de cada
teste € uma medida da exatiddo desse mesmo teste, uma vez que representa a
probabilidade de um resultado do ensaio de um caso de PPc escolhido aleatoriamente,
ser superior ao resultado de um ensaio executado a um caso ndo PPc. Esta area esta,
entdo, associada ao poder de discriminacao do teste de diagndstico e, analiticamente, 0s
seus valores podem ser estudados através de métodos estatisticos como o teste
Mann-Whitney U. Neste estudo, avaliou-se o significado estatistico da &rea abaixo da
curva, para cada teste, através do teste Mann-Whitney U, estando os resultados

representados no quadro 21.

Quadro 21. Valores das areas abaixo da curva ROC para os trés testes ELISA e valores de p,
para um nivel de significancia de 5 %, a elas associados (**) sem significado estatistico, (*)
com significado estatistico.

Teste ELISA AUC Valor de p
Pesquisa Acs. totais anti-P. jirovecii 0,596 0,103**
Pesquisa IgM anti-P. jirovecii 0,674 0,003*
Pesquisa 1gG anti-P. jirovecii 0,589 0,131**

O teste ELISA para pesquisa de IgM anti-P. jirovecii apresentou uma area
abaixo da curva com significado estatistico (p = 0,003), sendo que 67,4 % dos
resultados dos doentes com PPc sdo superiores aos resultados dos testes dos doentes
sem PPc. Nos testes ELISA para pesquisa de anticorpos totais e 1gG anti-P. jirovecii, a
area sob a curva nao se mostrou estatisticamente significativa (p = 0,103 e p = 0,131,
respetivamente) sendo que somente 59,6 % e 58,9 % dos resultados dos testes em
doentes com PPc, respetivamente, apresentariam resultados superiores aos dos doentes
sem PPc.

Mostrando o teste ELISA com pesquisa de anticorpos IgM anti-P. jirovecii
alguma aplicabilidade, o desafio tornou-se escolher um valor de cut-off que equilibrasse
as necessidades de sensibilidade e especificidade, atraves da analise do comportamento
da curva ROC. Para tal, foram estudadas as caracteristicas de sensibilidade,

especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de quatro valores de

78



Capitulo 3 — Resultados

cut-off distintos, descritos no quadro 22. A este quadro foi também adicionada a

estatfstica do teste chi-quadrado (x?) de cada um dos cut-offs analisados.

Quadro 22. Medidas estatisticas calculadas para os diferentes cut-offs estudados.

Cut-Off 0,250 (Abs) | 0,286 (Abs) | 0,300 (Abs) | 0,350 (Abs)
Sensibilidade 82,0 % 76,0 % 72,0 % 68,0 %
Especificidade 447 % 48,9 % 51,1% 55,3 %
Valor preditivo positivo 61,2 % 61,3 % 61,0 % 61,8 %
Valor preditivo negativo 70,0 % 65,7 % 63,2 % 61,9 %
Estatistica de teste Xz (p) 0,004 0,011 0,020 0,021

Como o teste ELISA IgM produzido neste estudo, por si s, ndo apresentava
fiabilidade de exceléncia para o diagnostico seroldgico da pneumocistose, 0s resultados
do teste foram associados com os dados disponiveis relativos ao diagndéstico clinico.
Assim, considerando os resultados concordantes do teste ELISA com o diagndstico
clinico, é possivel fornecer uma resposta com medidas estatisticas bastante satisfatorias,

a 56,7 % da populacdo estudada (quadro 23).

Quadro 23. Medidas estatisticas da associacao dos resultados do teste ELISA com pesquisa de
IgM anti-P. jirovecii com o diagnéstico clinico para PPc.

Associacdo do teste ELISA IgM ao diagnostico clinico da PPc

Sensibilidade 97,1 %
Especificidade 75,0 %
Valor preditivo positivo 87,2 %
Valor preditivo negativo 93,8 %
Estatistica de teste < 0,001
NUmero de individuos com concordancia entre as variaveis 55
da associagdo

Em virtude dos resultados obtidos, neste trabalho conseguimos produzir um
antigénio recombinante sintético multiepitopo especifico de P. jirovecii, capaz de
funcionar como biossensor da PPc, quando aplicado num teste ELISA para pesquisa de

IgM anti-P. jirovecii, associado ao diagnéstico clinico de cada doente.
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4.1 Producdo, expressdo e purificagdo do antigénio recombinante

sintético multiepitopo de Pneumocystis jirovecii

Do que tem sido descrito sobre P. jirovecii até aos dias de hoje, sabe-se que as
principais proteinas antigénicas de superficie de P. jirovecii encontradas, quer nos
trofozoitos, quer nos quistos, sdo as glicoproteinas major de superficie (Msg) (Stringer,
2005). Na bibliografia mais recente, tém surgido uma série de estudos que recaem num
fragmento Msg recombinante relativamente conservado, que codifica a regido
carboxilo-terminal  (fracio MsgC), demonstrando resultados potencialmente
promissores no imunodiagnéstico e em estudos epidemiologicos da PPc (Daly et al.,
2002; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Djawe et al., 2010). Desta analise, destaca-se
um estudo em particular (Daly et al., 2002), o qual obteve titulos de anticorpos anti-
MsgC mais elevados em doentes seropositivos para VIH com episddio prévio de PPc do
qgue em doentes seronegativos para VIH sem episddio anterior de PPc. Existem ainda
evidéncias da utilidade da producdo de antigénios recombinantes sintéticos para
posterior aplicacdo no desenvolvimento de ensaios de imunodiagndstico (Dai et al.,
2012). Assim, o objetivo deste estudo, passou por estudar a fracdo MsgC descrita por
Kieran R. Daly e seus colegas em 2002 e, com ela, construir um antigénio imunogénico
para posterior aplicacdo em testes de imunodetecdo de anticorpos anti-P. jirovecii.

Kieran R. Daly e seus colegas fizeram a producéo das fragdes recombinantes do
gene estudado recorrendo a sequéncia do gene MSG publicada em 1994
(Garbe & Stringer, 1994), com 3351 nucledtidos. A partir da sequéncia total do gene, 0s
autores sintetizaram primers capazes de amplificar trés regides distintas contiguas, as
quais posteriormente chamaram MsgA, MsgB e MsgC. No presente estudo, foi efetuada
uma andlise da sequéncia da proteina Msg, na base de dados do NCBI, tendo sido
selecionada a sequéncia mais recente, com o maior fragmento descrito, que neste caso
corresponde a 1022 aa (GenBank: AEZ01831.1) e 3192 nucledticos
(GenBank: JN792933.1). Devido as atualizacbes sofridas nas sequéncias nucleotidicas
dos genes MSG, o primer forward descrito por Kieran R. Daly e seus colegas em 2002,
ndo tem atualmente correspondéncia na sequéncia selecionada. No entanto, a sequéncia
do primer reverse estava preservada na sua totalidade na por¢do final da sequéncia
nucleotidica escolhida. Assim, tendo em conta o nimero de nucleétidos utilizados por

aqueles autores (1317 nucleotidos) aquando da construgdo da fragcdo MsgC no seu
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estudo, e utilizando a sequéncia nucleotidica do seu primer reverse, construiu-se um
novo primer forward e avancou-se com a amplificacdo da fracdo MsgC em amostras de
DNA de P. jirovecii isoladas de amostras caracterizadas como PPc positivas na
populacdo portuguesa. Com os resultados obtidos na figura 11 (pag. 56) e com a
confirmacdo de que a sequéncia correspondente as bandas obtidas na reacdo de PCR ¢
correspondente a sequéncia da fracdo MsgC depositada na base de dados do NCBI
(figura 12, pag. 57), ficou comprovada a existéncia da fragdo MsgC no DNA do
organismo responsavel pela PPc na populagéo alvo do presente estudo.

De seguida, selecionaram-se 0s epitopos, seguindo o que foi anteriormente feito
por Jianfang Dai e seus colegas em 2012, aquando da constru¢do de um antigénio
recombinante sintético multiepitopo de Toxoplama gondii, para serodiagnéstico da
Toxoplasmose. Deste modo, analisou-se o perfil de hidrofobicidade (figura 13a,
pag. 58) e a posicdo (interna ou externa) relativamente & membrana, de um fragmento
de 582 aminoacidos correspondentes a porcdo final da fragdo MsgB e de toda a fracdo
MsgC. As escalas de hidrofobicidade fornecem valores que definem a hidrofobicidade
relativa dos residuos de aminoacidos. Quanto mais positivo for o valor, mais
hidrofébicos sdo os aminoacidos localizados nessa regido da proteina. Assim, como se
pode observar na figura 13a (pag. 58), foi possivel verificar que ao longo da sequéncia
de aminoédcidos analisada existem muitas zonas com valores negativos e, portanto,
hidrofilicas. Estas sdo as zonas de interesse pois, aquando da obtencao tridimensional da
glicoproteina, tém tendéncia para se apresentar mais expostas no interior ou exterior da
superficie celular de P. jirovecii. No entanto, neste estudo, interessava selecionar
regides cuja posicdo antigénica se fizesse no exterior da superficie do microrganismo,
com o propdsito de estarem expostas e em contacto com o sistema imunoldgico do
hospedeiro. Assim, para avaliar se a orientacdo das regiGes mais hidrofilicas desta
sequéncia de aminoacidos se faz para o interior citoplasméatico ou para o exterior
celular, fez-se um estudo da sua posicdo relativamente a membrana, tendo-se obtido
uma probabilidade proxima de 1 para uma posicdo externa, ao longo de toda a regido
analisada, o que corrobora com o facto de estarmos a trabalhar com uma fragdo da
glicoproteina de superficie do microrganismo.

Em virtude do exposto, todas as zonas com comportamento hidrofilico eram

seleciondveis com vista & producdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo.
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No entanto, como se pretendia desenhar um antigénio pouco complexo, partiu-se para
uma analise parcelar das regies com maiores picos de hidrofilia e foi feita uma selecéo
final de trés dessas regides (figura 13b, pag. 58). A selecdo da regido 1 baseou-se no
facto desta apresentar um comportamento hidrofilico marcado ao longo de toda a sua
extensdo e de ndo estar posicionada no inicio da sequéncia de aminodcidos analisada, o
que indica uma localizacdo na fragdo MsgC. A selecdo das regides 2 e 3 deveu-se ao
facto de, para além de possuirem um comportamento hidrofilico, serem regides
terminais da fracdo MsgC, previsivelmente expostas a superficie do microrganismo e
altamente reativas. Nao foi feita a selecdo de mais nenhuma regido para a construgédo
deste péptido, pois pretendiamos construir um antigénio recombinante sintético
multiepitopo com menos de 500 aminoacidos, simples de sintetizar, produzir e
manusear, por forma a se fazer uma primeira avaliacao da utilidade desta abordagem no
diagndstico seroldgico da PPc.

Feita a selecdo das trés regides, um péptido recombinante sintético composto por
esses fragmentos, potencialmente imunogénicos, ligados entre si por duas pontes de
cinco residuos de glicina, foi sintetizado (quadro 16, pag. 59). Estas duas pontes foram
utilizadas para a ligacdo das trés regides antigénicas com o objetivo de criar duas
espécies de “dobradicas” nao reativas, que permitissem que 0S trés fragmentos proteicos
adquirissem a sua estrutura tridimensional normal, tendo uma distancia entre si que
permitisse a intera¢do dos anticorpos com 0s seus epitopos.

No quadro 17 (pag. 59), pode-se observar que estamos perante um péptido
recombinante sintético de pequenas dimensdes (152 aminoacidos), baixo peso
molecular (16,7 kDa) e ponto isoelétrico basico (pl = 8,57). Este antigénio, quando
sintetizado em E. coli, leva mais de 10 horas a ser reduzido para metade no interior da
célula e apresenta um indice de instabilidade baixo (38,39), refletindo a sua
estabilidade. Como era de esperar, € um péptido que apresenta baixo indice de
hidropaticidade (-0,702) pois é constituido por regides altamente hidrofilicas.

Este antigénio foi sintetizado no vetor pUC57-Amp, por este vetor estar
otimizado para clonagem em E. coli, a bactéria selecionada para propagacéao do vetor no
presente estudo. Optou-se por uma propagacéo do vetor de clonagem por transformacéo
de E. coli TOP10. A estirpe selecionada para clonagem do antigénio recombinante
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sintético multiepitopo é considerada ideal, apresentando alta eficiéncia e replicacéo
estavel de elevado numero de copias do plasmideo (Lifetechnologies, 2014b).

Existem protocolos especificos que aumentam a eficiéncia de transformacéo das
bactérias e que as tornam mais suscetiveis a transformacdo, tornando-as celulas
competentes. Neste estudo, as E. coli TOP10 foram tornadas competentes através do
método do cloreto de célcio baseado nos resultados obtidos por Li e seus colegas em
2010, aquando do aperfeicoamento de um protocolo classico (Li et al., 2010). Nesta
técnica, a adicdo de cloreto de calcio suplementado com glicerol a uma suspenséo de
células bacterianas, promove a ligacdo de DNA plasmidico aos lipopolissacarideos
(LPS, do inglés lipopolysaccharide) presentes nas paredes bacterianas das células, uma
vez que os ides de calcio, positivamente carregados, atraem tanto a cadeia de DNA,
carregada negativamente, como 0S grupos com carga negativa presentes no interior do
nacleo dos LPS, ficando facilitada a passagem de DNA plasmidico para dentro da
célula bacteriana (Dagert & Ehrlich, 1979). Posteriormente, esta internalizacdo do vetor
foi forcada através de um processo de choque térmico, onde células competentes
refrigeradas, a aproximadamente 4 °C, foram aquecidas a uma temperatura mais elevada
(42°C), durante um curto periodo de tempo. Este choque subito pelo calor, altera a
membrana bacteriana fornecendo-lhe maior fluidez, ajudando a internalizacdo de DNA
a uma taxa mais rapida, por invaginagdo da superficie da célula que se encontra ligada
ao plasmideo que transporta 0 DNA transformante.

Neste trabalho, o processo de transformacdo por choque térmico foi adaptado
com base no conhecimento dos estudos anteriores, tendo em consideracdo que as
condicdes fisioldgicas para a transformacéo ideal, variam de estirpe para estirpe e com o
tipo de plasmideo utilizado (Mandel & Higa, 1970; Dagert & Ehrlich, 1979; Bergmans,
Van Die & Hoekstra, 1981; Huff et al., 1990; Singh et al., 2010). Assim, as suspensdes
de E. coli TOP10 competentes, foram submetidas a uma incubacdo prolongada, em
gelo, em contacto com o vetor pUC57-Amp, para que se desse a ligagdo de DNA
transformante a parede celular da bactéria, ao mesmo tempo que as células bacterianas
iam refrigerando. Findo este processo, foi exercido um choque térmico a 42°C, a
temperatura que reine 0 maior consenso entre os autores, como a causadora de maior
eficiéncia de transformacgéo. Para otimizarmos essa eficiéncia, estudaram-se quatro

tempos de incubagdo a 42 °C, estando os resultados obtidos ilustrados na figura 14
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(pag. 62). Na andlise do grafico desta figura, apurou-se que o tempo ideal de exposi¢do
para a estirpe e vetor utilizados estava nos 4 minutos, pois foi onde se verificou maior
numero de UFC. Verificou-se ainda uma queda acentuada do nimero de UFC aquando
da exposicdo durante apenas mais 1 minuto do que o valor 6timo a 42 °C, o que pode
ser explicado pela perda de viabilidade das células em exposi¢des prolongadas a esta
temperatura. Por outro lado, o tempo de incubac¢do de 2 minutos, recomendado por
muitos dos autores, apesar de ser suficiente, apresentou menor eficiéncia, 0 que sugere
que as células, ao terem sido colocadas no termociclador refrigeradas, ndo atingiram
instantaneamente a temperatura selecionada, tendo sido necessario um pouco mais de
tempo de exposicao a temperatura alvo. A ndo ocorréncia de crescimento bacteriano na
placa controlo validou a técnica de transformacdo, na medida em que as bactérias nao
transformadas sdo incapazes de crescer em meio sélido LB suplementado com
ampicilina, pois é o vetor pUC57-Amp que transmite a resisténcia ao antibidtico
utilizado no meio de cultura. Terminado o choque térmico, as suspensdes celulares
transformadas permaneceram em gelo durante mais 10 minutos, o que, segundo Singh e
0s seus colegas descreveram em 2010, reduz a “movimentacao” das moléculas de DNA
plasmidico que ndo foram internalizadas pelas bactérias durante o choque térmico,
permitindo que estas moléculas se mantenham a superficie celular e que, eventualmente,
parte delas ainda possam ser internalizadas pela bactéria (Singh et al., 2010).

Apds a transformacdo, interessou confirmar a presenca do fragmento, devendo
este estar compreendido no vetor plasmidico transformante e possuir, na sua
composicdo, a sequéncia codificante para o antigénio recombinante sintético
multiepitopo a produzir. A sua amplificacdo foi feita com recurso a técnica de PCR com
os primers M13 forward e reverse, em amostras do vetor puro e de colonias
transformadas. Como se pode observar na figura 15 (pag. 63), as bandas
correspondentes a amplificacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo
apenas estdo presentes nos produtos de amplificacdo do vetor puro e de uma das
colobnias transformadas. A auséncia de banda e o arrastamento visivel nos pocos 3 e
4 podem ser explicados pela utilizagdo de grandes quantidades de DNA da coldnia
estudada, o que nao possibilitou a descriminacdo da banda pretendida. A auséncia de
banda na amostra controlo, veio validar o procedimento. De seguida, a composicao

nucleotidica das bandas de interesse foi conhecida por sequenciagdo e, como se pode
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ver no quadro 18 (pag. 61), o seu contetdo corresponde a sequéncia nucleotidica do
antigénio recombinante sintético multiepitopo, ladeada por sequéncias adicionais do
vetor pUC57-Amp e dos primers M13 forward e reverse, oriundas da reacdo de PCR.

No seguimento deste trabalho, um vetor de expressao do antigénio recombinante
sintético multiepitopo foi construido com recurso a tecnologia LIC. Esta tecnologia
permite uma rapida e eficiente ligacdo do vetor de expressdo e do gene de interesse,
independente da utilizacdo de enzimas de restricio ou da DNA ligase. E um
procedimento de clonagem de onde resultam apenas clones recombinantes, gerados
entre os produtos de PCR do fragmento a inserir e um vetor amplificado por PCR com
primers especificos, atraves da complementaridade das suas extremidades em cadeia
simples, produzidas artificialmente pela DNA T4 polimerase (Aslanidis & de Jong,
1990; Aslanidis, de Jong & Schmitz, 1994).

Como se pode ver na figura 16 (pag. 62), o DNA plasmidico de quatro E. coli
TOP10 transformadas com o antigénio recombinante sintético multiepitopo, foi
utilizado para a sintese de produtos de PCR com extremidades complementares as do
vetor de expressdo a utilizar, com recurso aos primers pLATE 31 forward e reverse
(enunciados no quadro 9 pag. 39). Foi observavel a presenca de bandas com tamanho
correspondente ao amplicdo esperado em todas as coldnias estudadas. Assim, para
confirmar que essas bandas correspondiam a amplificacdo do antigénio recombinante
sintético multiepitopo acrescido de extremidades complementares as do vetor, fez-se a
sequenciacdo das mesmas. O resultado da sequenciacao, visivel no quadro 19 (pag. 62),
permite confirmar que, de facto, as bandas obtidas na PCR eram correspondentes a
sequéncia nucleotidica do antigénio recombinante sintético multiepitopo, ladeado por
uma pequena parte da sequéncia dos primers especificos utilizados na amplificacdo. Sdo
estas pequenas sequéncias que ficam dos primers, que forneceram a complementaridade
deste fragmento ao vetor de expressdo onde vai ser inserido, por acdo da DNA T4
polimerase (figura 17 pag. 63).

Estando o fragmento pronto para inser¢do no vetor de expressdo selecionado,
recorreu-se ao aLlCator Ligation Independent Cloning and Expression System da
Thermo Scientific®, desenhado para uma rapida e eficiente clonagem e regulacdo da
expressdo do gene de interesse em E. coli. O vetor de expresséo selecionado foi o vetor

pPLATE31, desenvolvido para expressdo de elevados niveis da proteina alvo com cauda
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C-terminal de seis residuos de histidina, o que facilitou o processo de purificagdo do
antigénio. Assim, o fragmento e o vetor foram postos em contacto e o reconhecimento
do gene a ser inserido no vetor foi um processo muito eficiente pois a simples mistura
dos fragmentos a temperatura ambiente deu lugar aos produtos desejados, atraves da
complementaridade das suas cadeias. As moléculas recombinantes resultantes foram
utilizadas na transformacéo de E. coli TOP10 e /NVa competentes, onde a formacédo de
uma ligacdo covalente na juncdo vetor-gene, ocorreu ja no interior destas células por
complementaridade de bases, dando origem a um plasmideo circular.

Estas bactérias ndo foram utilizadas com vista a expressdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo, mas sim para uma replicacéo eficiente do nimero
de copias do vetor de expressdo gerado. Como se pode observar na figura 18 (pag. 64),
as bactérias INVa apresentaram maior eficiéncia de transformacéo quando comparadas
com as bactérias TOP10, na medida em que no total somente se obtiveram 22 col6nias
transformadas de E. coli TOP10 contra 279 colonias transformadas de bactérias INVa.

Por forma a se verificar a amplificacdo de bandas correspondentes a sequéncia
do antigénio recombinante sintético multiepitopo nas bactérias agora transformadas com
0 vetor de expressao, foi realizado um protocolo PCR com os primers utilizados na
tecnologia LIC, tendo-se verificado, na figura 19 (pag. 65), a amplificacdo de
fragmentos com tamanho correspondente ao esperado, que foram excisados do gel e
estudados por sequenciacdo, tendo-se confirmado a presenca da sequéncia nucleotidica
do gene de interesse nestes produtos de PCR.

Como se pode ver no anexo 5 (pag. 122), o vetor selecionado para a expressao
do antigénio recombinante sintético multiepitopo, faz uso do promotor da RNA
polimerase T7 para controlo da expressdo dos genes heter6logos em E. coli. Assim, a
expressao do gene de interesse € controlada através deste forte promotor,
especificamente reconhecido pela RNA T7 polimerase, pelo que é necessario fazer a
clonagem deste vetor em estirpes de E. coli em que a expressdo do gene da RNA T7
polimerase esteja sob o controlo de um promotor indutivel, como o promotor lac.
Assim, o vetor de expressdo gerado foi utilizado para a transformacéo de E. coli BL21
Star (DE3) (Lifetechnologies, 2014a), conforme recomendacéo do fabricante do kit do
vetor, e a presenca da sequéncia do antigénio recombinante sintético multiepitopo foi

confirmada no DNA plasmidico destas bactérias.
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Uma vez que a expressdo do gene de interesse se encontra sob controlo do
promotor lacUV5 presente nas baterias BL21 star (DE3), a indugéo da expresséao, foi
feita com recurso a IPTG. O IPTG é um mimico molecular da allolactose, um
metabolito da lactose capaz de desencadear a transcricdo do operao lac, o que o torna
um composto muito usado na inducdo da expressédo proteica em que 0 gene de interesse
se encontra sob controlo desse promotor (Dai et al., 2012).

A otimizacdo da inducdo da expressao génica teve inicio com o estudo de sete
colonias transformadas com o vetor de expressdo, através de uma incubacédo a 37 °C
durante 3 horas na presenca de 1 mM de IPTG. De seguida, fez-se a lise das bactérias
estimuladas e os lisados foram analisados por SDS-PAGE e, como se pode observar na
figura 20 (pag. 66), todas as colonias apresentaram uma banda intensa entre 0s 14 e 0s
20 kDa, quando estimuladas, enquanto esta banda estd ausente nas coldnias controlo,
isto é, nas que ndo sofreram o processo de inducdo. Como o antigénio recombinante
sintético multiepitopo tem um peso molecular estimado de 16,7 kDa, tudo indica que a
presenca desta banda se deva a expressao do antigénio, como resultado da estimulacéo.
Outras condicBGes de estimulacdo foram estudadas e os seus resultados podem ser
analisados na figura 21 (pag. 66), onde se observa que, a 20 °C com qualquer das
concentragdes de IPTG utilizadas, ndo ha a presenca da banda de 16,7 kDa de interesse,
correspondente a expressdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo. No
entanto, nos casos de estimulacdo a 37 °C, verificou-se que a banda de interesse estava
presente e que a sua intensidade parecia ampliar a medida que a concentracdo de IPTG
utilizada na estimulacéo era aumentada. Como se pretendia produzir a maior quantidade
possivel de antigénio recombinante sintético multiepitopo de P. jirovecii, com vista a
construcdo de um teste de imunodiagndstico da PPc, selecionou-se a incubacdo a 37 °C
durante 3 horas com 1 mM de IPTG, como a condicdo ideal para a estimulacdo da
expressdo proteica nas bactérias utilizadas.

De seguida, interessou perceber qual o melhor produto da cultura celular a
utilizar para a recuperacdao do antigénio recombinante sintético multiepitopo. Para tal,
estudaram-se quatro produtos distintos: o sobrenadante das culturas das bactérias
transformadas, anterior a estimulagdo com IPTG; o sobrenadante das bactérias
transformadas, apos o periodo de estimulagdo com IPTG; o contetdo do periplasma das

bactérias transformadas, apos estimulacdo; e o contetdo do sedimento total das
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bactérias, também apds estimulacdo com IPTG. Destes produtos, o sobrenadante
anterior a estimulacdo serviu como um controlo negativo para compara¢do com 0s
restantes produtos. Com a pesquisa do antigenio recombinante sintético multiepitopo no
sobrenadante apds estimulacdo, procurou-se perceber se as bactérias expressavam a
proteina de interesse para o exterior das suas células. Por outro lado, o estudo do
contetdo do sedimento total permitiu-nos avaliar se a expressao proteica se fez somente
no interior da bactéria. Por fim, o estudo do contetdo do periplasma permitiu-nos
estudar a presenca do antigénio de interesse no espaco fluido entre a membrana
plasmética e a membrana externa das bacterias.

O estudo destes produtos foi efetuado recorrendo-se a uma técnica de ELISA
indireta, com recurso a um primeiro anticorpo monoclonal anti-polihistidina produzido
em rato, capaz de detetar a presenca da cauda de seis residuos de histidina com que o
antigénio recombinante sintético multiepitopo é expresso. Este primeiro anticorpo foi
posteriormente reconhecido por um segundo anticorpo, uma IgG anti-rato, que como se
encontra conjugada com fosfatase alcalina, permitiu uma degradacéo do substrato capaz
de ser medida a 405 nm. Como se pode observar na figura 22 (pag. 67), tanto o
sobrenadante da cultura como o conteddo do periplasma apds estimulacdo, nédo
apresentam valores significativamente diferentes dos registados para o sobrenadante
sem estimulacdo. No entanto, o conteldo do sedimento total apresenta valores de
absorvancia proximos de 0,6 a 405 nm, o que demonstra a detecdo da cauda de
polihistidina, caracteristica do antigénio recombinante sintético multiepitopo que se
procurava isolar. Assim, por forma a se executar a purificagdo do antigénio
recombinante, interessou encontrar um meio eficaz de obtencdo do conteddo do
sedimento total das bactérias estimuladas.

Neste trabalho, foram estudados trés métodos de lise celular para obtencdo do
conteddo do sedimento total das células estimuladas e os seus produtos foram
analisados pela mesma técnica de ELISA utilizada para o estudo dos produtos da cultura
celular. Como se pode observar na figura 23 (pag. 68), 0 método que apresenta maior
absorvancia a 405 nm e, consequentemente, maior concentracdo do antigénio
recombinante sintético multiepitopo no lisado € o método do choque térmico, com
qualquer um dos tampdes de lise utilizados. No entanto, visto que ambos os tampdes

apresentam eficiéncia idéntica, optou-se por utilizar o tampédo sem lisozima, uma vez

90



Capitulo 4 — Discussdo e ConclusGes

que esta enzima tem peso molecular semelhante ao do antigénio recombinante sintético
multiepitopo, o que poderia dificultar o seu processo de purificacdo, e o que permitiu
também diminuir custos de operacéo.

De seguida, purificou-se o antigénio recombinante sintético multiepitopo atraves
de uma cromatografia de afinidade IMAC. A cromatografia de afinidade com i0es
metalicos imobilizados a uma resina de agarose é baseada na capacidade desses iGes
metalicos fazerem a quelacdo da proteina alvo. Assim, este procedimento apresenta
elevada eficiéncia na purificacdo de proteinas marcadas com histidina, a partir de um
lisado bacteriano, em apenas alguns passos (Block et al., 2009). 16es metalicos
bipositivos tipicos, como o niquel ou o cobalto, retém seletivamente proteinas marcadas
com histidina, pelo que neste estudo se recorreu ao kit Ni Sepharose 6 Fast Flow™ da
GE Healthcare que consiste numa resina de agarose a qual estdo acoplados grupos
quelantes carregados com ides Ni?".

A purificacdo foi feita em etapas com recurso a diferentes tampdes e, como se
pode observar nos gréficos das figuras 24 e 25 (pag. 69), diferentes produtos foram
gerados. Nestes graficos, € revelada a leitura dos eluidos no aparelho Nanodrop a
280 nm, ou seja, a quantidade de proteinas eluidas em cada um dos produtos. Pode-se
constatar que o maior valor de absorvancia corresponde ao eluido do conteudo proteico
do lisado bacteriano que ndo ficou retido na resina. Este conteido diz respeito a todas as
proteinas bacterianas expressas que, por ndo possuirem a cauda de histidina
caracteristica do antigénio a purificar, ndo ficaram retinas na malha de agarose da resina
de purificacdo. De seguida, estdo apresentadas as leituras dos trés eluidos provenientes
das lavagens da resina com o tampé&o de ligacdo, que permitem verificar a eliminagédo
das restantes proteinas sem capacidade de se ligarem a resina.

Os resultados da figura 24 (pag. 69), ilustram o processo de eluicdo conforme as
recomendacdes do fabricante, onde somente quatro eluidos com recurso ao tampédo de
eluicdo e dois eluidos com recurso ao tampdo com EDTA foram obtidos. Nestes
eluidos, a absorvancia lida a 280 nm é, teoricamente, diretamente proporcional a
guantidade de antigénio recombinante sintético multiepitopo purificado, eluido da
resina. Assim, verifica-se que apo6s quatro eluicdes com o tampdo de eluicdo e duas
eluicbes com o tampdo com EDTA, a quantidade de proteinas a serem eluidas

continuava a aumentar, pelo que este nimero de elui¢bes ndo era suficiente para eluir
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todo o conteldo de interesse. Ajustes ao procedimento standard aconselhado pelo
fabricante do kit da resina foram efetuados, com o objetivo de se obter a maior
quantidade possivel de antigénio purificado. Assim, no grafico da figura 25 (pag. 69),
pode-se observar que foi aumentado o nimero de eluicdes efetuadas com recurso ao
tampdo de eluicdo e, por outro lado, foram também feitas mais lavagens da coluna com
0 tampédo de remocdo do niquel (tampdo com EDTA), para que a maior quantidade
possivel de proteinas purificadas fossem recuperadas com ambos os tampdes.
Posteriormente, para verificar se as fracGes proteicas detetadas pela leitura dos
eluidos no aparelho Nanodrop a 280 nm correspondiam ao antigénio recombinante
sintético multiepitopo purificado, fez-se uma andlise desses eluidos por eletroforese
SDS-PAGE. Como se pode ver na figura 26 (pag. 70), a maior parte do antigénio
recombinante sintético multiepitopo foi recuperado nas fracdes 3 a 8, isto €, nas elui¢bes
efetuadas com recurso ao tampdo de eluicdo, pois apresentaram uma banda com peso
molecular correspondente ao do antigénio. No final do processo de purificacdo, obteve-
se uma solucdo de antigénio recombinante sintético multiepitopo de P. jirovecii

constituida pelas fracGes 3, 4, 5,6, 7 e 8.

4.2 Aplicacdo do antigénio recombinante sintético multiepitopo no
desenvolvimento de uma técnica de imunodetecéo de anticorpos anti-

Pneumocystis jirovecii por ELISA

O diagndstico definitivo da PPc implica a identificacdo direta de P. jirovecii em
amostras pulmonares dos doentes com suspeita, nomeadamente no LBA, a amostra de
exceléncia e por isso a mais utilizada. O LBA é obtido através da realizacdo de exames
dispendiosos e invasivos (broncofibroscopia) que, muitas vezes devido ao estado de
salide muito debilitado dos doentes, ndo podem ser realizados ou podem resultar no
agravamento desse estado de saide. E nesta perspetiva que surge a necessidade de
desenvolver um método seroldgico de detecdo da infecéo.

Niveis séricos da enzima LDH, do componente estrutural B-glucano, do
antigénio KL-6 ou da S-adenosilmetionina (SAM), tém sido relacionados com a PPc
(Hamada et al., 1998; Teramoto et al., 2000; Tasaka et al., 2007; Kutty et al., 2008;
Skelly, Holzman & Merali, 2008; Finkelman, 2010; Held et al., 2011;
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Morris & Masur, 2011; Esteves et al., 2014a). No entanto, apesar da sua utilidade, todos
estes marcadores serologicos sdo inespecificos para P. jirovecii. A LDH pode estar
aumentada em qualquer outra patologia com lesdo celular, enquanto o B-glucano, sendo
um constituinte estrutural dos fungos, pode estar aumentado em doentes com outras
infecbes fungicas que ndo a PPc. Ja o antigénio KL-6, sendo constituinte dos
pneumdcitos alveolares do tipo Il, pode também sofrer alteracdo dos seus niveis por
qualquer outra patologia que cause lesdo no parénquima pulmonar. Por outro lado, a
aplicabilidade dos niveis séricos da SAM tém suscitado discordia entre diversos autores,
ndo estando bem definida qual a relagdo entre a variacdo sérica dos niveis de SAM e a
infecdo por P. jirovecii. Além de tudo isso, mesmo recorrendo ao B-glucano, que € o
marcador serologico que tem mostrado resultados mais promissores, ndo existe ainda
um valor de cut-off seguro para o diagndstico da PPc (Esteves et al., 2014a).

No que respeita a pesquisa de anticorpos anti-P. jirovecii, apesar de ja existirem
diversos estudos publicados nesta area, tem sido dificil manter um consenso em termos
de aplicabilidade dos resultados obtidos, pois os diferentes autores tém estudado a
resposta imunoldgicas de diferentes individuos a diferentes fracBes recombinantes da
proteina Msg de P. jirovecii. Enquanto uns autores demonstraram que
imunocomprometidos seronegativos para VIH revelam niveis de anticorpos, contra a
regido carboxi-terminal da proteina Msg, significativamente mais elevados do que os
seropositivos para VIH (Bishop & Kovac em 2003; Djawe et al., 2013), outros
mostraram que individuos seropositivos para VIH com episodios prévios de PPc,
demonstram niveis de anticorpos, contra a fragdo MsgC, significativamente mais
elevados do que individuos seropositivos para VIH que nunca tiveram um episodio
anterior desta doenca (Daly et al., em 2002; Walzer et al., em 2009).

No entanto, sdo poucos o0s trabalhos nesta area que fazem um estudo
concomitante das fracGes IgG e IgM produzidas contra as fragcbes recombinantes da
Msg, por forma a avaliar a producdo de anticorpos nas diferentes fases da infecéo.
Contudo, alguns estudos com anticorpos da classe 1gG, revelaram niveis de 1gG contra
diversas fracGes recombinantes da MsgC, mais elevados em individuos prestadores de
cuidados de satde assim como em doentes seropositivos para VIH com histdria prévia
de PPc, comparativamente a individuos sem contacto com doentes infetados ou doentes
sem histéria prévia de PPc (Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Tipirneni et al., 2009;
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Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011). Por outro lado, estudos com anticorpos da classe
IgM anti-P. jirovecii tém revelado resultados contraditorios, alguns afirmando ter
detetado a presenca de niveis de IgM superiores em doentes seropositivos para VIH
com PPc do que em doentes seropositivos para VIH sem PPc (Djawe et al., 2010).
Outros demonstraram niveis similares de IgM anti-P. jirovecii entre doentes
seropositivos para VIH com e sem PPc (Djawe et al., 2013), havendo ainda ha autores
que apresentaram resultados da pesquisa de IgM anti-P .jirovecii inferiores em doentes
seropositivos para VIH com PPc comparativamente a doentes seropositivos para VIH
sem a doenca (Blount et al., 2012).

Em virtude do exposto, com o antigénio recombinante sintético multiepitopo de
P. jirovecii produzido e purificado neste estudo, interessou estudar a sua fiabilidade
como biossensor para o diagnostico da PPc. Para isso, desenvolveu-se um teste ELISA,
conforme ilustra a figura 27 (pag. 72), onde se procurou perceber se este antigénio
recombinante sintético multiepitopo era reconhecido por anticorpos humanos,
possibilitando a discriminacdo de individuos com e sem a doenca. Com este teste
ELISA, fez-se a pesquisa de anticorpos totais e das fracbes IgM e IgG contra o
antigénio recombinante sintético multiepitopo purificado, em individuos com e sem a
doenca.

O teste ELISA executado neste estudo teve, em todos os pocos das placas
analisadas, 10 pg/mL de antigénio recombinante sintético multiepitopo adsorvido. Em
primeiro lugar, este teste foi efetuado com duas pools de amostras de soros, sendo uma
constituida por soros de individuos onde foi detetada a presenca de P. jirovecii (pool
positiva), e a outra constituida por amostras de soros de individuos sem P. jirovecii
(pool negativa), e ainda com uma amostra de PBS 1x que serviu de controlo negativo. A
reatividade de cada uma das pools contra o antigénio recombinante sintético
multiepitopo foi corrigida fazendo-se a subtracdo da reatividade registada nos po¢os
com PBS 1x a reatividade dos pocos com o0s soros das pools. Estas amostras foram
estudadas com vista a otimizacdo e padronizacdo da técnica, fazendo-se a selecdo da
melhor diluigéo, assim como das melhores condic¢des de incubacdo a utilizar, de forma a
obter a melhor discriminacdo possivel entre a condicdo de ter ou ndo PPc. Nos graficos
apresentados nas figuras 28 e 29 (pags. 73 e 74), a condicdo que mostrou melhor

discriminacdo entre as pools e, a0 mesmo tempo, maior reatividade das mesmas, foi a
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diluicdo de 1:80 com periodos de incuba¢do com o soro, com 0 conjugado e com 0
substrato de 1 hora a 37 °C, tendo-se registado uma media de absorvancia de 2,790 para
a pool positiva contra uma média de 0,940 para a pool negativa.

Neste teste ELISA foram utilizados trés conjugados distintos, que permitiram
discriminar a presenca de anticorpos totais, da fracdo IgM ou da fracdo 19G
anti-P. jirovecii. A presenca de anticorpos totais foi determinada pela adi¢do de cadeias
leves kappa anti-imunoglobulina humana, produzidas em cabra e marcadas com
fosfatase alcalina. Ja a discriminacédo da presenca de IgM ou IgG foi feita pela adicdo de
cadeias | anti-imunoglobulina M especificas ou de cadeias y anti-imunoglobulina G
especificas, respetivamente, produzidas em cabra e marcadas com fosfatase alcalina.
Como estes conjugados eram soros policlonais e como se obteve, nos testes
experimentais com as pools, alguma reatividade dos mesmos com a amostra controlo de
PBS, optou-se por, em cada teste ELISA, fazer a avaliagcdo da reatividade de cada
amostra da nossa populacdo em dois po¢os. Num primeiro poc¢o, estudou-se a amostra
com o antigénio recombinante sintético multiepitopo adsorvido e, no segundo poco, a
amostra sem que tenha sido feita adsorcdo prévia do antigénio. Deste modo, pela
subtracdo da reatividade do segundo poco a do primeiro, fomos capazes de eliminar a
interferéncia de ligacGes inespecificas.

Na aplicacdo desta técnica foi analisado um universo de 97 individuos, dos quais
80 estavam diagnosticados com patologia pulmonar e os restantes 17 eram dadores de
sangue, ou seja, individuos saudaveis. Como se pode ver no quadro 20 (pag. 71), que
sumariza a informacdo clinica e os parametros de doenga dos 80 individuos com
patologia pulmonar, verificou-se que existia suspeita clinica de que 78,75 % desses
doentes fossem casos de PPc. Através do diagnostico definitivo, verificou-se que
62,50 % dos doentes estudados tinham PPc, 13,75 % estavam colonizados e que 23,75
% eram doentes sem infecdo por P. jirovecii. Dos individuos infetados com P. jirovecii,
a maior percentagem (41,25 %) apresentava carga parasitaria baixa, em que nenhum
quisto € identificado em 30 campos de microscopia, embora as amostras sejam positivas
por PCR, 20 % dos individuos infetados apresentavam carga parasitaria moderada e
somente 15 % apresentavam carga parasitaria elevada.

Avaliou-se ainda a contagem das células T CD4" nos individuos com suspeita de

PPc e verificou-se que, de entre os individuos cuja informacdo estava disponivel,
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37,5 % apresentavam uma contagem inferior a 200 células/mm?® e 17,5 % abaixo das
50 células/mm?®, o que é compativel com um risco acrescido para desenvolvimento de
doencas oportunistas. Relativamente a origem da imunodeficiéncia dos doentes, a
maioria apresentava infecdo por VIH (88,75 %) tendo, no entanto, surgido casos de
deficiéncia imunitéaria em individuos transplantados (7,5 %) ou com doenca oncoldgica
(3,75 %), o que vem demonstrar a importancia de casos de PPc para além da populagéo
seropositiva para VIH.

Com a populacdo em estudo caracterizada, foi possivel dividi-la em quatro
categorias de individuos: doentes com pneumocistose ativa, que correspondem a
51,54 % da populagdo em estudo; portadores de P. jirovecii mas sem pneumocistose
(colonizados) que correspondem a 11,34 % da populacdo; sem P. jirovecii mas com
outras patologias pulmonares, que correspondem a 19,59 % da populacdo em estudo; e
dadores de sangue, correspondentes a 17,53 % da populacéo. De seguida, realizou-se a
pesquisa de anticorpos totais e das fracGes IgM e 1gG contra o antigénio recombinante
sintético multiepitopo purificado nas amostras de soro destes individuos.

A figura 30 (pag. 75) representa a distribuicdo dos valores dos testes ELISA para
a pesquisa de anticorpos totais, 1gG e IgM anti-P. jirovecii nas diferentes categorias de
individuos estudados. Na andlise da figura 30a, foi possivel verificar que ha um
aumento de anticorpos totais nos individuos com PPc que, no entanto, ndo se mostrou
estatisticamente significativo (p > 0,05) em relacdo aos outros grupos de individuos. Na
figura 30b, apesar de se verificar um aumento da producdo da classe de anticorpos IgG
nos individuos com PPc, a diferenca para os valores registados nos outros grupos de
individuos também ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05). No entanto, na
figura 30c, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,003), entre
os valores da mediana dos quatro grupos de individuos analisados, o que indica que a
distribuicdo dos valores da classe IgM néo é aleatoria entre os diferentes grupos clinicos
estudados.

De seguida, foi avaliado o significado estatistico da diferenca entre as medianas
das absorvancias do grupo dos doentes com PPc relativamente aos outros grupos
clinicos, tendo-se observado significado estatistico entre a diferenca de valores de
anticorpos da classe IgM apresentados pelos doentes com PPc e os doentes sem PPc ou

dadores. Por outro lado, ndo foi encontrado significado estatistico entre a mediana dos
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valores das absorvancias de IgM nos doentes com PPc e assintomaticos colonizados.
Este resultado pode ser devido ao facto de se terem analisado 50 doentes com PPc
contra somente 11 colonizados. Assim, a amostragem de colonizados pode ter
contribuido para a falta de robustez estatistica. Para clarificar estes resultados, propde-se
um estudo baseado na mesma abordagem mas com um maior nimero de doentes.

A diferenca ndo significativa entre o0s valores de anticorpos totais
anti-P. jirovecii nos diferentes grupos, pode dever-se a auséncia de diferenca
significativa entre os valores de IgG, que comprometeram os resultados obtidos com os
anticorpos totais. Estes resultados contrariam bibliografia recente, onde niveis de 1gG
contra diversas fragbes recombinantes da MsgC, foram mais elevados em doentes
seropositivos para VIH com histéria prévia de PPc, comparativamente a doentes sem
historia prévia de PPc (Daly et al., 2002; Daly et al., 2004; Daly et al. 2006; Tipirneni
et al., 2009; Walzer et al., 2009; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011). Esta diferenca
de resultados pode advir das diferentes regiGes recombinantes da fracdo MsgC
analisadas em cada estudo e, também, das diferentes populac6es estudadas, pois sabe-se
que a serologia da PPc varia consoante a distribuicdo geografica e a idade dos
individuos em estudo (Daly et al., 2009; Walzer et al., 2009).

No entanto, com o presente estudo ficou demonstrado que existe, de facto, uma
diferencga nos niveis de anticorpos IgM, pelo menos, entre os doentes com PPc, sem PPc
e dadores, reforcando o que ja tinha anteriormente sido descrito por Djawe e seus
colegas em 2010 (Djawe et al., 2010), em doentes seropositivos para VIH.

Tendo o teste ELISA com pesquisa de IgM anti-P. jirovecii demonstrado os
melhores resultados, foi feita a analise da producéo deste anticorpo em funcéo da carga
parasitaria. Os resultados podem ser observados na figura 31 (pag. 77) e mostram niveis
séricos de IgM tanto maiores quanto maior € a carga parasitaria dos doentes, apesar de
esta tendéncia ndo estar estatisticamente suportada (p = 0,087).

Com o intuito de avaliar a utilidade do teste ELISA com pesquisa de anticorpos
da classe IgM anti-P. jirovecii face a pesquisa de anticorpos totais e da classe IgG,
fez-se uma previsao das curvas ROC, que pode ser observada na figura 32 (pag. 77).
Esta curva é a representacdo grafica da taxa de verdadeiros positivos contra a taxa de
falsos positivos para os diferentes cut-offs de um teste. Assim, quanto mais a linha se

aproxima do quadrante superior esquerdo do grafico, melhor o desempenho do teste.
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Neste estudo, o teste ELISA para pesquisa de IgM anti-P. jirovecii é o Unico que
apresenta uma area abaixo da curva com significado estatistico (p = 0,003), conferindo
resultados superiores a 67,4 % dos individuos com PPc, comparativamente aos
individuos sem PPc. Em virtude do exposto, o teste ELISA com pesquisa de anticorpos
IgM anti-P. jirovecii parece mostrar alguma aplicabilidade para o diagndstico
serolégico da PPc, pelo que interessou estudar a sua fiabilidade e robustez. Um teste
ideal deve ser capaz de identificar a totalidade dos casos de doenca, pelo que deve ser
altamente sensivel. Esse mesmo teste deve ainda ser capaz de identificar corretamente
todas as pessoas que ndo tenham a doenca, isto é, deve ser especifico para a patologia.
Assim, procurou-se escolher um valor de cut-off para o teste ELISA com pesquisa de
IgM anti-P. jirovecii que equilibrasse as necessidades de sensibilidade e especificidade,
através da andlise do comportamento da curva ROC. As caracteristicas do teste para
quatro diferentes valores de cut-off podem ser analisadas no quadro 22 (pag. 79). A este
quadro foi também adicionada a estatistica de teste chi-quadrado (x) de cada um dos
cut-offs, pois este teste permite averiguar até que ponto duas variaveis s@o ou ndo
independentes. Se o valor de p for inferior ao valor critico de 0,05, para um nivel de
significancia de 5 %, entdo rejeitamos a independéncia das variaveis.

Os resultados obtidos para os diferentes valores de cut-off permitiram verificar
que a medida que se procurou aumentar o valor da especificidade do teste, provocou-se
uma diminui¢do acentuada na sensibilidade do mesmo, estando o melhor equilibrio
registado nos valores de cut-off entre as 0,300 e as 0,350 medidas de absorvancia. Em
relacdo ao valor preditivo positivo, ndo se verificaram alteracGes significativas entre 0s
diferentes cut-offs analisados, no entanto, para o valor preditivo negativo, os melhores
resultados situaram-se entre o cut-off de 0,250 e 0,300 medidas de absorvancia, com
valores entre os 65 e 0s 63 %. Assim, considerou-se que o valor de absorvancia de
0,300 é o que melhor estabelece o equilibrio entre as medidas estatisticas analisadas
para o teste ELISA com pesquisa de IgM anti-P. jirovecii. Com este valor de cut-off, a
probabilidade do teste ser negativo quando aplicado a individuos que ndo tém PPc € de
51,1 % e a probabilidade do teste ter um resultado positivo quando aplicado a
individuos com PPc ¢é de 72 %. Portanto, com este cut-off, a probabilidade de um
individuo com o teste positivo ter, de facto, a doenca € de 61 % e, a probabilidade de

um individuo com um teste negativo ndo ter, de facto, pneumocistose é de 63,2 %. No
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entanto, este valor de cut-off selecionado, assim como 0s outros trés estudados, ndo
apresentam medidas estatisticas de exceléncia que nos permitam assegurar um
diagnostico seroldgico da PPc de total confianga. Contudo, estes dados mostram que
esta abordagem € possivel e que, com a realizacdo de ajustes a técnica, como por
exemplo o recurso a conjugados de origem monoclonal, o rearranjo da constituicdo do
antigénio recombinante sintético multiepitopo, ou mesmo a otimizagdo da técnica de
purificacdo, se podera desenvolver um teste de diagnostico seroldgico fiavel para a PPc.

Apesar de ndo estarmos perante um novo teste de diagndstico definitivo da PPc,
o0 teste ELISA com pesquisa de anticorpos IgM anti-P. jirovecii desenvolvido neste
estudo, pode também vir a ter outras utilidades. Vejamos os dados apresentados no
quadro 23 (pag. 79), onde os resultados deste teste foram associados ao diagnostico
clinico de cada individuo. Se olharmos para esta associacdo como um teste de screening
de casos suspeitos de PPc, isto é, se associarmos os resultados concordantes do teste
ELISA com o diagnostico clinico, conseguimos classificar 55 dos 97 individuos em
estudo, quanto a condicdo de ter ou ndo PPc, com uma sensibilidade de 97,1 % e uma
especificidade de 75 %. Os valores preditivos positivo e negativo, ficaram em 93,8 % e
87,2 %, respetivamente, e a estatistica do teste x* ndo deixa dividas acerca da
dependéncia do resultado do teste ELISA e do diagnostico clinico. Assim, a
implementacdo deste teste como um teste de screening, podera contribuir para uma
melhoria nos cuidados de salde, diminuindo a pratica de instituicdo de terapéutica
empirica, especialmente em paises de baixo-médio rendimento, em doentes com falha
respiratoria e em criancas, em que a execucdo de técnicas invasivas como a
broncofibroscopia ndo sdo faceis de realizar.

Concluindo, neste trabalho foi possivel cumprir os objetivos propostos, tendo-se
tido sucesso no desenho e sintese de um antigénio recombinante sintético multiepitopo
especifico de P. jirovecii, capaz de funcionar como biossensor da infecdo por
P. jirovecii, numa técnica de ELISA com pesquisa de anticorpos IgM anti-P. jirovecii.
Com a aplicacdo deste teste, associado ao diagnostico clinico de cada doente com
patologia pulmonar e com suspeita de PPc, pensa-se poder vir a diminuir em cerca de
50 % (56,7 %), o nimero de broncofibroscopia ou outros testes invasivos a efetuar aos

doentes, numa fase de screening da infecdo. Esta associacdo permite detetar a doenga
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com sensibilidade de 97,1 % e especificidade de 75 %, pelo que a sua aplicacdo tem
potencial para melhorar a qualidade de vida dos doentes.

Em virtude do exposto, pretende-se, num futuro préximo, realizar estudos com
um maior nimero de amostras para o cut-off definido para o teste ELISA produzido, no
sentido de determinar a utilidade clinica efetiva deste teste no screening da PPc.
Procurar-se-a, igualmente, aprimorar este teste com recurso a sintese de novos
antigénios recombinantes (quer da fracdo MsgC, quer de outras fracGes antigénicas de
P. jirovecii que se mostrem relevantes num diagnostico seroldgico da doenca) e a
aplicacdo de conjugados monoclonais, com vista ao desenvolvimento de um teste
ELISA capaz, por si soO, de realizar um diagnostico seroldgico fidvel e reprodutivel da
PPc. Por outro lado, a associacdo do teste ELISA com pesquisa de IgM anti-P. jirovecii
ao diagndstico clinico de cada doente com suspeita de PPc, mostra ja grande
aplicabilidade em estudos epidemioldgicos, na medida em que seré possivel fazer uma
avaliacdo da imunidade das populac@es face ao agente etioldgico da PPc, com recurso a
um biossensor especifico de P. jirovecii e a uma técnica minimamente invasiva para o
doente, bastante sensivel e especifica na detecao da doenca.

Para além disso, como o antigénio recombinante sintético multiepitopo de
P. jirovecii produzido neste estudo mostrou aplicabilidade como biossensor para a PPc,
num futuro préximo, pode-se ainda desenvolver alternativas aos testes de diagnostico
atuais. Com este antigénio, sera possivel produzir, em murganhos ou fagos, anticorpos
recombinantes, capazes de fazer a detecdo direta de P. jirovecii em amostras biologicas
menos invasivas tais como, expetoracdo induzida, expetoracdo espontanea, saliva,
lavado oral, secre¢des bronquicas ou aspirado nasofaringeo.

Por Gltimo, o potencial antigénico que este antigénio recombinante sintético
multiepitopo demonstrou no presente estudo, suscita curiosidade acerca do seu potencial
de imunizacéo, o que pode abrir portas a estudos de desenvolvimento de vacinas contra
P. jirovecii, partindo da analise de ensaios em murganhos vacinados com o antigénio

recombinante sintetizado.
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Anexo 1

Protocolo - Eletroforese em gel de agarose dos produtos das reacdes de PCR

1 — A 15 pL de produto de reacdo de PCR, adicionou-se 1,5 puL de tampé&o de aplicacdo
(Fermentas®);

2 - A 1,5 pL de marcador molecular de 100 pb e/ou 1 Kb (Gene Ruler™ 100 pb e 1 Kb;
Fermentas®), adicionou-se 1,5 pL de tampéao de aplicacdo e 7 pL de &gua desionizada
esteril;

3 - Numa tina de eletroforese, aplicou-se um gel de agarose a 1 % (m/v) (SeaKem LE;
FMC BioProducts®) em tampdo TAE 1x (TrisAcetato 0,04 M; EDTA 0,001 M; pH 8,3),
no qual foi incorporado brometo de etidio (Sigma®), a uma razéo de 0,5 mg/L;

4 - Aplicou-se as amostras nos pocos respetivos e a separacao eletroforética foi efetuada
a 60 volts (V), durante 1 hora;

5 - Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados, por agdo de luz
ultravioleta, num transiluminador (ECX-20M; Vilber Lourmat®);

6 - Os resultados foram registados com uma maquina fotogréafica digital do sistema de

aquisicao de imagem incorporado ao transiluminador (PowerShot A710 IS; Canon®).
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Anexo 2

Protocolo — Purificacdo dos produtos de PCR apds eletroforese em gel de agarose
através do JetOUICK Purification Spin kit da GENOMED®

Primeira fase — Solubilizacdo da agarose: em tubo eppendorf de 1,5 mL, por cada

100 mg de gel de agarose, adicionou-se 300 pL da solucdo L1 (NaClQO,, acetato de
sodio e TBE) que permitiu a solubilizacdo da agarose onde esta retido o fragmento de
DNA a purificar. De seguida, esta solu¢do incubou a 50 °C durante 30 minutos, com

homogeneizagédo (vortex) em intervalos de 10 minutos.

Sequnda fase — Aplicacdo em coluna JetQUICK e adsorcdo de DNA a coluna: finda a

incubacédo, colocou-se as colunas JetQUICK em eppendorfs coletores de 2 mL e
transferiu-se, até um maximo de 600 pL (por coluna), a mistura obtida no passo
anterior. Seguiu-se uma centrifugacdo a 20000 g durante 1 minuto, da qual se descartou
o filtrado. As colunas adicionou-se 400 pL da solucdo L1 e aguardou-se 1 minuto. De
seguida, procedeu-se a nova centrifugacdo a 20000 g durante 1 minuto e descartou-se 0
filtrado.

Terceira fase — Lavagem da coluna JetQUICK: adicionou-se 250 pL de solugdo H2

(Etanol, NaCl, EDTA e Tris-HCI) a coluna e aguardou-se 5 minutos. Posteriormente,
centrifugou-se a 20000 g durante 1 minuto e desprezou-se o filtrado. Para garantir a
eliminacdo total do reagente de lavagem, repetiu-se a centrifugacdo por 2 minutos,

descartando-se o filtrado final.

Quarta fase — Eluicdo de DNA da coluna JetQUICK: colocou-se as colunas num novo

eppendorf coletor de 1,5 mL e adicionou-se 40 pL de &gua esterilizada, pré-aquecida a
65 °C, diretamente no centro da matriz de silica. Aguardou-se 5 minutos e procedeu-se
a uma centrifugacao final a 20000 g durante 2 minutos. O filtrado obtido continha DNA

purificado, que foi guardado a -20 °C até uso. A coluna utilizada foi descartada.
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Anexo 3

Relatdrio da empresa Nzytecn® referente a sintese do vetor de clonagem pUC57-

Amp com o0 antigénio recombinante sintético multiepitopo

“Plasmids are delivered in ddH20 (approximately 2 xg in 20 uL) and are pUC57
derivatives. Vector pUC57 is a common used plasmid cloning vector in E. coli. The
vector length is 2,710 bp and is isolated from E. coli strain DH5a by standard
procedures. Please use directly or use 0.2 pL of plasmid DNA to transform E. coli for
propagation.”
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Gene name: IHMT 130298
>Escherichia coli Optimized Sequence Length:438, GC %: 52,13

GGCACCACCGAAATCCTGAAACAAGTCCTGCTGAATGAACATAAAGATACCCTGAAAGA
CCAAGAATCGTGTGTGAAATACCTGAAGGAAAAATGCAACAAGTGGAGTCGTCGCGGCA
ATGATCGTTTTTCCCTGGTGTGTGTTTTCCTGGAAGGCGGTGGCGGTGGCGTCGCGGAA
GTGTTTGGCCGTTATGTTGGTCTGAAAGAACGCTGCAACAAGCTGGAAAGCGACTGCGG
TATTAAAGAAGATTGTAAGGACCTGGAAGGCGTCTGTGGTAAAATTCAGGGCGGCGGCG
GCGGCACCAGCACCATTACCTCTAAAATCACGCTGACCAGCACGCGTCGCTGCAAACCG
ACCAAGTGTACCACGGGCGATGACGCTGAAGATGTCAAGCCGTCTGAAGGTCTGAAAAT
GAGTGGTTGGTCCGTGATGCGTGGC

Protein name: IHMT_130298
>|HMT_130298_ami

GTTEILKQVLLNEHKDTLKDQESCVKYLKEKCNKWSRRGNDRFSLVCVEFLEGGGGGVAE
VFGRYVGLKERCNKLESDCGIKEDCKDLEGVCGKIQGGGGGTSTITSKITLTSTRRCKP
TKCTTGDDAEDVKPSEGLKMSGWSVMRG
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Anexo 4

Protocolo — Isolamento de DNA plasmidico recorrendo ao QlAprep Spin Miniprep
Kit da QIAGEN®

Primeira fase - Lise celular: em primeiro lugar, procedeu-se a centrifugacdo da cultura

bacteriana a 8000 g durante 10 minutos numa centrifuga refrigerada a 4 °C.
Descartou-se 0 sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 250 pL de tampéo de
lise P1, num eppendorf de 2 mL. Recorreu-se ao vortex para homogeneizacdo da
solucdo, de modo a ndo se observar agregados de células no final deste passo.
Finalizada a homogeneizacéo, adicionou-se 250 pL do tampdo de lise P2 ao eppendorf e
este foi invertido quatro a seis vezes, num periodo maximo de 5 minutos. Neste tempo,
obteve-se uma solu¢do viscosa a qual se adicionou 350 pL de tampdo N3. O eppendorf
sofreu novamente inversdo por quatro a seis vezes, tendo ficado a solugdo com aspeto
turvo. Centrifugou-se durante 10 minutos a 13000 g e observou-se a formacéo de um
sedimento branco e compacto. Somente o sobrenadante resultante, foi utilizado no

seguimento do processo de isolamento de DNA plasmidico.

Segunda fase - Adsorcdo de DNA plasmidico a coluna de purificacdo: aplicou-se o

sobrenadante obtido numa coluna QIlAprep e centrifugou-se durante 60 segundos a
15000 g. O fluido resultante da centrifugacao foi descartado e lavou-se a coluna com a
adicdo de 500 pL de tampdo PB, tendo a coluna sido novamente centrifugada nas
condicdes anteriores. O fluido resultante voltou a ser descartado e lavou-se a coluna
com 750 pL de tampdo PE, seguida de nova centrifugacdo. Eliminou-se todo o fluido
originado e a coluna sofreu uma centrifugacdo adicional de mais 60 segundos nas
condigdes anteriores, por forma a remover todos os residuos do tampdo de lavagem,

tendo-se descartado o fluido resultante.

Terceira fase - Eluicdo de DNA plasmidico da coluna de purificacdo: colocou-se a

coluna com o DNA plasmidico adsorvido na sua membrana de silica num novo tubo
eppendorf de 1,5 mL, e o DNA plasmidico foi eluido pela adi¢do, no centro da coluna,
de 50 pL de tampéo EB (10 mM TrisCl,, pH 8,5). Deixou-se repousar a coluna durante
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5 minutos com o tampé&o de eluicdo e, por fim, centrifugou-se durante 60 segundos a
15000 g, tendo 0 DNA plasmidico ficado no tubo eppendorf de 1,5 mL.

121



ANExXos

Anexo 5

Elementos genéticos constituintes do vetor pLATE 31 e suas funcoes

Quadro Al. Elementos genéticos constituintes do vetor pLATE 31 e suas fun¢oes.

Constituinte

Funcéo

bla (Ap")

TrrnBTl-Tz

LacO

Rop
rep (PMB1)

Gene da B-lactamase que confere resisténcia a ampicilina. Util na selegéo e
manutenc&o das coldnias transformadas em cultura.

Terminador da transcricdo que previne a expressdo basal do gene a partir dos
promotores dos elementos do vetor.

Operado lac que controla a expressao do gene.

Promotor da RNA polimerase T7 que dirige a transcri¢do do gene clonado.
Local de ligacdo do ribossoma para uma traducéo efetiva do gene clonado.
Cauda C-terminal de histidinas

Promotor Py que reduz a expressao basal pelo promotor T7.

Terminador da transcrigao pelo promotor T+.

Repressor que faz o controlo da expressao basal pelo promotor T+.

Proteina que regula o nimero de cépias do plasmideo.

Origem de replicagdo do plasmideo pMB1
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Anexo 6

Protocolo — Eletroforese de proteinas SDS-PAGE recorrendo ao Mini-PROTEAN®
Electrophoresis Cell da Biorad® e ao aparelho EC4000P da Apparatus Corporation®

Para a realizagdo de uma eletroforese de proteinas SDS-PAGE, foi necessario
proceder a preparacdo de um gel de resolucdo e de um gel de concentracao.

Neste trabalho, o gel de resolucdo foi preparado de modo a se obter um gel com
15 % acrilamida, 0,375 M Tris e pH 8,8 e 15 %, conforme ilustrado no quadro A2. O
gel de concentragéo foi preparado conforme recomendacdo do fabricante para obtengéo
de um gel com 4 % acrilamida, 0,125 M Tris e pH 6,8, conforme ilustrado no quadro

A3.

Quadro A2. Composicao da mistura do gel de resolucdo.

Componente Volume utilizado por gel
Agua desionizada 2,350 mL
1,5M Tris-HCI pH 8,8 2,5mL
10 % SDS 0,100 mL
30 % Acrilamida/Bis 5mL
10 % Persulfato de ammonia 0,05 mL
TEMED 0,005 mL

Quadro A3. Composigdo da mistura do gel de concentracao.

Componente Volume utilizado por gel
Agua desionizada 3,05 mL
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 mL
10 % SDS 0,05 mL
30 % Acrilamida/Bis 0,665 mL
10 % Persulfato de amdnia 0,05 mL
TEMED 0,01 mL

Para a realizacdo desta técnica foi necessario preparar um tampao de eletroforese
(0,25 M Tris, 1,92 M glicina, 1 % SDS), uma solugdo corante (2 g reagente azul
coomassie, 100 mL acido acético, 475 mL etanol, 425 mL de &gua) e uma solucdo

descorante (80 mL metanol, 20 mL acido acético, 100 mL agua).
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Protocolo de eletroforese de proteinas por SDS-PAGE:

1.
2.

Preparou-se o sistema para fazer o gel;

Preparou-se o gel de resolucéo (15 % de acrilamida), pipetando imediatamente a
solucdo entre as placas de vidro e silica até uma altura de aproximadamente
6 cm. Colocou-se uma camada de 1 mL de &gua desionizada de forma a obter
uma superficie plana. Deixou-se polimerizar;

Apdbs polimeracdo, removeu-se a agua adicionada com papel absorvente;
Preparou-se o gel de concentracdo (4 % de acrilamida), pipetando
imediatamente a solugdo entre as placas de vidro no volume restante,
colocando-se de seguida o pente. Deixou-se polimerizar;

Montou-se o sistema de eletroforese e preencheu-se os tanques com tampao de
eletroforese (1x);

Preparou-se as amostras para aplicagao no gel, juntando 20 pL de cada uma com
5 uL de tampdo. Aqueceu-se as amostras com tampdo durante 5 minutos a 90 °C
e arrefeceu-se de seguida em gelo, tendo-se repetido 0 processo trés vezes;
Aplicou-se 15 pL de amostra em cada poco e procedeu-se a eletroforese
aplicando uma voltagem constante de 200 V, durante 1 hora. Um marcador de
peso molecular foi aplicado (Roti®-Marker standard da Carl Roth);

Retirou-se o gel e colocou-se em 50 mL de uma solucdo corante. Deixou-se
corar durante 3 horas.

Colocou-se o gel numa solucdo descolorante que atuou durante 3-5 horas. Findo

este tempo, as bandas das proteinas eram visiveis.

Quando necessario, realizou-se a dialise das amostras antes da sua eletroforese por
SDS-PAGE. Preparou-se uma solucao de dialise (20 mM This-HCI pH 6,8) e deixou-se

as amostras em contacto com esta solucdo, separadas por uma membrana de dialise

adequada (D-0655 da Sigma®), em incubacéo durante 18 horas & temperatura ambiente.
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Anexo 7

Protocolos — Processamento das amostras biolodgicas para diagndstico de
Pneumocistose

Processamento de amostras de expetoracdo induzida (EI): em primeiro lugar, a amostra,
adicionou-se igual volume de um agente quimico mucolitico, o DTT a 0,1 %, capaz de
solver e solubilizar as particulas e agregados de muco presentes. Fez-se uma agitacao
vigorosa no vortex, durante 15 segundos, até homogeneizacdo da amostra, e incubou-se
a 37 °C durante 30 minutos. Caso a amostra se mostrasse mais mucosa do que o
habitual, a quantidade do agente mucolitico e/ou o tempo de incubacdo foram ajustados,
por forma a remover todo 0 muco presente. Num segundo passo, transferiu-se a solucao
para um tubo falcon de 15 mL e adicionou-se igual volume de tampéo fosfato salino
(PBS do inglés phosphate buffered saline), 150 mM com pH 7,2 (Sigma®),
centrifugando-se a 5000 g, durante 15 minutos. Desprezou-se 0 sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento em 0,5 mL de PBS. Este tamp&o PBS comportou-se como
um estabilizante que, juntamente com a centrifugacdo, auxiliou na concentracdo das
células de P. jirovecii presentes no sedimento Por fim, com o sedimento ressuspendido,
fez-se cinco esfregagos, com aproximadamente 10 pL de amostra cada, em laminas de
microscopia pré-tratadas com poli-L-lisina, o que auxiliou a aderéncia das células a
lamina. Deixou-se secar estes esfregacos a temperatura ambiente e, quando secos,
fixou-se em acetona, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Os que ndo seguiram
para o diagnostico parasitolégico, foram armazenados a -20 °C para posterior estudo ou
diagnostico de confirmacdo. A restante amostra foi dividida em eppendorfs de 1,5 mL e
foi guardada a -80 °C, de modo a conservar intacto todo o material biol6gico.

Processamento de amostras de lavado broncoalveolar (LBA): 0 processamento destas

amostras foi semelhante ao das EIl. No entanto, como estas amostras tém quantidades
reduzidas de muco, o processamento iniciou-se na sua transferéncia direta para tubos
falcon de 15 mL. O volume do tubo foi completado com PBS, e a amostra
homogeneizada foi posta a centrifugar a 5000 g durante 20 minutos. Finda a
centrifugacdo, removeu-se 0 sobrenadante, e ressuspendeu-se o sedimento em 0,5 mL
de PBS. A partir deste ponto, o procedimento foi igual ao indicado para as amostras de
El
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Protocolo de processamento de amostras sanguineas (sangue): As amostras sanguineas

chegaram ao laboratério como amostras de sangue total, colhidas por pungdo venosa em
tubos de plastico desprovidos de anticoagulante. Apds a retracdo do coagulo,
centrifugou-se a 3500 g durante 10 minutos para obtencdo do soro. Separou-se 0 Soro
obtido em aliquotas para eppendorfs estéreis de 1,5 mL, onde foi armazenado e
conservado a -20 °C. Aquando da sua utilizacdo, as amostras foram descongeladas a

4 °C e agitadas no vortex.
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Anexo 8

Protocolo — Detecdo de Pneumocystis jirovecii em espécimes pulmonares por

imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais (IFI/AcM) através do Kit

MonoFluo® P. jirovecii da BioRad®

Numa primeira utilizacdo deste kit, procedeu-se a reconstituicdo da enzima,
adicionando-se 250 pL de é&cido cloridrico (HCI), 0,001 M, a enzima concentrada,
misturando bem a solucdo. A enzima referida é a tripsina, uma enzima pertencente a
familia das protéases sericas.

O protocolo iniciou-se com a digestdo enzimatica da camada mais exposta da
parede celular dos quistos de P. jirovecii, 0 que permitiu a exposi¢do dos antigénios de
superficie reconhecidos pelos anticorpos monoclonais utilizados. Nesta primeira fase, a
enzima foi diluida (1:10) em tampéao de diluicdo especifico, constituido por tampéo Tris
com ativador enzimatico, fornecido pelo fabricante, perfazendo um volume total de
20 pL. Posteriormente, os 20 pL de enzima diluida foram espalhados sobre a totalidade
do esfregaco. Foi feita a incubacdo da lamina em camara hdmida a 37 °C durante
30 minutos, sendo que o tempo foi rigorosamente respeitado por forma a ndo ocorrer
sobredigestdo ou subdigestdo das paredes quisticas. Findo o periodo de incubacdo, a
lamina foi lavada cuidadosamente com agua destilada e posta a secar a temperatura
ambiente.

Depois de seca, procedeu-se a aplicacdo de 20 uL de anticorpo monoclonal. A
lamina foi posta novamente a incubar em camara hdmida a 37 °C, durante 15 minutos,
por forma a se dar a ligacdo dos anticorpos especificos, produzidos e purificados a partir
de rato, aos respetivos antigénios, caso presentes.

Terminada a incubacdo, repetiu-se o processo de lavagem e secagem da lamina,
apos o qual se adicionou 20 pL de conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
ao esfregaco. A lamina foi posta a incubar em cadmara humida durante 15 minutos a
37 °C, lavada com &gua destilada, deixando-se secar a temperatura ambiente. Este
conjugado consiste num anti-anticorpo (IgM) conjugado com isotiocianato de
fluoresceina, o qual vai reagir e ligar-se ao anticorpo que ja se encontra ligado aos
antigénios de superficie do P. jirovecii.

A lamina foi observada em microscopio de fluorescéncia. Para tal, a preparacéo

foi montada recorrendo ao meio de montagem fornecido (glicerina tamponada) e a uma
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lamela, ficando pronta para ser observada ao microscopio 6tico de fluorescéncia no
comprimento de onda de 475 nm. A fluoresceina, quando exposta a luz neste
comprimento de onda, emite fluorescéncia de cor verde caracteristica, 0 que permitiu
visualizar os quistos de P. jirovecii, quando presentes. Estes quistos foram entdo
identificados com base na fluorescéncia e nas suas caracteristicas morfologicas. Uma
preparacdo contendo mais de um quisto foi dada como positiva, enquanto um teste que
apresentasse somente um quisto fluorescente foi considerado inconclusivo, exigindo

repeticdo do mesmo.
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Anexo 9

Protocolo — Extracdo de DNA de P. jirovecii das espécimes pulmonares através do
mini kit OlAamp da QIAGEN ®

Este kit traz um protocolo de extragdo adequado a amostras de fluidos corporais,

que compreende 0s seguintes passos:

Lise celular dos quistos efou trofozoitos de P. jirovecii: adicionou-se 20 uL de

proteinase K a 200 puL de amostra, previamente homogeneizada, num eppendorf de
1,5 mL. Seguiu-se a adicdo de 200 pL de tampdo de lise (AL) a amostra,
homogeneizando-se a mistura no vortex durante 15 segundos. Esta mistura sofreu, de
seguida, uma incubacdo a 56 °C durante 10 minutos, numa placa térmica. Findo o
periodo de incubacgdo, o eppendorf sofreu um short spin. De seguida, adicionou-se 200
uL de etanol (96-100 %) a mistura reacional, homogeneizando-se hovamente no vortex
durante cerca de 15 segundos, recuperando-se todo o material através de um novo shot
spin. A quantidade de etanol adicionada foi ajustada a quantidade de amostra utilizada.

Este passo permitiu solver completamente o material organico contaminante.

Adsorcdo de DNA: a amostra foi aplicada numa das colunas QlAamp previamente

colocada num eppendorf coletor de 2 mL. Fez-se a centrifugacdo da coluna a 6000 g
durante 1 minuto, com a tampa fechada, e descartou-se o primeiro eppendorf coletor e 0
seu contetdo. O DNA de interesse encontrava-se agora adsorvido na coluna QlAamp.

Lavagem das colunas: Colocou-se a coluna num novo eppendorf coletor (2 mL) e

adicionou-se 500 pL de tampdo de lavagem (AW1). Fechou-se a tampa da coluna e
voltou-se a centrifugar nas condicGes expostas no ponto anterior. O eppendorf coletor
utilizado foi descartado e a coluna colocada num novo eppendorf coletor de 2 mL. De
seguida, procedeu-se a adi¢cdo de 200 pL de outro tampéo de lavagem (AW?2) e a coluna
foi centrifugada a velocidade maxima (20000 g) durante 3 minutos. Por forma a garantir
que se eliminavam todos os residuos deste ultimo tampédo de lavagem, a coluna foi
colocada em novo eppendorf coletor de 2 mL e novamente centrifugada a velocidade
maxima por 1 minuto. Descartou-se o eppendorf coletor e colocou-se a coluna num

eppendorf estéril de 1,5 mL.
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Eluicdo de DNA: A coluna adicionou-se 200 puL de tampdo de eluicio (AE), o que

permitiu a eluicdo de DNA da coluna. Incubou-se a coluna a temperatura ambiente
(15-25 °C) durante 5 minutos e depois recuperou-se 0 DNA para um eppendorf esteril

de 1,5 mL, centrifugando a coluna a 8000 g durante 1 minuto.

Os eppendorfs foram devidamente identificados e guardados a uma temperatura
de - 20 °C até posterior uso.
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Anexo 10
Protocolo — Amplificacdo do gene mtLSUrRNA de P. jirovecii por PCR-nested

Esta técnica foi composta por duas fases distintas de amplificacdo, com a
utilizacdo de dois conjuntos de primers, em que a sequéncia alvo da segunda
amplificacdo se encontrava inserida na primeira. Assim, o0 conjunto de primers mais
externo proporcionou a 12 parte da reacdo de amplificacdo enquanto o outro, mais
interno, permitiu a 2% parte, sendo que ambos abrangem a sequéncia de DNA a
amplificar. Os primers utilizados e suas respetivas sequéncias estdo descritos no quadro
A4.

O produto final de amplificacdo consistiu num fragmento de DNA de 263 pares
de bases (pb).

Quadro A4. Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo do gene mtLSUrRNA de P.
jirovecii por PCR-nested e respetivas dimensdes dos fragmentos de amplificacdo que originam.

PCR Primer Sequéncia do Primer Amplicdo
12 parte (primer | pAZ 102-E | (5-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3) 346 pb
exterior) pAZ 102-H (5-GTGTACGTTGCAAAGTACTC-3)
23 parte (primer | pAZ 102-X | (5-GGTATAGCACTGAATATCTC-3) 263 pb
interior)

pAZ 102-Y (5-AATTACTGTTCTGGGCTGTT-3Y)

Por cada amostra, preparou-se uma primeira mistura reacional (12 amplificacéo),
contendo tampéao de reacdo 1x (67 mM Tris-HCI [pH 8,8], 16 mM (NH,4),SO4, 0,01 %
tween-20; Bioline®), 0,8 mM de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Applied Biosystems®), 0,75 unidades (U) de enzima de polimerizacdo Biotag™ DNA
polimerase (Bioline®), 0,2 uM de cada primer externo (pAZ 102-E e pAZ 102-H; MWG
Biotech®), 2,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Bioline®), 0,01 pg/uL de albumina
sérica bovina (BSA) (Sigma®), 2 pL de amostra de DNA gendmico e, por fim, 4gua
destilada esteril até perfazer o volume de 50 pl.

Para a 2% amplificacdo, foi feita nova mistura reacional que foi preparada nas
mesmas condig¢des que a primeira, com excec¢ao dos primers utilizados, sendo que nesta
22 fase foram utlizados 0,2 uM de primers internos (pAZ 102-X e pAZ 102-Y; MWG
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Biotech®). A mistura foram adicionados 2 uL de DNA amplificado na primeira reacéo
de PCR.

Para monitorizar a qualidade dos resultados, em cada reacdo de amplificacdo
utilizou-se um controlo positivo, constituido por uma suspensao de DNA de P. jirovecii,
e um controlo negativo, que consistia em agua desionizada estéril. Estes controlos
substituiram, nas respetivas misturas reacionais, os 2 uL. de DNA gendémico das
amostras.

Todo o protocolo decorreu numa camara de fluxo laminar tendo os tubos de
PCR sido transferidos para um termociclador (Biometra® T1 Thermoclycler). As
condigdes térmicas de amplificacdo, idénticas na 12 e na 22 parte da PCR-nested, estdo

descritas no quadro A5.

Quadro A5. Condigdes térmicas aplicadas na PCR-nested para amplificacdo especifica do gene
mtLSUrRNA de P. jirovecii.

Condicoes de amplificacio N° de ciclos

Desnaturagdo inicial 95 °C - 3 minutos 1

Desnaturagdo 95 °C - 1,5 minutos
Ligacéo 55 °C - 1,5 minutos 40

Extensdo 72 °C - 2 minutos

Extensao final 72 °C = 10 minutos 1

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2 %, para
posterior avaliagdo dos produtos de amplificacdo. Aplicaram-se as amostras nos
respetivos pocos e a separacao eletroforética foi efetuada a 60 V, durante 1 hora. As
bandas com tamanho correspondente ao fragmento esperado (263 pb) foram

consideradas positivas para a presenca de DNA gendmico de P. jirovecii.

132






