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Resumo

No Nordeste brasileiro, a Leishmaniose Visceral (LV), provocada pela infeccdo com a
Leishmania chagasi, € um sério problema de salde publica cujo controle depende de um
diagnostico precoce dos reservatérios caninos e individuos afetados. Antigenos
recombinantes sdo a melhor solucdo para o uso no diagnostico sorolégico e, em
trabalhos prévios, novos antigenos de L. chagasi foram identificados com este proposito.
Quando analisados por reacdes imunoenzimaticas oS mesmos apresentaram uma
sensibilidade variavel e uma alta especificidade no diagnéstico da LV, e em misturas
com dois ou mais antigenos houve um aumento da sensibilidade sem prejuizo da
especificidade. A producdo de um sistema de diagnostico com mais de um antigeno,
entretanto, aumenta os custos de fabricacdo e padronizacédo. Neste trabalho, partimos
de genes sintéticos (dofl, dof2 e dof3) desenhados com as melhores caracteristicas
(dominios repetitivos, regides polares, epitopos para MHC) de antigenos selecionados e
clonados em vetores plasmidiais. A partir de varias etapas de subclonagem estes genes
foram utilizados na construgcdo de genes quiméricos, codificando para as regides
repetitivas dos antigenos em diferentes combinacgdes (3-2-1, 3-1-2 e 1-3-2). Os genes
guiméricos, clonados em vetores plasmidiais de expressdo, foram usados para a
producédo das respectivas proteinas em Escherichia coli, fusionadas a um motivo de poli-
histidinas na sua extremidade N-terminal. Apés purificacdo, via cromatografia de
afinidade, estas proteinas foram avaliadas por ensaios de ELISA-indireto com soros
humanos, onde se obteve alta sensibilidade e especificidade para as trés proteinas,
mesmo em diluigcdes elevadas de soro. Estes resultados confirmam o potencial de uso

das proteinas quiméricas como alternativa no diagnéstico da LV.

Palavras-Chaves: diagndstico, leishmaniose visceral, proteina quimérica, antigeno

recombinante



Abstract

In Northeastern Brazil, Visceral Leishmaniasis (VL), caused by infection with Leishmania
chagasi, is a serious public health problem whose control depends on early diagnosis of
canine reservoirs and affected individuals. Recombinant antigens are the best solution
for use in serological diagnosis and, in previous studies, new L. chagasi antigens have
been identified for this purpose. When analyzed by immunoenzymatic reactions these
antigens displayed a variable sensitivity and a high specificity for VL diagnosis and in
mixtures of two or more antigens there was an increase in sensitivity without loss of
specificity. The production of a diagnostic system with more than one antigen, however,
increases the manufacturing cost and standardization. In this work, we started with
synthetic genes (dofl, dof2 e dof3) designed with the best features (repetitive areas,
polar regions, epitopes to MHC) from selected antigens and cloned into plasmid vectors.
Through multiple subcloning steps these genes were used for the construction of
chimeric genes, encoding the antigens repetitive regions in different combinations (3-2-1,
3-1-2 and 1-3-2). The chimeric genes, cloned into plasmid expression vectors, were used
for the production of the respective proteins in Escherichia coli, fused to an N-terminal
poly-histidine motif. After purification, through affinity chromatography, these proteins
were assessed by indirect ELISA assays with human sera and displayed high sensitivity
and specificity for all three proteins, even at high serum dilutions. These results confirm

the potential use of the chimeric proteins as alternative for the diagnosis of VL.

Keywords: diagnosis, visceral leishmaniasis, chimeric protein, recombinant antigen
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1. Introducéo

As leishmanioses constituem um grupo diversificado de sindromes clinicas,
negligenciadas, causadas por protozoarios pertencentes ao género Leishmania e
transmitidas por insetos vetores dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que 350 milhdes de pessoas vivam em
areas de risco distribuidas por 98 paises. Somente a leishmaniose visceral (LV) promove
uma incidéncia anual de 500.000 novos casos sendo no Brasil uma importante causa de
morbidade e mortalidade em &areas endémicas, principalmente no Nordeste e no Norte

brasileiro.

As principais medidas de controle das leishmanioses baseiam-se no diagnostico
precoce, sacrificio de animais infectados, controle epidemiolégico do transmissor e
guimioterapia dos individuos doentes. Caracteristicas clinicas da LV, porém, podem ser
facilmente confundidas com varias outras doencas comuns. Por isso, um diagndstico
diferencial precoce e preciso € essencial para o combate eficiente das leishmanioses,
principalmente da LV. Por essas razfes alguns grupos de pesquisa vém tentando
desenvolver antigenos recombinantes que possam ser utilizados na obtencéo de testes
soroldgicos mais sensiveis e especificos, como também vacinas, compostas por
proteinas recombinantes, capazes de gerar resposta imune protetora e bloqueio da

transmissao para o vetor.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, foram identificados novos antigenos
recombinantes de Leishmania chagasi com potencial para uso no aperfeicoamento do
diagnostico soroldgico da LV. Esse estudo foi realizado com a colaboracdo do
Laboratorio de Patologia e Biointervencdo do Centro de Pesquisa Gongalo Muniz

(CPgGM). Esses antigenos foram analisados por reacdes imunoenziméaticas



apresentando uma sensibilidade variavel, mas uma alta especificidade quando
analisados individualmente. Misturas com duas ou mais proteinas recombinantes
também foram avaliadas por ELISA e os resultados foram promissores, pois levaram a
um aumento da sensibilidade, sem prejudicar a especificidade, quando testados com
soros de cées. A producdo de um kit de diagnostico com duas, trés ou mais proteinas
recombinantes, entretanto, aumentaria os custos de fabricacdo e dificultaria sua
padronizacdo. Por estas razdes, a proposta deste trabalho foi a de produzir proteinas
guiméricas que reunem as melhores propriedades dos antigenos individuais ja
avaliados, a fim de contribuir no desenvolvimento de um kit de diagnéstico para LV
humana e canina de baixo custo, porém com alta sensibilidade e especificidade. Nesse
sentido, foram selecionados trés antigenos que reuniam as melhores caracteristicas
(dominios repetitivos, regides polares, epitopos para MHC | e Il) para compor a matriz
das proteinas quiméricas. Os respectivos genes foram sintetizados quimicamente e,
através do uso de enzimas de restricdes, construimos 0s genes quiméricos que sao
compostos por misturas dos dominios repetitivos dos trés genes selecionados. Apos
subclonagem em vetores plasmidiais e expressdo em bactérias, as respectivas proteinas
recombinantes foram purificadas e avaliadas, através da técnica de ELISA, em ensaios

buscando avaliar o seu potencial antigénico para uso no diagnéstico soroldgico da LV.



2. Revisao da Literatura

2.1 Historico das Espécies de Leishmania

A origem das diferentes espécies de Leishmania ainda € um tema controverso,
pois existem varias teorias onde alguns pesquisadores consideram que esses parasitas
se originaram do Paleoartico (Kerr, 2000, 2006), outros do Neoartico (Noyes, 1998;
Noyes et al., 2000), do Neotrépico (Lukes et al., 2007) e outros sugerem uma origem
africana (Momen e Cupolillo, 2000). Apesar de todas essas controvérsias, tornou-se
consenso que a origem e a disseminacdo desses protozoarios seguiu a migragcdo tanto
dos hospedeiros invertebrados quanto dos vertebrados (Perrotey et al., 2005). A
hip6tese mais aceita é baseada na teoria monofilética desenvolvida por Thomas-Soccol
(1993), que sugere que o0s subgéneros Viannia e Leishmania tiveram uma origem
comum, provavelmente durante o periodo Mesozobico, onde houve a separacdo da
Pangéia e formacdo dos continentes (final do periodo Cretaceo). No inicio da Era
Cenozodica, algumas espécies vieram para o Continente Americano, através do Estreito
de Bering, acompanhando a migracdo dos hospedeiros roedores (Kerr, 2000; Tuon et
al., 2008). Atualmente, porém, a teoria que as espécies de Leishmania originaram-se na
regido Neotropical e migraram para o Neoartico e posteriormente para o Paleoartico esta
tomando grande forga, pois existem varios estudos moleculares e achados sobre os

vetores que suportam essa idéia (Yurchenko et al., 2006; Lukes et al., 2007).

As leishmanioses séo doencgas antigas que estdo associadas ao homem desde

os primordios da civilizagdo. Ha relatos e descricdes encontrados na literatura desde o



século | d.C., nas formas de figuras, estatuas, ceramicas, papiros, que estdo sendo
discutidos no contexto de analises mais recentes de restos humanos mumificados e de
descobertas arqueoldgicas (Altamirano-enciso, 2003; Basano e Camargo, 2004). Nas
Ameéricas, ceramicas pré-colombianas datadas de 400 a 900 anos d.C. apresentavam
mutilacbes de labios e narizes, lesdes na pele e deformidades faciais humanas, sinais
caracteristicos da leishmaniose mucocutanea (LMC) (Figura 1). Posteriormente, através
de estudos de paleomedicina, foram descobertas mumias com lesGes de pele e
mucosas caracteristicas da leishmaniose, além de textos do periodo Inca, dos séculos
XV e XVI, mencionando o risco que corriam os trabalhadores nos Andes de
desenvolverem lesbBes bastante debilitantes (Altamirano-enciso, 2003; Basano e

Camargo, 2004).

Figura 1: Comparacdo entre as ceramicas pré—Colombianas e imagens de pacientes com lesGes causadas por
leishmaniose. A figura mostra a presenca de leishmaniose em popula¢des anteriores a colonizacdo europeia. Fontes: Fundacéo
Osvaldo Cruz (2012); Tuon et al., 2008

A primeira descoberta dos agentes etiologicos das leishmanioses, s6 ocorreu no
final do século XIX, quando Cunningham (1885), na india, descreveu formas
amastigotas em casos de calazar (leishmaniose visceral). Em 1903, James Wright,
William Leishman e Charles Donovan descobriram, independentemente, o agente
etiologico da leishmaniose, que possuia semelhancas com a forma intracelular

(amastigota) do Trypanosoma. Ross em 1903 estabeleceu um novo género, o género



Leishmania, enquanto que em 1908, na Tunisia, Nicole identificou em cdo uma nova

espécie que passou a ser chamada de Leishmania infantum (Basano e Camargo, 2004).

No Brasil, a primeira mencao da leishmaniose foi encontrada no documento da
Pastoral Religiosa Politico-Geografica de 1827, onde um Frei percorrendo as regides do
vale amazbnico observou a existéncia de individuos com Ulceras nos bragos e pernas,
relacionadas as picadas de insetos, tendo como consequéncia lesdes destrutivas de
boca e nariz (Camargo e Barcinski, 2003). Em 1909, Lindenberg isolou formas do
parasito idénticas a Leishmania tropica em lesbes cuténeas de trabalhadores residentes
préximos da mata no interior de S&o Paulo. Nesse mesmo ano, Gaspar Vianna batizou
essa forma isolada de Leishmania braziliensis por considerar esse parasita diferente da
L. tropica. (Pessba e Martins, 1982; Paraguassu-chaves, 2001; Basano e Camargo,

2004).

2.2 Classificacdo Taxondmica dos Agentes Etiolégicos das Leishmanioses

Os protozoéarios do género Leishmania sdo eucariotos pertencentes ao reino
Protista, filo Euglenozoa, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatedae, e s&o
subdivididos em dois subgéneros: Leishmania e Viannia (Sharma e Singh, 2008; Tuon et
al., 2008). Estes dois subgéneros foram criados em 1987, por Lainson e Shaw (Schmidt
et al., 2009; Neves, 2011), com base em diferencas no desenvolvimento do parasito no
intestino do inseto vetor. O subgénero Leishmania € composto pelas espécies dos
complexos donovani (L. donovani, L. infantum e L. chagasi) e mexicana (L. mexicana, L.

amazonensis e L. venezuelensis) e as espécies L. tropica, L. major e L. aethiopica, que



se desenvolvem no intestino médio do vetor, enquanto o subgénero Viannia é
representado pelas espécies patogénicas, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis
e L. peruviana, que se localizam na parte posterior do intestino do flebotomineo (Schmidt
et al., 2009). Atualmente, existem cerca de 30 espécies conhecidas de Leishmania
(Figura 2), das quais 10 estdo presentes no Velho Mundo e as outras 20 no Novo
Mundo, sendo pelo menos 21 delas capazes de causar leishmaniose cutanea e/ou

visceral (Ready, 2010; Schénian et al., 2011).

Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae

Género Leishmania
Subgénero Leishmania Tiannia
[
Complexo L. donovani L. tropica L. mexicana L. braziliensis L. laisoni L. guyanensis

L. braziliensis [ Jaisoni L. guyanensis

Especie L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana :
L. peruviana L. colombiensis L. panamensis

L. infantum L. killicki * L. amazonensis I i
3 L. equatorensis L nayjt
. " enezielensis S
L. chagasi L. venezuelensis q
L. Archibaldi * L. garnhami *

S .
L pifanoi * M35 Patologica

para Humanos
(Velho Mundo)
L. gerbilli

L. arabica

(Novo Mundo)
L. enrietti
L. aristidese

L. deanei

L. hertigi

Figura 2: Esquema llustrativo da Taxondmia de espécies de Leishmanias. As espécies com asterisco (*) estdo sendo
questionadas pela comunidade cientifica. Fontes: adaptado de Bafiuls et al., 2007

Existe uma grande dificuldade na classificacdo das espécies do género
Leishmania, devido a sua grande semelhanca morfologica (Schmidt et al., 2009). Além
disso, essa classificagdo inicialmente se baseou em critérios ecobioldgicos (vetores,
distribuicdo geografica, tropismo, propriedades antigénicas e manifestacdes clinicas),

gue muitas vezes se mostraram inadequados (Bafiuls et al., 2007). Mais recentemente,
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ferramentas de caracterizacdo genética/molecular e bioquimicas passaram a serem
utilizadas, e diversas classificacbes, bem como a origem filogenética de cada espécie,
foram propostas (Lukes et al., 2007; Kuhls et al., 2011; Leblois et al., 2011; Schonian et
al., 2011), porém ainda ndo se chegou a um consenso. Uma destas discordancias é a
classificagao da L. chagasi e da L. infantum, que atualmente s&o considerados parasitos
idénticos, da mesma espécie, sendo a L. chagasi originada de linhagens da L. infantum,
trazidas para o Novo Mundo durante a colonizacao. Outra duvida é se L. archibaldi pode
ou nao ser considerada um taxon valido, pois os marcadores genéticos que a distingue
da L. donovani ndo sdo confiaveis e outros marcadores ndo geram um unico clado para
as suas cepas (Lukes et al., 2007; Kuhls et al., 2011; Leblois et al., 2011; Schonian et
al., 2011). Para fins desse trabalho consideramos L. chagasi e L. infantum como mesma

espécie e passaremos a utilizar L. chagasi para denominar o organismo em estudo.

2.3 Morfologia, Inseto Vetor e Ciclo Biolégico das Espécies de Leishmania

Os organismos do género Leishmania possuem um complexo ciclo de vida,
vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores. Para tal
assumem diversas formas ao longo do seu desenvolvimento, como as formas principais
promastigota e amastigota. Essas formas evolutivas representam adaptacdes as
diferentes condicbes ambientais encontradas pelos parasitas dentro dos seus dois
hospedeiros, o mamifero (no qual € patogénico) e o inseto vetor, pois durante a
transicdo entre esses hospedeiros 0s protozoarios sdo expostos as varias mudancgas
como: variagcdes na disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, disponibilidade de

oxigénio (Besteiro et al., 2007). Acredita-se que essa rapida adaptacdo as mudancas
7



ambientais, ocorre pela capacidade destes organismos de modularem a sua expressao

génica, via diferentes mecanismos (Sharma e Singh, 2008).

2.3.1 Forma Evolutiva Amastigota

A forma evolutiva amastigota (Figura 3A) esta presente no hospedeiro
vertebrado, apresentando-se de esferdide para ovoide (medindo de 1 a 3 um de
comprimento por 3 a 6 um de diametro). Sdo formas intracelulares obrigatérias, que néo
possuem motilidade, pois possuem um curto flagelo situado dentro na bolsa flagelar, a
gual funciona principalmente como um local de endocitose e exocitose. Desenvolvem-se
em células do sistema fagocitico mononuclear, e consequentemente, sdo células

aciddfilas, adaptadas ao baixo pH (Schmidt et al., 2009; Neves, 2011).

2.3.2. Forma Evolutiva Promastigota

A forma evolutiva promastigota é encontrada no intestino do vetor (hospedeiro
invertebrado), apresentando-se alongada com uma grande variacdo no seu tamanho
(medindo de 10 a 40 um de comprimento por 1,5 a 3 pum de diametro). Sao formas
extracelulares, flageladas, que podem se apresentar como promastigota prociclica
(Figura 3B) que é considerada uma célula ovéide, moével e que possui atividade
replicativa, ou como promastigota metaciclica (Figura 3C) (Besteiro et al., 2007; Neves,

2011).



A) (B) (©)

Figura 3: Formas da Leishmania observadas ao microscopio eletrénico. (A) formas amastigotas isolado de um macréfago
infectado de rato. (B) e (C) forma promastigota prociclica e promastigota metaciclica, respectivamente, crescidas em cultura. Fonte:

Besteiro et al.,2007

2.3.3. Inseto Vetor

O vetor das vérias formas de leishmanioses pertence ao filo Arthropoda, classe
Insecta, ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Dois géneros
sdo conhecidos como vetores, os Phlebotomus (distribuido no Velho Mundo) e
Lutzomyia (distribuido no Novo Mundo) (Figura 4) (Sharma e Singh, 2008).Esses
“flebotomineos” medem aproximadamente 2 a 3 mm de comprimento, suas cores variam
de cinza-prata até quase preto, seu corpo e suas asas sao cobertas por pelos e quando
estdo em repouso suas asas ficam em forma caracteristica de “V”. Além disso, nao
conseguem voar longas distancias, geralmente voam muito baixo e sdo mais ativos no

alvorecer e no crepusculo (Kato et al., 2010).

A) ®B)

Phleboromus argentipes Lurzomyia longipalpis

Figura 4: Imagens dos géneros transmissores das leishmanioses. (A) Subfamilia responséavel por transmitir a leishmaniose no 9
Velho Mundo. (B) Subfamilia responséaveis pela transmissé@o da doeng¢a no Novo Mundo. Fonte: Sharma e Singh, 2008.



Do ponto de vista taxonbmico, até o momento aproximadamente de 800
espécies de “flebotomineos” foram registradas e divididas em cinco géneros. Esses

géneros sdo Phlebotomus e Sergentomyia no Velho Mundo e Lutzomyia,

Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo. Comprovadamente apenas 0S géneros
Phlebotomus e Lutzomyia sdo responsaveis pela transmissdo das diversas formas de
leishmanioses e dentre todas as espécies identificadas, menos de 10% séo apontadas
como insetos vetores da leishmaniose e apenas cerca de 30 espécies tem demonstrado

possuir capacidade vetorial (Sharma e Singh, 2008; Kato et al., 2010).

No Brasil, as principais espécies de vetores capazes de transmitir as
leishmanioses sao: Lutzomyia longipalpis (que possui a denominacdo popular de
‘mosquito palha”) e L. whitmani. Ambos os insetos sdo pequenos (medindo de 1 a 3 mm
de comprimento) e possuem o corpo revestido por pélos de coloracéo clara (castanho
claro ou cor de palha), grandes asas pilosas dirigidas para tras e para cima, cabeca
flexionada para baixo, aspecto giboso do corpo e longos palpos maxilares. Seu habitat €
o domicilio e o peridomicilio humano, onde se alimentam de sangue do cao, do homem,
de outros mamiferos e aves (Brandao-Filho et al., 1994; Azevedo et al., 1996; Mutebi et

al., 1999; Uribe, 1999).

2.3.4. Ciclo Biol6gico do Género Leishmania

O ciclo biolégico das espécies de Leishmania € heteréxeno (ou digenético), ou
seja, esses parasitas se desenvolvem alternadamente entre o hospedeiro vertebrado

(mamifero) e o hospedeiro invertebrado (inseto vetor) (Chow et al., 2011).
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2.3.4.1. Ciclo Biologico no Hospedeiro Vertebrado

O ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado tem inicio durante o repasto
sanguineo, quando fémeas infectadas do inseto vetor inoculam as formas promastigotas
metaciclicas (Figura 5).Estas, ainda no local da inoculacao, utilizam-se de mecanismos
gue lhes permitem resistir & acdo de elementos presentes no sangue, principalmente o
sistema complemento, e estimulam a sua adesdo e endocitose pelos macrofagos.
Moléculas de superficie dos promastigotas, como a GP63 (glicoproteina de 63 kDa) e
LPG (complexo glicofosfoglicano), sdo importantes nesses processos (Shaw, 1994;
Stuart et al., 2008; Schmidt et al., 2009; Kato et al., 2010). Com sua interiorizacdo, o
macrofago promove a fusdo dos lisossomos com o fagossomo e o parasito. Para se
adaptar as novas condicbes do ambiente, o protozoario sofre a transformacéo para a
forma amastigota, intracelular obrigatéria, capaz de se desenvolver e se multiplicar no
meio acido encontrado no vacuolo gerado (Besteiro et al., 2007). As formas amastigotas
se multiplicam intensamente por divisdo binaria até que provocam o rompimento do
macrofago, caindo no espaco intercelular e vindo a serem fagocitadas por novos
macrofagos e células do SFM (Figura 5 circulo menor azul) (Sistema Fagocitico

Mononuclear) (Chappuis et al., 2007; Stanley e Engwerda, 2007).
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2.3.4.2. Ciclo Biologico no Hospedeiro Invertebrado

Para a continuidade do ciclo das Leishmanias, durante um novo repasto
sanguineo sobre o hospedeiro infectado, um inseto vetor ndo infectado ingere as formas
amastigotas (Figura 5). Dentro do tubo digestivo do inseto, no intestino meédio, as
amastigotas, protegidas pela matriz peritrofica, irdo permanecer por trés dias. Em
seguida, a matriz peritréfica se degenera e as promastigotas prociclicas migram para o
segmento anterior do tubo digestivo onde sofrem mais divisbes e diferenciacao,
tornando-se promastigotas metaciclicas infectivas. Os parasitos entdo migram para a
regido do esofago, faringe e valvula estomodeal. O tempo aproximado para completar o
desenvolvimento no inseto é de seis a nove dias (dependendo da espécie). Em seguida
as formas infectivas podem ser inoculadas em novo hospedeiro vertebrado em outro
evento de repasto, reiniciando o ciclo (Stuart et al., 2008; Kato et al., 2010; Neves,

2011).

Figura 5: Ciclo biol6gico das espécies de Leishmania causando as leishmanioses. Fonte: Santos et al., 2008
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2.4. Aspectos Epidemiolégicos e Clinicos das Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que podem ser agrupadas
em duas categorias gerais de acordo com a fonte de infeccédo que sdo: as leishmanioses
zoonoticas (onde os hospedeiros animais estao incluidos no ciclo de transmisséo) e as
leishmanioses antropondticas (onde o homem € a unica fonte de infeccdo para o vetor)
(Ready, 2010). Do ponto de vista clinico, as formas das leishmanioses podem ser
classificadas como: leishmaniose cutanea (LC) ou tegumentar (LT) onde a forma nas
Ameéricas é denominada de leishmaniose tegumentar americana (LTA); leishmaniose
visceral (LV) ou calazar; e leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPK) (Pavli e Maltezou,

2010; Kato et al., 2010).

2.4.1. Distribuicdo Geogréfica

As leishmanioses apresentam um comportamento endémico em paises tropicais
e subtropicais com vasta distribuicAo mundial. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) as leishmanioses estdo distribuidas em 98 paises, dos quais 77 sao do
Velho Mundo e 21 do Novo Mundo. Mais especificamente, a LV ocorre em 76 paises
(sendo 65 do Velho Mundo e 11 do Novo Mundo) (Figura 6), onde cerca de 90%
ocorrem nas areas rurais mais pobres e suburbanas de Bangladesh, Brasil, india, Nepal

e Sudao (WHO, 2010; Palatnik-de-Sousa e Day, 2011; Wang et al., 2012).
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Figura 6: Distribuicdo geogréfica da leishmaniose cutanea e visceral. (A) As areas em verde escuro representa a distribuicao
da leishmaniose cutéanea no Velho e Novo Mundo. (B) As areas em vermelho representa a distribuicdo da leishmaniose visceral

pelo mundo. Fonte: adaptado de Chappuis et al., 2007; Reithinger et al., 2007; Santos et al., 2008

2.4.2. Incidéncia e Prevaléncia

A prevaléncia global das leishmanioses € de 12 milhGes de pessoas com mais
de 350 milhdes de pessoas vivendo em situagéo de risco. A incidéncia anual é estimada
de 1,0 a 1,5 milhdes de novos casos para CL e de 500.000 novos casos para a LV. O
namero de mortos associado a LV chega a 50 000 mortos por ano, sendo que entre as

doencas parasitarias s6 a malaria supera essa taxa (WHO, 2010; Wang et al., 2012).

No Brasil, segundo a Fundacéo Nacional de Saude, foram confirmados casos de
LTA em todos os estados do pais, tendo a regido Norte 0 maior nUmero de casos (cerca
de 36,0% do total de casos registrados no periodo de 1980-2003) e com os coeficientes
médios mais elevados (85,4 casos por 100.000 habitantes), seguida das regides
Nordeste (43,5 casos por 100.000 habitantes) e Centro-oeste (37,5 casos por 100.000
habitantes). J& a LV esta distribuida em 21 unidades da federagéo (Figura 7), atingindo
as cinco regides brasileiras, tendo a regido Nordeste a que apresenta 0 maio numero de

casos (com 48% do total de casos registrados no periodo de 1980-2003) (Brasil, 2009).
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Estratificacao

D Sem transmissao (4.300)

D Transmissao esporadica (1.007)
. Transmissao moderada (127)
. Transmissdo intensa (131)

Figura 7: Estratificagdo dos casos de leishmaniose visceral no Brasil, segundo a média de casos. Brasil, 2005 a 2007. Fonte:
(Brasil, 2009)

Em Pernambuco, o nimero de casos tem aumentado ao longo dos anos
apresentando altos indices de prevaléncia da doenca e com registros de casos
ocorrendo em todas as regides geograficas. De acordo com os dados da SES-PE
(Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco), foram notificados 1.737 casos de LV
em Pernambuco, entre 1990 e 2001. Os municipios com maior nimero de casos
notificados, ao longo do periodo estudado, encontram-se listados na Tabela 1(Dantas-

torres e Brandao-Filho, 2006).

Tabela 1. Municipios que mais notificaram casos de leishmaniose visceral em Pernambuco, Brasil, 1990-2001.

15



Casos notificados

Municipio n® %
Caruaru 165 17,2
Ilha de ltamaracd 102 10,6
Salgueiro 74 7.7
Altinho 65 6,8
Surubim 63 6.5
Sio Caitano 51 53
Goiana i 4.6
Sio Vicente Ferrer 42 4.4
Petrolina 42 44
Riacho das Almas 38 40
Serra Talhada 35 3.6
Sio Bento do Una 31 3.2
Paulista 30 3.1
Vertentes 28 29
Taquaritinga do Norte 27 28
Frei Miguelinho 27 28
Agrestina 25 2.6
Cachoeirinha 25 2,6
Gléria do Goitd 25 2,6
Aguas Belas 23 24
Total 962 1000

Fonte: Dantas-torres e Brandao-Filho, 2006

As leishmanioses tém sido consideradas doencas predominantemente infantis,
com 80% dos casos registrados, ocorrendo em criangas com menos de 10 anos (Melo,
2004; Costa, 2005; Dantas-torres e Brandao-Filho, 2006). A razdo da maior
suscetibilidade em criancas € explicada pelo estado de relativa imaturidade imunoldégica
celular, agravado pela desnutricdo, tdo comum nas areas endémicas, além de uma
maior exposi¢do ao vetor no peridomicilio (Brasil, 2009). Contundo, ultimamente tem-se
verificado uma tendéncia para a diminuicAo do nimero de casos em criancas € 0
aumento da infeccdo em adultos, principalmente associado a casos de HIV (Campino e

Maia, 2010).
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2.4.3. Manifestacdes Clinicas

Geralmente, as manifestacdes clinicas das leishmanioses sédo de evolugéo
cronica, apresentando um grande polimorfismo clinico, determinado pelas caracteristicas
do hospedeiro, da espécie de Leishmania envolvida e da resposta imune do individuo
infectado, portanto fatores genéticos e nutricionais sdo entdo variaveis importantes para
a definicdo do desfecho clinico da infecdo: o desenvolvimento da doenca ou a auséncia

das manifestacdes clinicas (Almeida e Santos, 2011; Pelissari et al., 2011).

2.4.3.1. Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca infecciosa, néo
contagiosa, que pode ser assintomatica ou apresentar um espectro que varia desde
lesdes cutdneas localizadas (leishmaniose cutanea) ou disseminadas (leishmaniose
cutaneo-difuso), até graves lesdes mucocutaneas (leishmaniose mucocutanea). E uma
doenca de carater antropozondtico e representa um sério problema de saude publica

(Brasil, 2009; Carolina et al., 2010; Nascimento e Alves, 2011).

A interacao reservatorio-parasito na LTA é considerada um sistema complexo,
na medida em que € multifatorial, imprevisivel e dindmica, formando uma unidade
biolégica que pode estar em constante mudancga, em fungdo das alteragcbes do meio
ambiente. Essas infec¢cdes foram descritas em varias espécies de animais silvestres

(algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres),

sinantropicos (aquelas que vivem proximas as habitacdes humanas) e domésticos
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(canideos, felideos e equideos). Com relacdo aos equideos, seu papel na manutencéo

do parasito no meio ambiente ainda nao foi definitivamente esclarecido (Brasil, 2009).

2.4.3.1.1. Leishmaniose Cutanea

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum das leishmanioses e sua
manifestacdo clinica esta associada a infeccdo por varias espécies de Leishmania,
dentre elas, Leishmania major, L. aethiopica e L. tropica encontradas no Velho Mundo e
0os complexos mexicana (L. mexicana, L. venezuelensis, L. amazonensis, L. pifanoi, L.
garnhami), braziliensis (L. braziliensis e L. peruviana) e guyanensis (L. guyanensis e L.
panamensis) no Novo Mundo (Pavli e Maltezou, 2010). Sua principal manifestagcéo
clinica € o aparecimento exclusivo de lesbes cutaneas (variando de 1 a 10) (Figura 8),
ulcerosas ou nédo, porém limitadas, com presenca de grande numero de parasitos
(Chappuis et al.,, 2007; Goto e Lindoso, 2010) e geralmente com cura espontanea
(embora lentamente em individuos imunocompetente), pois o proprio hospedeiro
desenvolve uma resposta imune adquirida através das respostas celular e humoral

(Ready, 2010).

Figura 8: Sinal clinico da leishmaniose cutanea. Imagens de pacientes com lesdes caracteristicas de leishmaniose cutanea.
Fontes: Chappuis et al., 2007; Goto e Lindoso, 2010
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2.4.3.1.2. Leishmaniose Cutaneo-Difuso

A forma cutaneo-difuso das Leishmanioses estd associada a infecgdo pela L.
aethiopica (no Velho Mundo) e pela L. amazonensis, L. mexicana, e L. pifanoi (Novo
Mundo), sendo as trés espécies, do Novo Mundo, pertencentes ao complexo mexicana
(Bari, 2012). Sua principal manifestacéo clinica € o aparecimento de lesdes multiplas
nao ulcerativas (Figura 9), disseminadas pelo tegumento do paciente, assemelhando-se

a hanseniase lepromatosa (Claborn, 2010; Goto e Lindoso, 2010).

Figura 9: Sinal clinico da leishmaniose cutanea difusa. Imagens de pacientes com lesdes caracteristicas de leishmaniose cutanea
difusa. Fontes: Goto e Lindoso, 2010

2.4.3.1.3. Leishmaniose Mucocutanea

A leishmaniose mucocutanea (LMC), também conhecida como espundia, esta
associada a infeccdo pela L. aethiopica (no Velho Mundo) e pela L. braziliensis, L.
guyanensis, L. panamensis e L. amazonensis (no Novo Mundo) (Kato et al., 2010; Bari,
2012). A LMC € uma manifestagéo clinica incomum (afeta 5% dos pacientes afetados
com LC) e resulta da disseminagdo hematogénica ou linfatica da forma amastigota da

19



pele para as mucosas naso-orofaringeas e para o trato respiratorio superior (Daneshbod
et al., 2011). Sua principal manifestacdo clinica é o aparecimento de lesdes ulcerosas
destrutivas nas mucosas do nariz, boca, faringe e laringe (Figura 10), podendo
prolongar-se por bastante tempo e provocar sérias mutilacdes, levando até mesmo a
morte pelo comprometimento respiratorio. Essas lesfes ndo se curam espontaneamente
e geralmente sdo observadas meses ou anos apos o primeiro episodio da leishmaniose
cutanea (quando os macrofagos da regido naso-faringea se tornam colonizados) (Singh,

2006; Chappuis et al., 2007; Goto e Lindoso, 2010).

Figura 10: Sinal clinico caracteristico da leishmaniose mucocutanea. Imagens de pacientes com lesdes caracteristicas de
leishmaniose mucocuténea. Fontes: Chappuis et al., 2007; Reithinger et al., 2007

2.4.3.4. Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, comporta-se
como uma zooantroponose rural, peri-urbana mas que nas duas ultimas décadas atingiu
areas urbanas, se tornando uma endemia em franca expansao geografica. A difusédo
desta protoozoose poderia ser explicada fundamentalmente por fatores climaticos e
socioecondmicos (Costa, 2005; Brasil, 2009). Na area urbana, o cao (Canis familiaris)

a principal fonte de infeccdo e a enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos
20



humanos sendo esta mais prevalente que a infeccdo no homem. No ambiente silvestre,
0S reservatorios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e 0s marsupiais

(Didelphis albiventris) (Mohebali et al., 2005; Silva, 2007).

Devido a alta prevaléncia da leishmaniose canina e o baixo indice de
flebotomineos infectados em algumas regides endémicas alguns autores admitem a
hipétese da transmissé@o entre a populacdo canina através da ingestao de carrapatos
(Rhipicephalus sanguineus) infectados e, mesmo, através de mordeduras, copula e
ingestdo de visceras contaminadas. N&o existem, entretanto, evidéncias sobre a
importancia epidemiolégica desses mecanismos de transmissao para humanos ou na
manutencao da enzootia. Em humanos ndo ocorre transmissao direta da LV de pessoa a

pessoa (Rubini et al., 2008; Yabsley et al., 2008; Brasil, 2009).

2.4.3.4.1. Leishmaniose Visceral Humana

A leishmaniose visceral (LVH) é a forma mais grave das leishmanioses, podendo
alcancar uma letalidade de 90%, se nao for realizado um tratamento adequado, sendo
causada pelos parasitos do complexo L. donovani (L. archibaldi, L.donovani, L.chagasi e
L.infantum) (Gontijo e Melo, 2004; Palatnik-de-Sousa e Day, 2011). O calazar possui um
amplo espectro de manifestagcbes clinicas, onde a infeccdo pode permanecer
assintomatica ou subclinica (em muitos casos), ou pode evoluir para formas agudas ou
cronicas (Kumar et al., 2011). Os fatores predisponentes para o desenvolvimento tipico
dessa manifestacdo clinica incluem pobreza, desnutricdo, idade jovem, deficiéncia

imunologia e uma alta carga parasitaria (Pavli e Maltezou, 2010). A LVH caracteriza-se
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por apresentar um acentuado tropismo pelo sistema fagocitico-mononuclear, podendo
ser encontrados parasitos em macrofagos na maior parte desse sistema (Chappuis et

al., 2007).

Normalmente, o paciente infectado pela LVH se apresenta clinicamente com
fraqueza, febre, palidez, emagrecimento, pancitopenia, hepatoesplenomegalia
(geralmente predomina esplenomegalia) (Figurall), linfadenopatia e uma deterioracéo
progressiva (Singh et al., 2006; Pavli e Maltezou, 2010; Kumar et al., 2011).
Ocasionalmente, o calazar pode se manifestar como uma hepatite aguda, como uma
coleocistite, como uma sindrome hemofagocitia e como uma sindrome de Guillain-Barré

(Pavli e Maltezou, 2010).

Figura 11: Sinal clinico da leishmaniose visceral. Imagens de pacientes com hepatoesplenomegalia, caracteristicas clinica tipica

da leishmaniose visceral. Fontes: Murray et al., 2005

2.4.3.4.2 Leishmaniose Visceral Canina

A infeccdo em cées por espécies de Leishmania é clinicamente semelhante a
infeccdo humana, embora no c&o, além do acometimento das visceras, sao

frequentemente encontradas lesdes de pele nos animais infectados e sintomaticos
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(Krauspenhar et al., 2007). O quadro clinico dos cées infectados apresenta um espectro
de caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio (assintomaticos) a um

severo estagio final (sintomaticos) (Baneth e Aroch, 2008).

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca cronica, fatal e sistémica,
sendo o0s principais sinais clinicos no cado representados pela caquexia,
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia. Na pele sao
comuns Ulceras crostosas na orelha, focinho e regido periorbital, descamacéo furfuracea
e alopecia multifocal. As preparacdes citologicas de pele de orelha podem demonstrar a

presenca de formas amastigotas do parasita (Krauspenhar et al., 2007; Silva, 2007).

2.4.4. Resposta Imune para Leishmaniose Visceral

Em animais vertebrados, o sistema imune utiliza-se de dois conjuntos de
interacdes celulares e moleculares distintos, que interagem entre si desencadeando a
resposta imune inata e/ou a resposta imune adaptativa. Na modulacdo da resposta
imune, o macréfago apresenta os antigenos aos linfécitos T CD4+, que podem ser
subdivididos em pelo menos duas subpopulacdes: Thl e Th2. A inducao preferencial das
células Thl ou Th2 depende de alguns fatores, como a dose infectante, 0 mecanismo de
apresentacao pela célula apresentadora de antigeno (APC), a via de inoculacdo e o
padrdo genético do hospedeiro. Algumas das citocinas produzidas pela resposta do tipo
Thl ou Th2 possuem carater regulador, favorecendo ou inibindo a expanséao celular de

um ou outro grupo (Murray et al., 2005; Neves, 2011).
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A resposta imune adaptativa é subdividida em resposta imune humoral e
resposta imune celular. Na resposta imune humoral T-dependente (Th2), os linfécitos T
CD4" s&o produtores de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), que estimulam a
diferenciacao dos linfocitos B (para a produzirem as imunoglobulinas IgA, 1gG, IgM, IgE),
gue funcionam como moléculas efetoras. Na resposta imune celular, também
denominada de resposta imune do tipo Th1, linfécitos T CD4", produtores de citocinas
como IFN-y, interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral (TNF) estimulam a atividade
microbicida de macréfagos e/ou a atividade citolitica de linfocitos T CD8 (linfécitos
citotdxicos), resultando na destruicdo de microrganismos presentes em compartimentos

intracelulares (Piscopo e Mallia Azzopardi, 2007; Abbas et al., 2008).

A maioria dos estudos de mecanismos de resposta imune foi realizada em
modelos murinos, entretanto os dois padroes de resposta Thl e Th2 s&o similares em
humanos. A resisténcia do hospedeiro as leishmanioses em geral estd associada a
ativacdo seletiva e diferenciacdo de células efetoras T helper CD4" (Thl), as quais
secretam um padrdo de citocinas especificas (IL-2, INF-y, IL-12 e TNF-a). Estas
citocinas, conhecidas como citocinas pré-inflamatorias, favorecem a ativacdo de células
fagociticas capazes de destruir as células de Leishmania dentro dos fagolisossomos,
através da producdo de radicais livres de Oxido nitrico e de oxigénio (Stanley e
Engwerda, 2007; Goto e Prianti, 2009; EI-On, 2009; Maltezou, 2010; Kaye e Aebischer,
2011; Neves, 2011). Por outro lado, a suscetibilidade a infeccéo esta relacionada com a
resposta de células CD4" (Th2), que induzem a resposta humoral, inibem a ativacéo de
macrofagos, produzindo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e TGF-B, responsaveis por
atividades anti-inflamatérias, como: a inibicdo de macréfagos (pelo INF-y produzido
pelas células TCD4"); a inibicdo da transcricdo do TNF-a; e a inibicdo da produgdo de
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peréxido de hidrogénico (H20) (Stanley e Enqwerda, 2007; Goto e Prianti, 2009; Kaye e

Aebischer, 2011; EI-On, 2009; Maltezou, 2010; Neves, 2011).

Em resumo, o sucesso da infec¢do e desenvolvimento da leishmaniose visceral
dependera da resposta desenvolvida pelo hospedeiro vertebrado, pois se ocorrer: o
aumento da resposta do tipo Th2 em relacdo a do tipo Thl, a desativacdo de
macrofagos por acéo de citocinas, 0 aumento de IL-10 em sinergismo com IL-4 mesmo
em presenca de IFN-y, levam o hospedeiro ao fracasso no controle da infeccdo (Goto e

Prianti, 2009; Kaye e Aebischer, 2011).

2.5. Controle da Leishmaniose Visceral

Atualmente, o Ministério da Saude (MS), por intermédio da FUNASA (Fundacéo
Nacional de Saude) e de Secretarias Estaduais e Municipais de Saude, realiza o
Programa de Controle da LV no Brasil, centrado num tripé de ac6es que atuam no inseto
vetor, no hospedeiro vertebrado e no diagndstico/tratamento precoces dos casos
humanos incluindo co-infeccbes com HIV (Alves e Bevilacqua, 2004). As acdes
antivetoriais constituem um dos principais elementos desse programa e se baseiam na
aplicacdo de inseticidas e uso de equipamentos de protecdo individual (barreiras que
impecam o acesso de vetores, tais como redes) em areas com transmissao de LV. Outro
ponto bastante explorado no controle da LV é a identificacdo de hospedeiros
vertebrados (caes) doentes ou infectados e sua subsequente eliminacdo. Apesar de ser
uma das acdes propostas, pela FUNASA, o impacto dela tem sido discutido por se

mostrar trabalhoso e de eficacia duvidosa (Chappuis et al., 2007; Clem, 2010).
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O desenvolvimento de estratégias, tanto no campo da terapéutica como no
controle do vetor, e eliminacdo do hospedeiro doméstico, ndo tem se mostrado eficaz
em conter a epidemia de leishmanioses (Maia-elkhoury e Sena, 2008). Desta forma, a
busca de novas ferramentas que contribuam de forma determinante e efetiva no
combate as leishmanioses é imprescindivel. E uma dessas ferramentas seria a vacina,
embora atualmente, ndo existam vacinas eficazes contra a leishmaniose visceral seja ha

sua forma humana ou canina.

2.5.1. Métodos de Diagndstico da Leishmaniose Visceral

O diagnéstico precoce da leishmaniose visceral € fundamental para o controle
das complicacbes da doenca e diferentes técnicas podem ser utilizadas para o
diagnodstico de leishmaniose visceral humana e canina. O diagndstico é rotineiramente
realizado com base em parametros clinicos e epidemiolégicos, porém, o diagnostico
clinico é complexo, visto que algumas doencas compartilham sintomatologia similar a
outras patologias presentes nas areas onde incide a LV como: Doenca de Chagas,
malaria, esquistossomose, febre tiféide e tuberculose. Muitos avancos tém ocorrido nos
altimos anos, mas a despeito do grande numero de testes disponiveis para o diagndstico
da LV, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (Alves e Bevilacqua,

2004; Singh, 2006; Srivastava et al., 2011).

2.5.1.1. Diagndstico Parasitologico
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A visualizacdo direta de amastigotas a partir de amostras clinicas € o padréo
ouro para confirmacdo do diagnostico da leishmaniose visceral, devido a sua
especificidade. A demonstracdo do parasito pode ser feita em material de bidpsia ou
puncéo aspirativa do baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos (Figura 12). O material
obtido é utilizado para a confeccdo de esfregaco ou impressdo em laminas, histologia,
isolamento em meios de cultura ou inoculacdo em animais de laboratorio. A
especificidade desses métodos € de 100%, mas a sensibilidade € muito variavel pois a
distribuicdo dos parasitas ndo é homogénea no mesmo tecido (Murray et al., 2005;
Chappuis et al.,, 2007; Assis et al., 2008; Srivastava et al., 2011). A sensibilidade da
pesquisa direta em esfregacos em lamina varia de 95 a 98% para o aspirado de baco,
76 a 91% para o de figado, 52 a 89% para o de medula-6ssea e 52 a 69% para o de
linfonodos. O cultivo dos parasitos aumenta a sensibilidade da pesquisa (acima de 80%),
mas pode retardar o diagndstico em semanas (Assis et al., 2008). Assim, apesar desses
métodos serem considerados o padrdo ouro, muitos dos testes sdo invasivos para o
paciente, exigem ambientes apropriados para a coleta e requerem laboratoristas
experientes. Além disso, sdo laboriosos, ndo apresentem sensibilidade ideal e ndo séo
procedimentos adequados para estudos epidemioldégicos em larga escala. Entretanto
eles continuam sendo considerados padrdo ouro devido a inexisténcia de melhores
alternativas (Desjeux, 2004; Gontijo e Melo, 2004; Murray et al., 2005; Assis et al.,

2008).
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Figura 12: Esfregago de aspirado esplénico (Baco), corado com Giemsa. Conglomerado de células mononucleares infectadas

por numerosas amastigotas. Fonte: Murray et al., 2005

2.5.1.2. Diagnd@stico Molecular

Diversas técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas para a deteccao e
identificacdo precisa dos parasitas do género Leishmania, sem necessidade de
isolamento do parasita em cultura. A principal técnica é Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR — do inglés Polymerase Chain Reaction). Esta técnica tem sido
descrita como um método sensivel e especifico para a deteccdo do parasita,
independente da imunocompeténcia ou da histéria clinica do paciente. O PCR tem sido
ainda utilizado com vérias finalidades além do diagnéstico, tais como 0 monitoramento

do tratamento e estudos epidemioldgicos (Gontijo e Melo, 2004; Singh, 2006; Srivastava

et al., 2011).

Diferentes sequéncias de DNA do genoma de Leishmania ja foram
documentadas para o uso no diagndéstico e prognostico da leishmaniose visceral, tais
como: sequencia telomérica, regides dos minicirculos do DNA do kinetoplasto, entre

outras, ja foram documentadas no uso para o diagndéstico e prognéstico da leishmaniose
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visceral. Como prova diagndstica a técnica de PCR é altamente sensivel e especifica,
porém atualmente s6 é possivel a sua realizacdo em laboratérios de pesquisa néo
estando ainda disponivel nos LACEN (Laboratério Central de Saude Publica) (Gontijo e

Melo, 2004; Singh, 2006; Brasil, 2009; Srivastava et al., 2011).

2.5.1.3. Métodos Soroldgicos Classicos de Diagnostico

Os diagnésticos sorologicos para as leishmanioses baseiam-se na presenca da
resposta imune humoral, em outras palavras, utilizam técnicas imunologicas para
deteccdo de anticorpos (imunoglobulinas) anti-Leishmania, através das reacdes de:
ELISA (ensaio imunoenzimatico), RIFI (imunofluorescéncia indireta), DAT (teste de
aglutinacao direta), Imunoblotting e teste rapido (Srivastava et al., 2011). No Brasil, 0s
testes imunoldgicos (ou soroldgicos) mais utilizados no diagnéstico de LV humana e
canina sdo o ELISA e o RIFI, sendo o primeiro, o teste de escolha para inquéritos
populacionais e o segundo, o mais utilizado para imunodiagnostico de leishmaniose
visceral por ser um pouco mais sensivel que o ELISA (Gontijo e Melo, 2004; Brasil,

2009).

O teste RIFI baseia-se na deteccao de anticorpos, conjugados a fluorocromo, na
fase inicial da infec¢cdo. A sensibilidade desse teste é de 96% e a especificidade é de
98%, mas a exigéncia de condi¢Bes laboratoriais sofisticadas impede que esse teste
seja aplicado no campo, ou seja, em estudos epidemiolégicos. Consideram-se como
positivas as amostras reagentes a partir da diluicdo de 1:80. Nos titulos iguais a 1:40,

com clinica sugestiva de LV, recomenda-se a solicitagdo de nova amostra em 30 dias
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(Brasil, 2009; Srivastava et al., 2011). J4 o ensaio de ELISA é uma ferramenta muito
valiosa, pois € muito util em analises de laboratorio, em testes epidemiologicos, e € um
dos testes soroldgicos mais sensiveis para a LV. A sensibilidade e a especificidade, do
ELISA, dependem do antigeno a ser utilizado. O resultado do teste € expresso em
unidades de absorbéancia a um raio de luz, em uma reacdo com dilui¢cdes fixas ou mais
comumente, apenas como reagente ou ndo (Gontijo e Melo, 2004; Singh, 2006; Brasil,
2009; Srivastava et al., 2011). Ambos os métodos possuem duas grandes limitacdes: a
primeira € que pacientes com recaida para LV ndo podem ser novamente
diagnosticados, pois 0s niveis séricos de anticorpos, apés um tratamento bem sucedido,
ainda podem ser detectados por varios anos apos a cura; e a segunda € que uma
proporcao significativa de individuos saudaveis que vivem em areas endémicas sem
histéria de LV sdo positivos para anticorpos anti-Leishmania devido a infec¢bes
assintomaticas. A soroprevaléncia em populacdes saudaveis varia de menos que 10%
(areas endémicas de baixa a moderada) a maior que 30% em focos de alta transmissao

(Chappuis et al., 2007).

2.5.1.4. Métodos Soroldgicos que Fazem Uso de Proteinas Recombinantes

Apesar de amplamente utilizados, os testes sorologicos utilizados mais
comumente no diagnaostico das leishmanioses apresentam sensibilidade e especificidade
limitadas, visto que os antigenos utilizados nestes testes diagndsticos sdo quase sempre
derivados de promastigotas de cultura, parasitos intactos ou moléculas sollveis
proveniente do lisado do parasito. Estes antigenos geralmente apresentam reacfes

cruzadas com outras espécies da familia Trypanosomatidae, € mesmo com outros
30



microrganismos filogeneticamente distantes. Por conta disso, a pesquisa de novos
antigenos recombinantes, com a finalidade de aperfeicoar os métodos diagndsticos para
a leishmaniose visceral humana e canina, tem sido o foco de trabalhos de pesquisa de
inimeros grupos, no Brasil e em outros paises. Nesse sentido deve ser dada énfase a
pesquisa de componentes antigénicos purificados que possam ser utilizados como
ferramenta para obtencdo de um diagnostico especifico, assegurando maior
sensibilidade e especificidade aos testes (Gontijo e Melo, 2004; Kubar e Fragaki, 2005;

Dourado et al., 2007).

Vérios antigenos com diferentes massas moleculares tém sido identificados com
potencial para uso no diagnéstico das leishmanioses, mas vale destacar o antigeno
recombinante rK39, um polipeptideo que consiste de repeticdbes de 39 aminoacidos e
gue faz parte de uma proteina denominada de kinesina, cuja sequéncia de aminoacidos
€ conservada no complexo de L. donovani (Burns et al., 1993). Esse antigeno, quando
empregado no ELISA, mostrou 100% de especificidade e 96% de sensibilidade para o
diagnodstico da leishmaniose visceral. Uma importante caracteristica deste antigeno é
gue ele pode ser empregado em pacientes coinfectados com HIV, nos quais os niveis de
anticorpos contra rK39 declinam rapidamente com o sucesso do tratamento (Kubar e

Fragaki, 2005; Singh, 2006; Chappuis et al., 2006, 2007; Srivastava et al., 2011).

Um teste imunocromatografico simples e rapido, baseado na reag¢édo do soro ou
sangue do paciente, foi desenvolvido utilizando-se o rK39 fixado em papel de
nitrocelulose (Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani - TRALd). Numa avaliacéo
clinica inicial foram observados 100% de sensibilidade e 98% de especificidade. Com
isso, 0 TRALd passou a ser visto como um instrumento promissor em programas de

controle da LV, pois requer pequena quantidade de sangue periférico, € de rapida
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execucao e leitura (entre 10 e 20 minutos) e poderia ser utilizado em condicbes de
campo (Delgado et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Chappuis et al., 2006, 2007; Gomes
et al., 2008; Srivastava et al., 2011). Entretanto, foram levantadas discrepancias entre
trabalhos que, utilizando o K39 no mesmo formato em diferentes paises do mundo,
mostraram resultados marcadamente diferentes. Estes dados sugerem que o formato do
teste em que o antigeno recombinante € empregado pode interferir em sua sensibilidade
(Zijlstra et al., 2003). Recentemente uma nova versao do TRALd foi produzida que difere
pelo acréscimo de um segundo antigeno, o K26 (também uma kinesina conservada no
complexo L. donovani), como forma de corrigir a sensibilidade do seu ensaio, haja visto
gue o K39 apenas identifica casos de LV ativa, deixando de reconhecer as formas
assintomaticas da infeccédo (da Costa et al., 2003; Gontijo e Melo, 2004; Mohebali et al.,

2004; Singh, 2006; Chappuis et al., 2006, 2007; Srivastava et al., 2011).

Outros antigenos considerados candidatos para o diagnostico da LV sdo o
recombinante A2 e o0s antigenos, recombinantes ou purificados, derivados das
glicoproteinas de membranas gp63, gp70, gp72, todas especificas do género
Leishmania. A proteina A2 recombinante € expressa em amastigotas como uma familia
de proteinas que apresenta um numero de repeticbes de dez aminoacidos e estudos
sugerem que ela é particularmente util para o diagnéstico da LVC (Zhang et al., 1996;
Carvalho et al., 2002; Gomes et al., 2008). Ja os antigenos recombinantes ou purificados
gp63, gp72, gp70, melhoram a sensibilidade e a especificidade dos ELISAs, entretanto,
reacOes cruzadas com enfermidades causadas por outros tripanossomatideos podem

ainda ocorrer (Alves e Bevilacqua, 2004; Dourado et al., 2007).

Embora as pesquisas, em detectar e avaliar antigenos recombinantes, com a

finalidade de aperfeicoar os métodos diagnosticos para a leishmaniose visceral humana
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e canina, apresentem resultados promissores nos trabalhos publicados séo
indispensaveis estudos mais aprofundados em relacdo a acuracia dos testes, visto que
variacfes na especificidade e sensibilidade dos mesmos podem ser observadas em
estudos realizados em diferentes regides endémicas (Assis et al., 2008; Oliveira et al.,

2011).

2.5.2. Tratamento da Leishmaniose Visceral Humana e Canina

Por mais de sessenta anos o tratamento das leishmanioses vem sendo realizado
com a administracédo de antimoniais pentavalentes (Sb*°), que s&o os medicamentos de
primeira escolha para o tratamento dos pacientes infectados. Ha dois tipos de
antimoniais pentavalentes que podem ser utilizados: o antimoniato de N-metil glucamina
e o stibogluconato de sodio (esse ultimo ndo comercializado no Brasil). A vantagem do
uso dessas drogas se deve pelo fato delas poderem ser administradas no nivel
ambulatorial, o que diminui os riscos relacionados a hospitalizacdo (Gontijo e Melo,
2004; Brasil, 2011; Croft e Olliaro, 2011; Seifert, 2011). Os antimoniais pentavalentes
sdo drogas consideradas leishmanicidas, pois interferem na bioenergética das formas
amastigotas de Leishmania. Tanto a glicélise, quanto a oxidacdo dos &cidos graxos,
processos localizados em organelas peculiares, séo inibidos, sendo que essa inibi¢do é

acompanhada de reducao na producgéo de ATP e GTP (Brasil, 2009; Seifert, 2011).

Nos ultimos anos, por recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
e do Centro de Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos da América, doses

progressivamente maiores dos antimoniais tém sido recomendadas devido ao
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aparecimento de resisténcia primaria do parasito a essas drogas, principalmente em
paises como Sud&do, Quénia e india (Bhattacharya et al., 2006a, 2006b). No Brasil,
apesar de néo existirem relatos da presenca de cepas de L. chagasi resistentes aos
antimoniais, recomenda-se o tratamento da leishmaniose visceral com a dose de 20mg
de Sb*® kg/dia, com aplicacdo endovenosa ou intramuscular, por no minimo 20 e no
méaximo 40 dias (Singh et al., 2006; Brasil, 2009; Pavli e Maltezou, 2010). Nao havendo
resposta satisfatoria com o tratamento pelo antimonial pentavalente, as drogas de
segunda escolha sédo a anfotericina B (é a droga leishmanicida mais potente disponivel
comercialmente) e o isotionato de pentamidina, caracterizadas pela alta eficacia, custo
elevado e diversos efeitos colaterais. A anfotericina B € a Unica opcéo no tratamento de
gestantes e de pacientes que tenham contra-indicacdes ou que manifestem toxicidade
ou refratariedade relacionada ao uso dos antimoniais pentavalentes (Singh et al., 2006;

Brasil, 2011; Croft e Olliaro, 2011).

Com relacdo ao tratamento canino existe bastante controvérsia, pois apesar dos
caes apresentarem reducdo da carga parasitaria e remissdo das manifestacdes clinicas
por meio de farmacos tradicionalmente utilizados no tratamento humano, (antimomiais
associados ao alopurinol, a aminosidina e a anfotericina B), com grande frequéncia,
apresentam recaidas ap0s a interrupcdo do tratamento, mesmo na auséncia de re-
infeccdo. Além disso, animais supostamente “curados” ainda podem servir como
reservatorios do parasito e com isso a eutanasia de todos os animais doentes e/ou

portadores € indicada por lei. (Melo, 2004; Brasil, 2006; Miro et al., 2008).

Apesar de existir tratamento quimioterapico para a LV, todas as drogas séo
toxicas, nem sempre efetivas, e na LV sdo usadas em esquemas prolongados. A
utilizacdo delas apresenta sérias complicacbes e contra-indicagbes como: insuficiéncia
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renal, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia cardiaca, hipersensibilidade aos componentes
da formulacdo além de serem contra-indicadas na gravidez. No que concerne a sua
transmissao, o impacto do controle da LVC através da remocado e sacrificio dos caes
soropositivos tem também sido um ponto de discussdo por se mostrar de eficacia
duvidosa, mas ao mesmo tempo é reforcado pela auséncia de tratamento eficaz ou
profilatico para o animal infectado (Gontijo e Melo, 2004; Brasil, 2011). Diante dessas
problematicas se fazem necessarios mais estudos sobre esses parasitas com o objetivo
de elucidar sua biologia para o desenvolvimento de novos e melhores produtos

guimioterapicos e desenvolver novos meios de controle dessa doenca.

2.5.3. Vacinas para Controle das Leishmanioses

Muitas pesquisas tém sido realizadas buscando auxiliar o desenvolvimento de
uma vacina efetiva contra as leishmanioses. Varias destas tém investigado diferentes
formulacdes antigénicas e vias de imunizacédo, como a utilizacdo de parasitas mortos ou
atenuados, proteinas recombinantes de Leishmania e vacinas de DNA, além do uso de
imunomoduladores derivados da saliva do inseto vetor (Tabela 2) (Evans e Kedzierski,

2012).
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Tabela 2: Vacina candidatas avaliadas contra a leishmaniose visceral

Antigenos Fon,te do Tipo de Vacina Mo_delo Resultado Referécias
Antigeno Animal
KMPII, TRYP, Sem Rodriguez-
LACK e GP63 L. infantum  Vacina de DNA Cao ~ Cortés et
Protecéo
al.,2007
H2A, H2B, H3 . . Sem Carrion et
o Ha L. infantum  Vacina de DNA Rato Protecio al., 2008
Vacina de DNA
: + Proteina ~ Dondiji et
p36 LACK L. infantum expressa no Rato Protecao al.. 2008
virus vaccinia
Sem Marques-
p36 LACK L. infantum  Vacina de DNA Rato ~ da —Silva
Protecéao
et al., 2005
p36 LACK L. infantum  Vacina de DNA Rato Protecao C;:)mzeosogt
Vacina de DNA
. + Proteina ~ ~ Ramiro et
p36 LACK L. infantum expressa no Cao Protecao al.. 2003
virus vaccinia
Vacina de DNA
: + Proteina ~ ~ Ramos et
p36 LACK L. infantum expressa no Cao Protecao al., 2008
virus vaccinia
Vacina de DNA )
CPA e CPB L. infantum + Proteina Rato Protecao Rafati et
) al., 2006
recombinante
Vacina de DNA Rafati et
CPA e CPB L. infantum + Proteina Cao Protecéo
) al., 2005
recombinante
Vacina de DNA Sem Rafati et
CTE do CPIII L. infantum + Proteina Rato ~
) Protecao al., 2008
recombinante
Vacina de DNA Khoshaoo
CPC L. infantum + Proteina Rato Protecdo 9
) et al., 2008
recombinante
, Proteina Protecdo Wilson et
LCR1 L. infantum Recombinante Rato Parcial al., 1995
Proteina ~ .
LCR1 L. infantum expressa em Rato Protegao SHIEIEEIElL
Parcial 2000
BCG
, : Protecéo Fragaki et
PaplLe22 L. infantum  Vacina de DNA  Hamster Parcial al.. 2001
. : Protecdo  Aguilar-Be
NH36 L. donovani Vacina de DNA Rato Parcial etal., 2001
: . Protecdo  Aguilar-Be
FML L. donovani Proteina Rato Parcial et al., 2005
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Oliveira-

FML L. donovani Proteina Rato Protecdo Freitas et
al., 2006
Proteinas
recombinantes
, , fusionadas . ~ Molano et
Q protein L. infantum (Lip2a, Lip2b, Cao Protecao al., 2003
PO, e H2A) +
BCG
Proteinas
recombinantes
. . fusionadas Protecao Parody et
Qe LR e a0 Parcial  al., 2004
PO, e H2A) +
BCG
: Proteina ~ Protecdo  Fernandes
A2 L. donovani Recombinante Cao Parcial et al., 2008
A2 e NH L.donovani Vacinade DNA  Rato  F/oegdo  zaninet
Parcial al., 2007
Lemesre et
LIESAp L. infantum  Proteina Nativa Céao Protecdo  al., 2005 e
2007
Bourdoisea
LIESAp L. infantum  Proteina Nativa Céao Protecdo uetal.,
2009
Poliproteina
. , Recombinante ~ Sem Gradoni et
Leish-111f L.major 1A LmsTI1 Cao Protecdo  al., 2005
e LelF
Poliproteina
. . Recombinante ~ ~ Coler et al.,
Leish-111f L. major (TSA, LmSTI1 Cao Protecao 2007
e LelF
Poliproteina
. : Recombinante ~ ~ Trigo et
Leish-111f L. major (TSA, LmSTI1 Cao Protecao al..2010
e lLelF

Legendas: CP: Cisteina Proteinase; CTE: Extensdo do C-terminal; BCG: bacillus Mycobacterium bovis Calmette-Guerin; SLA:

Antigenos soltveis de Leishmanias sp.; FML: Ligacdo fucose-manose; LIESAp: Antigeno purificado secretado e excretado de

Leishmania infantum; LPG: Lipofosfoglicano. Fonte: adaptado de (Evans and Kedzierski, 2012).

As vacinas de primeira geracdo sao aquelas produzidas através da imunizacao
com parasitos vivos, atenuados ou mortos. A “leishmanizacdo” € descrita como a

estratégia de imunizacdo mais bem sucedida em humanos e desenvolve imunidade
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duradoura apos infeccdo induzida com parasitas viaveis ndo atenuados. Essas vacinas
mimetizam o curso natural da infeccéo e induzem imunidade apdés a cura, entretanto sua
utilizacdo, embora promissora, ndo é segura (Palatnik-de-Sousa, 2008; Tavares et al.,
2009; Evans e Kedzierski, 2012). Por conta disso, seu uso foi restringido ja que néao é
possivel utilizar este tipo de abordagem profilatica. Em contrapartida, a possibilidade de
vacinacdo com parasitos vivos atenuados tem sido de grande interesse porque, além de
mimetizar o curso da infeccdo, grande quantidade de antigeno é depositada,
assegurando a indugcdo de uma resposta imune protetora. Apesar de atenuados, estes
parasitas podem reverter esta situagcdo e tornarem-se infectivos, levando ao
desenvolvimento de doenca. J4 as vacinas com parasitas mortos ou com os lisados dos
mesmos, nao produz uma protecdo eficaz e, além disso, carecem de padronizacao e
apresentam um custo elevado pela manutencéo dos parasitos (Palatnik-de-Sousa, 2008;

Tavares et al., 2009; Evans e Kedzierski, 2012).

As vacinas de segunda geracao incluem proteinas recombinantes, poliproteinas,
vacinas de DNA, moléculas purificadas entre outros. As vacinas de DNA sdo mais
estdveis em comparacdo com as outras vacinas, além de apresentar baixo custo na
producdo e flexibilidade para a combinacdo de multiplos genes. Muitos antigenos
recombinantes descritos foram testados como vacinas de DNA apresentando certo grau
de protecdo contra infec¢do. Apesar dos resultados promissores nenhuma das vacinas
descritas até o momento apresenta 100% de eficicia contra a infeccdo ou cura da
leishmaniose visceral canina e humana (Evans e Kedzierski, 2012). Assim os resultados
obtidos até o momento com a vacinacdo ndo demonstram a eficacia esperada e a
protecdo obtida com essas vacinas nas mais variadas formulagbes é muito baixa em

relacdo ao que se espera de uma resposta vacinal. A busca por moléculas do parasito
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gue sejam potencialmente imunogénicas e possam ser utilizadas na formulacdo de

vacinas seguras e eficazes tem sido a tdnica das pesquisas atuais.

2.6. Resultados Prévios que Deram Origem a este Trabalho

Em trabalhos anteriores, numa colaboracdo entre as unidades da FIOCRUZ de
Recife (Departamento de Microbiologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes) e
Salvador (Laboratério de Patologia e Biointervencdo, Centro de Pesquisa Goncalo
Moniz) buscou-se idenficar novos polipeptideos de L. chagasi com potencial para uso no
diagnodstico sorolégico da LV. Novos antigenos foram entdo identificados através do
rastreamento de duas bibliotecas de expresséo de L. chagasi (uma gendmica e outra de
cDNA) com soros de animais e pacientes humanos acometidos por esta doenca. Como
resultado deste rastreamento, e apds analise por homologia das sequéncias dos clones
obtidos com sequéncias de bancos de dados genbmicos de L. infantum e L. major,
foram identificados clones codificando sete proteinas distintas (Magalhdes, 2007).
Quatro destas foram avaliadas quanto ao seu potencial no diagndstico da leishmaniose
visceral por meio de ensaios de ELISA com soros de animais e humanos portadores de
LV. Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando soros humanos e soros caninos
organizados em trés grupos: soros confirmadamente positivos para LV, soros controle
negativos, e soros com outras parasitoses (Oliveira et al., 2011). Foram realizados
ELISAs utilizando extrato total de L. chagasi e as proteinas recombinantes, a fim de
investigar seu uso potencial para o diagnostico das LV humana e canina. Todas as
proteinas recombinantes apresentaram especificidade de 100% frente aos soros de
individuos sadios e caes controle. Além disso, essas proteinas recombinantes

apresentaram uma sensibilidade variavel frente aos soros de individuos sadios e cées
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controle (Magalhaes, 2007). Um resultado importante derivado destas analises € que os
antigenos mais eficientes na deteccdo da LV humana ndo eram os melhores para a LV
canina e vice-versa, ressaltando a importancia de se avaliar em separado os dois
sistemas, humano e canino, na hora de se otimizar os testes de deteccdo da LV

(Magalhaes, 2007; Oliveira et al., 2011; e dados né&o publicados).

Misturas com duas ou mais proteinas recombinantes também foram avaliadas
por ELISA e os resultados foram promissores, quando testados com soros de caes
(dados néo publicados). Contudo a producdo de um kit de diagndstico com duas, trés ou
mais proteinas recombinantes, aumenta os custos e dificulta a padronizacdo, portanto, o
ideal seria produzir uma UuUnica proteina quimérica que apresente sensibilidade
comparada aos mixes dessas proteinas. Dessa forma, nosso grupo identificou possiveis
regides antigénicas dessas proteinas e desenhou, através de recursos de bioinformatica,
genes que reuniam essas regides dos melhores candidatos. Esses genes foram
enviados para a sintese comercial para, no decorrer do presente trabalho, serem
utilizados na construcdo de genes e proteinas quiméricas com o intuito de avaliar a sua

eficiéncia do diagnostico da LV.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Contribuir no aperfeicoamento dos testes soroldgicos da leishmaniose visceral
humana e canina, utilizando proteinas quiméricas compostas por regides antigénicas de

proteinas pré-selecionadas.

3.2 Especificos

e Construir os genes quiméricos compostos pelas regides repetitivas, em diferentes
combinacdes, das proteinas pré-selecionadas;

e Estabelecer a melhor condicdo para expressdo e purificacdo das respectivas

proteinas quiméricas;

e Avaliar a sensibilidade e a especificidade utilizando ensaios de ELISA.
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4. Metodologia

4.1 Construcao dos Genes Sintéticos

Em trabalhos anteriores em colaboracdo com o Laboratério de Patologia e
Biointervencdo do Centro de Pesquisa Gongalo Muniz — CPgGM / Fiocruz, foram
desenhados e enviados para a sintese comercial alguns genes sintéticos (Figura 13)
candidatos a componentes de vacina para leishmaniose visceral humana e canina
desenvolvida pelo grupo. Esses genes sintéticos relinem regides altamente antigénicas
de proteinas recombinantes pré-selecionadas. Para a construcdo desses genes
sintéticos foram utilizados programas de bioinformética como Protean (DNAstar),
cascade SVM (PMID: 14978300), além de busca em bancos de dados com acesso
disponivel pela internet, com o objetivo de localizar e selecionar regibes que apresentem
motivos repetitivos, regibes polares e epitopos para MHC | e Il. Além disso, as
sequéncias foram unidas e otimizadas pelo programa LETO 1.0 levando em
consideracdo a fase de leitura, frequéncia de cédon, estrutura secundaria do mRNA,
distribuicdo do conteudo de GC e sitios de restricdo. Posteriormente, as seqiéncias
otimizadas foram fusionadas a dois sitios multiplos de clonagem: 5’ (Sall, Nhel, Xhol e

Xbal) e 3’(EcoRI, Kpnl e Hindlll).

Para preservar a identidade desses genes e garantir o direito da propriedade

intelectual esses genes doravante serdo denominados de genes dofl, dof2 e dof3.
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Gene dof1 Gene dof2

Nhe | Not | Nhel Not |
EcoRV Xhol Xhol Sall EcoRI  Kpnl ‘ EcoRV  Xhol Xho! Sall EcoRl  Kpnl
e oy | ppggg L o Lo o | g | e |
"~ 2msbp  S91bp  234bp 2481bp 426bp  7iibp

Gene dof3

Nhel Not |

EcoR T Xhol Xhol Sal | EcoR | Kpn|

o LEMJ— =
Stebp  102bp 2055 bp

Figura 13: Esquema representativo dos genes sintéticos. Observamos que as todas as regifes de interesse foram desenhadas
entre sitios de enzimas de restricdo e portanto podemos formular varias estratégias de subclonagens. As siglas NT, R e CT

significam: regido N-Terminal, regido repetitiva e regido C-Terminal respectivamente.

4.2 Construcao dos Genes Quiméricos

Apoés a identificacdo, através de duas bibliotecas de expressdo de L. chagasi
(uma gendmica e outra de cDNA), e de testes preliminares dos genes dofl, dof2 e dof3
em trabalhos anteriores, os mesmos foram otimizados e enviados a sintése comercial

como mencionado no item anterior.

Entdo, de posse dos genes (dofl, dof2 e dof3) sintéticos, foram tracadas
estratégias utilizando o programa DNASTAR, para subclonar os insertos desejados, em
vetores plasmidiais de expressao da série pRSET, através de digestdes com enzimas de
restricio (NEW ENGLAND Biolabsi,) a 37°C por 2 horas. Esses plasmidios foram
escolhidos porque eles fusionam a proteina induzida a uma sequencia de seis histidinas

na sua extremidade N-terminal, o que facilita sua purificagéao.

Para a construcédo de cada um dos genes quiméricos foi necessario a realizacao

de trés etapas de subclonagens sucessivas.
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4.2.1 Digestdo com Enzimas de Restricao

De acordo com a estratégia tracada, os genes sintéticos (dofl, dof2 e dof3)
foram digeridos com a dupla de enzimas Xhol / EcoRl, a fim de excisa-los do plasmidio
de clonagem pMK e posterioemente subclona-los no vetor de expressdo da séria
pRSET. Além disso, também foi necessario o uso das enzimas Xhol / Sall para exisar as
regides repetitivas desses mesmos genes. Para correta utilizacdo das enzimas foram

seguidas todas as instru¢des do fabricante (NEW ENGLAND Biolabsiyc).

4.2.2 Purificacdo dos Insertos e dos Vetores Plasmidiais

Apoés as digestdes, os insertos foram purificados e separados do vetor pMK
através de corrida eletroforética em gel de agarose 1% com SYBR safe DNA
(Invitrogen), sendo a andlise da digestao feita por comparacdo entre o tamanho das
bandas geradas pela digestdo e o tamanho dos fragmentos esperados pelo
mapeamento do sequenciamento. A documentacdo desta etapa foi feita através da
fotografia do gel de agarose 1% com SYBR safe sob iluminacdo ultravioleta. Apos a
confirmacdo do sucesso das digestdes, as bandas desejadas foram separadas das
demais com a continuacdo da eletroforese por um tempo maior e com o auxilio de um
bisturi, o gel foi excisado na posi¢cao das bandas dos insertos desejados. Foi realizada a
purificacdo dos fragmentos através do kit de extracdo de DNA em gel de agarose GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) seguindo o protocolo do

fabricante.
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4.2.3 Ligacdo dos Fragmentos nos Plasmidios Vetores, Transformacao,

Minipreparacéo e Confirmacéo da Subclonagem

O vetor plasmidial foi usado para construcdo do plasmidio recombinante através
da ligacdo do plasmidio digerido e fragmento purificado com a enzima T4 DNA ligase
(NEW ENGLAND Biolabsj,:) a 16°C por 12 horas. As construgfes foram ent&o utilizadas
para transformar bactérias Escherichia coli (DH10B) competentes através de choque
térmico (30 minutos imersas em gelo e 5 minutos em banho-maria a 37°C) em solucao
tamponada de cloreto de magnésio. Em seguida, estas células, foram plagueadas em
meio LB solido contendo ampicilina na concentragdo de 100 pg/mL, crescendo durante

16 horas em estufa a 37°C.

Apés analise das placas, colonias de cada gene quimérico foram escolhidas
aleatoriamente, isoladas e inoculadas em tubos contendo 2 mL de meio LB liquido com
ampicilina (100 pg/mL). Os in6culos foram entdo colocados sob agitagdo constante em
temperatura de 37°C por aproximadamente 14 horas. Ap6s o crescimento, foram
retiradas aliquotas de 1,5 mL dos in6culos, para obtencdo de um sedimento através de
centrifugacédo a 12.000 g por 3 minutos. A partir do sedimento foi realizado o protocolo
da extracdo de DNA plasmidial (minipreparacédo), segundo Sambrook e Russel em 2001,

e analise foi feita em gel de agarose a 1%, para escolha das provaveis quimeras.
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4.2.4 Utilizacdo da Enzima de Modificacdo Antarctic Phosphatase (NEW ENGLAND

Biolabsinc)

A enzima de modificacdo Antarctic Phosphatase (NEW ENGLAND Biolabsinc),
gue possui a funcdo de desfosforilar a extremidade 5' do DNA e sua utilizacdo foi
necessaria pois tantos os insertos quantos os fragmentos repetitivos sofreram a acao do
par de enzimas Xhol e Xhol /Sall (respectivamente) que sdo complementares, evitando
assim, que as construcdes se religassem. Para fins de utilizacdo dessa enzima foi
seguido as instrucdes do fabricante. A escolha desta enzima (Antarctic Phosphatase) de
modificacdo em relacéo a Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP) se deu pelo fato da
primeira possuir temperatura de inativacao facilitando assim seu uso, pois possibilita um

maior controle da reacéo.

4.2.5 Estratégia de Subclonagens Sucessivas dos Genes Sintéticos (dofl, dof2 e

dof3) para Formacéo das Quimeras.

Na primeira subclonagem, foi utilizada a dupla de enzimas Xhol / EcoRl, para
excisar os insertos inteiros (dofl, dof2 e dof3) do plasmidio de clonagem pMK que pode
ser observado esquematicamente na Figurald. O produto dessas digestbes geraram

fragmentos que foram subclonados no plasmidio pRSET A.

Esse esquema representativo sO estd sendo ilustrado para o gene dofl mas

foram feitos da mesma maneira para os outros dois genes (dof2 e dof3).
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Digestdo (Xho |
JEcoR 1)

Xho I Xho I SalI EcoR 1

Ll o

Gene dofl
T4 DNA
Ligase
dof1l/
pRSETA

Figura 14: Esquema representativo da primeira etapa das trés subclonagens. Os genes sintéticos dofl, dof2 e dof3, juntamente

com o plasmidio de expressédo foram submetidos ao tratamento com a dupla de enzima Xhol/ EcoRI. No caso dos genes sintéticos,

essa estratégia foi usada para retira-los do plasmidio comercial e subclona-los no vetor pRSET A.

Para a segunda etapa, foi necessario fazer digestdes das regides repetitivas dos
genes de interesse com o par de enzimas Xhol/Sall gerando novos insertos que foram
(Figura 15a) foram também purificados e ligados as construcdes obtidas na primeira
etapa (dofl/pRSET A, dof2/pRSET A e dof3/pRSET A) (Figura 15b). Na segunda e
terceira subclonagem foi necessério analisar, através do sequenciamento e por
programas de bioinformatica (BioEdit), a orientacdo em que as regides repetitivas foram
subclonadas, ja que as mesmas foram obtidas através de digestdo com a dupla de
enzima Xhol/Sall, que sdo complementares, ou seja, ao cortar o DNA em sequencias
especificas elas formas extremidades coesivas e como consequéncia elas podem serem
subclonadas tanto numa orientagcdo quanto na orientacdo inversa. Com este processo

foram obtidos seis constru¢des descritas abaixo:

e O clone dofl/pRSET A, formado pela regido repetitiva mais a C-terminal, foi
ligado s6 a regido repetitiva do gene dof2 (2-1/pRSET A) ou do gene dof3 (3-

1/pRSET A);
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e O clone dof2/pRSET A, formado pela regido repetitiva mais a C-terminal, foi
ligado s6 a regido repetitiva do gene dofl (1-2/pRSET A) ou do gene dof3 (3-

2/pRSET A);

e O clone dof3/pRSET A, formado pela regido repetitiva mais a C-terminal, foi

ligado sO a regido repetitiva do gene dofl (1-3/pRSET A) ou a do gene dof2 (2-

3/pRSET A).
(a)
Digestdo sall
Xhol Xhol Sall EcoR dofl/ (X’“" Xh"]
L | .L 1 pRSETA BB
_ ._ -_ Regido Repetitiva
Gene dof2 do gene dof2

T4 DNA

Digestio Ligase
(XhoI/Sail)

Xho I Sal I
Regido Repetitiva ‘ _| _‘
do gene dof2 —. .

Clone 2-1/pRSET A

Figura 15: Esquema representativo da segunda etapa de subclonagem. (a) Digestdo, dos genes ja subclonados no vetor pRSET
A, com as enzimas Xhol/Sall para obtencdo das regides repetitivas. (b) Digestdo, dos genes ja subclonados no plasmidio de
expressdo, com a enzima Xhol e consequente ligagédo das regides repetitivas aos plasmidios ja digeridos. Nesse caso esta sendo
representado a construgdo do gene quimérico parcial 2-1/pRSET A, mas essas estratégias foram utilizadas para obtengdo de todas

as quimeras parciais.

Para fins didaticos, o termo gene quimérico parcial, se refere ao gene quimérico
contendo apenas duas regides repetitivas, de genes diferentes, em vez das trés regides

repetitivas.

Para finalizar a construcdo dos genes quimeéricos, as construcdes sintetizadas
anteriormente sofreram digestdes com a enzima Xhol. Como essas construgdes so

possuem um Unico sitio de Xhol ndo houve liberagdo de fragmentos, houve somente a
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linearizacdo das mesmas. Entdo, novamente os insertos repetitivos purificados foram

ligados (Figura 16), formando seis constru¢cdes completas como descrito abaixo:

O clone 2-1/pRSET A, formado pela regido repetitiva do gene dof2 mais a regiao
repetitiva e a C-terminal do gene dofl, foi ligado s6 a regido repetitiva do gene

dof3 (3-2-1/pRSET A);

O clone 3-1/pRSET A, formado pela regido repetitiva do gene dof3 mais a regiao
repetitiva e a C-terminal do gene dofl, foi ligado s6 a regido repetitiva do gene

dof2 (2-3-1/pRSET A);

O clone 1-2/pRSET A, formado pela regido repetitiva do gene dofl mais a regido
repetitiva e a C-terminal do gene dof2, foi ligado s6 a regido repetitiva do gene

dof3 (3-1-2/pRSET A);

O clone 3-2/pRSET A, formado pela regido repetitiva do gene dof3 mais a regido
repetitiva e a C-terminal do gene dof2, foi ligado s6é a regido repetitiva do gene

dofl (1-3-2/pRSET A);

O clone 1-3/pRSET A, formado pela regido repetitiva do gene dofl mais a regiao
repetitiva e a C-terminal do gene dof3, foi ligado s6 a regido repetitiva do gene

dof2 (2-1-3/pRSET A);

O clone 2-3/pRSET A, formado pela regido repetitiva do gene dof2 mais a regido
repetitiva e a C-terminal do gene dof3, foi ligado s6 a regido repetitiva do gene

dofl (1-2-3/pRSET A);

Vale salientar que ao final das trés etapas de subclonagens sucessivas no vetor

pPRSET A, obtivemos genes quiméricos formados apenas por regides repetitivas em
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diferentes combinacbes e regibes C-Terminais, ou

possuem regides

N-Terminais.

seja, nenhuma das quimeras

(a)

Regido Repetitiva
do gene dof3

.

Xho I Xhol Sal EcoR1
- -
Gene dof3
@ Digestio
(Xho I/Sal1)
Xhol Sal

Clone 2-1/pRSET A

Digestdo
(Xho')

T4 DNA
Ligase

Xhol Sal I

gl

Regido Repetitiva

@ do gene dof3

Clone 3-2-1/pRSET A

Figura 16: Esquema representativo da terceira e Gltima etapa da construgédo dos genes quiméricos. (a) digestdes parciais

para obtencdo das regides repetitivas dos genes de interesse. (b) Digestdes dos genes quiméricos parciais, obtidos na etapa

anterior, com a enzima Xhol e subsequente ligacdo da Ultima regido repetitiva que falta para construir os genes quiméricos

completos. Nesse esquema esta sendo representado a construgdo do gene quimérico completo 3-2-1/pRSET A, mas essa mesma

estratégia foi realizada para a construgéo de todos os genes quiméricos completos.

4.2.6 Confirmacédo da Subclonagem e da Construcéo das Quimeras.

A confirmacdo das subclonagens foi feita através do sequenciamento das

minipreparacdes e por digestdbes com a dupla de enzima Xhol/EcoRI. Depois de

confirmada a subclonagem,

algumas

minipreparacoes

foram selecionadas e

transformadas novamente em células competentes de E. coli da linhagem DH10B para

realizacdo de maxipreparacdo, extracdo de DNA em larga escala (SAMBROOK e

RUSSEL, 2001).
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4.3 Expressoes das Proteinas Quiméricas.

Uma vez sintetizadas o0s genes quiméricos, esses foram utilizados para
transformar células competentes de E. coli BL21star e induzidas na presenca de
isopropil-Beta-D-galactosideo (IPTG) . A partir das células transformadas, foram feitos
pré-indculos em 20 ml de LB (Luria Bertani) na presenca de ampicilina (100 pg/ml), a
37°C e 160 rpm. Dessa cultura, 15 ml foram inoculado em 500 ml de meio LB com
ampicilina (100 pg/ml), até ser atingida uma densidade optica (D.O) de 0,5 num
comprimento de onda de 600 nm, onde foi acrescentado IPTG para uma concentracao
final de 0,1 mM. Apds 3 horas de agitacdo a 28°C e 160 rpm, retirou-se uma aliquota,
gue foi fracionada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%). O resultado foi

visualizado através da coloracédo do gel com Comassie Blue R-250.

4.4 PurificacGes das Proteinas Quiméricas.

Para a obtencdo das proteinas recombinantes, os sedimentos celulares obtidos
apos a inducdo com IPTG foram resuspensos em 20 mL de tampéo de lise e equilibrio
(100 mM fosfato de sédio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 20 mM de imidazol — pH 8,0) e
solubilizados por ultra-sonicacdo, em 4 pulsos de 30 segundos com intervalos de 1
minuto, a 4°C, e pela adicdo de Triton X-100 (1%). O material em seguida foi
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante resultante da
centrifugagéo foi incubado por 1 hora com 500 pL de resina Ni-NTA agarose (Qiagen) e

2,5 mM de imidazol, a 4°C, sob leve agitacdo. O sobrenadante também foi incubado com
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a resina sob as mesmas condi¢cdes. Apds a incubacdo com a resina, o material foi
centrifugado a 6.000 g por 2 minutos, o sobrenadante descartado, e a resina lavada trés
vezes com 1 ml de tampédo de equilibrio (como descrito acima) através de etapas de
suspensdao e centrifugacdo. Mais duas lavagens foram realizadas com tampéao
desnaturante em pH 6,0 (100 mM fosfato de sédio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 30 mM de
imidazol), seguida da eluicdo das proteinas recombinantes realizada por meio de
lavagens sucessivas com o tampao de eluicdo 100 mM fosfato de sodio, 10 mM Tris, 8
M de Uréia, 1 M de imidazol — pH 4,5). Todos os sobrenadantes desta etapa foram
separados e guardados a —80°C. Em seguida foram separados 10 pL de cada eluato e
da resina, acrescidos de igual volume de tampao de amostra para SDS-PAGE duas
vezes concentrado com 2-mercaptoetanol (50 pl/mL), fracionados em gel SDS-PAGE

15% e visualizados ap6s coloracado com Azul de Comassie R-250.

4.5 QuantificacGes das Proteinas Quiméricas

Para a quantificacdo, amostras das proteinas purificadas foram quantificadas
segundo protocolo de Braddford (Bradford, 1976), utilizando uma curva de SAB. Cada
ponto da curva foi preparado em duplicata e a leitura foi feita a 600 nm em
espectrofotometro. A concentracdo proteica das amostras foi inferida por regresséo

linear a partir da curva padrao.

52



4.6 Ensaios de Western Blot

Para verificacdo do reconhecimento antigénico e confirmacdo das purificacdes
foram realizados ensaios de western-blot (Wb) com diversas diluicbes das proteinas
guiméricas purificadas incubadas com soros de coelhos (produzidos em trabalhos
anteriores) que possuiam anticorpos policlonais produzidos através da imunizacdo com
as proteinas recombinantes individuais. As proteinas quiméricas diluidas foram
fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidos para membranas de PVDF
(Immobilon-P Millipore®), as quais sofreram bloqueio em solucéo de leite a 5% em TBS
(20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH7,5) suplementadas com Tween-20 a 1% por 1 hora.
Posteriormente, foram incubadas com os anticorpos em diluicdes finais de 1:3000 e
1:1000 para as proteinas dof2 e dof3, em solucéo de leite a 5% em TBS / Tween-20 a
1% por 1h. As membranas foram lavadas trés vezes com TBS/ Tween-20 a 1% por 10
minutos cada. Realizou-se nova incubacédo, durante 1 hora, com o segundo anticorpo
(anti 1IgG de coelho, Jackson Immunoresearch Laboratories), marcado com peroxidase,
numa diluicdo fixa de 1:10000 em solucdo de leite a 5% suplementado com TBS /
Tween-20 a 1%. Em seguida, foram novamente lavadas trés vezes com TBS / Tween-20
a 1% por 10 minutos. Apds essas lavagens, as membranas foram banhadas numa
solucédo de luminol 1,2 mM, iodofenol 0,4 mM e peroxido de hidrogénio 0,03% por 1
minuto, para realizacdo da reacdo de quimioluminescéncia, em seguida secas e,
posteriormente, expostas a um filme de auto-radiografia durante 1 e 10 minutos. O filme
foi revelado com uma solucéo de Dektol (1:2) por 1 minuto e lavado em solucéo de &cido

acético diluido e fixado por 3 minutos.
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4.7 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA Indireto)

4.7.1 Soros Utilizados no ELISA Indireto

Para avaliacdo do potencial das proteinas recombinantes para uso em
diagnostico da leishmaniose visceral (LV) humana, foi montado um painel de soros
formados por dois grupos de soros distintos capazes de avaliar preliminarmente a
sensibilidade e especificidade. O primeiro grupo foi composto por 50 soros obtido do
grupo controle da soroteca do Laboratério de Virologia e Terapia Experimental (LAVITE),
montada para o projeto de vacina da febre amarela. Estes soros sdo provenientes de
individuos saudaveis residentes em area ndo endémica da leishmaniose visceral (area
urbana da cidade do Recife), e foram gentiimente cedidos pelo Dr. Rafael Dhalia. O
segundo grupo foi composto por 50 soros de pacientes com leishmaniose visceral com
diagndstico clinico e laboratorial (confirmado por exame parasitoldgico), gentilmente

cedidos pelo Dr. Carlos Henrique Costa, da Universidade Federal do Piaui.

4.7.2 ELISA Indireto Utilizando Antigenos Recombinantes

Apés quantificacdo as proteinas recombinantes foram utilizadas para
sensibilizagao de placas (“Cliniplate”), diluidas em tampao carbonato-bicarbonato (0,05
M; pH 9,6), para uma concentracdo de 400 ng (1 ug para o extrato total do parasito
Leishmania chagasi, utilizado como controle da reacéo) por po¢co com volume de 100 pl

por poco, permanecendo por 16 horas a 4°C em camara umida. ApoOs incubagédo o
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conteudo das placas foi desprezado por inversao e esta lavada por quatro vezes com
200 ul de PBS por pogo. Em seguida foi realizado o bloqueio dos pogos com 100 ul de
PBS por poco acrescido de 10% de leite desnatado e incubado em camara umida por 1
hora em temperatura ambiente. Apos o bloqueio a placa foi lavada trés vezes com 200 ul
de PBS Tween-20 a 0,05% por poco. Os soros humanos a serem testados foram
diluidos em PBS Tween-20 a 0,05% acrescido de leite desnatado 10%, para uma
diluicdo final de 1:2000 (para as proteinas quimeéricas 3-2-1/pRSET A e 1-3-2/pRSET A)
e para 1:6000 (para a proteina quimérica 3-1-2/pRSET A) a em cada poco, e incubados
por 1hora a temperatura ambiente em camara Umida. Seguiram-se novamente etapas
de lavagem descritas anteriormente. Realizou-se nova incubacdo com o conjugado (anti-
IgG Humano ligado a peroxidase), durante 1 hora a temperatura ambiente em camara
Umida, numa diluicdo de 1:10000. Decorrido esse tempo foram realizadas novas
lavagens seguida de revelacdo com 150 ul de substrato peréxido de hidrogénio, o
cromoégeno OPD (Orthophenilenediamino) mais tampéao citrato-fosfato (0,1 M, pH:5,0),
numa concentracdo de 0,01% por 25 minutos, em camara escura, sendo entao
interrompida a reacdo com 100 pl de acido sulfurico 2,5 M por poco. A leitura foi
realizada em filtro de 490 nm através do aparelho Bio-Rad (Benchmark plus) Microplate

Mananger 5.2.

4.7.3 Andlises Estatisticas dos Resultados de ELISA Indireto

Os parametros de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, negativo
e intervalo de confianga foram estimados utilizando o programa MedCalc (versdo 12.3).

Para associacao entre as variaveis e seus determinantes foram utilizados o teste do Qui-
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guadrado numa tabela de dupla entrada (2x2) relacionando o diagndstico da doenca e o
resultado do teste. A sensibilidade é dada pela porcentagem de positivos detectados
pelo teste entre os individuos sabidamente doentes (parasitoldégico positivo), e a
especificidade, pela porcentagem de negativos entre individuos ndo doentes. O Grafico

de disperséo foi obtido através do programa Prism (verséo 3.0).
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5. Resultados

5.1. Subclonagem dos Genes Sintéticos (dofl, dof2 e dof3) em Vetores de

Expresséo.

De posse dos genes dofl, dof2 e dof3 sintetizados comercialmente e do
plasmidio de expressdo pRSET A foi realizado a extracdo do DNA plasmidial em larga
escala, com o objetivo de obter uma grande quantidade de material genético plasmidial

dos clones.

Seguindo a estratégia tracada para a primeira subclonagem como descrito na
metodologia e representado na Figura 14, os genes sintéticos dofl, dof2 e dof3 foram
subclonados no vetor de expressdo pRSET A e suas confirmagfes foram realizado
através de digestdes, onde o perfil de digestdo pode ser observado de forma

representativa na Figural?, e por analise de sequenciamento.

dof1/pRSET A
dof2/pRSET A
dof3/pRSET A

1650pb)

Figura 17: Confirmagcdo da primeira subclonagem. Gel de agarose 1% mostrando o fracionamento e consequentemente a

liberagdo dos insertos preditos apds digestdo com a dupla de enzima Xhol/EcoRI. Marcador utilizado foi o Ladder 1 Kb plus.
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5.1.1. Segunda Subclonagem e Consequente Construcdo dos Genes Quiméricos

Parciais

As construgdes dofl/pRSET A, dof2/pRSET A e dof3/pRSET A, devidamente
confirmadas por digestdo e por sequenciamento, foram digeridas com a enzima Xhol
(Figura 18a). Essas digestdes liberaram insertos correspondentes a regido N-terminal de
cada gene, as quais foram desprezadas. O restante das construcdes (regicao repetitiva
+ a regido C-terminal + o plasmido pRSET A), nos tamanhos preditos de 3825, 4117 e
5157 pb para os genes dofl, dof2 e dof3 respectivamente (setas), foram purificados

(Figura 18b).

(A)

dof1/pRSET A
[dof2/pRSET A
dof3/pRSET A

ki
2Kb

Figura 18: Digestdo com a enzima Xhol dos genes subclonados no pRSET A e purificagdo dos fragmentos correspondentes
ao vetor plasmidial contendo a regido repetitiva mais a C-terminal dos genes de interesse. (A) Fracionamento em gel de
agarose 1% mostrando (setas) os fragmentos desejados de 3825, 4117 e 5157 pb (dos genes dofl, dof2 e dof3 respectivamente). (B)
Gel de agarose 1% evidenciando a purificagéo dos insertos nos tamanhos preditos de 3825, 4117 e 5157 pb (dos genes dofl, dof2 e
dof3 respectivamente).
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Também foram necessarias digestdes para obtencdo das regides repetitivas dos
genes dofl, dof2 e dof3. Como consequéncia dessas digestdes, houve a liberacdo de
trés fragmentos com tamanhos de 591 (gene dofl), 426 (gene dof2) e 102 pb (gene

dof3), com pode ser observado de forma representativa na Figura 19.

(A) (B) (©)

of3/pRSET A

dof1/pRSETA dof2/pRSETA
| | M | |

650pb 400pb

500pb

’100pb

Figura 19: Digestdo com a dupla de enzima Xhol/Sall para obtencao das regides repetitivas de interesse. As figuras A, B e C
mostram a liberacé@o dos fragmentos referentes as regifes repetitivas (setas) das construgdes dofl/pRSET A (591 pb), dof2/pRSET A
(426 pb) e dof3/pRSET A (102 pb) respectivamente. Marcador usado foi o Ladder 1 Kb plus.

Esses fragmentos de 591, 426 e 102 pb (das contrucbes dofl/pRSET A,
dof2/pRSET A e dof3/pRSET A respectivamente) foram excisados do gel de agarose e

purificados.

De posse dos genes dofl/pRSET A, dof2/pRSET A e dof3/pRSET A, sem a
regicdo N-terminal, e das regides repetitivas de cada gene em questdo purificadas e
guantificadas, iniciou-se a segunda etapa das subclonagens, como mencionado na
metodologia e exemplificado na Figura 15. Consequentemente foram obtidos trés
construgdes (2-1/pRSET A, 1-2/pRSET A, 3-2/pRSET A) de um total de seis possiveis.

Essas construgcbes foram confirmadas por digestdo, onde houve a liberagcdo dos genes
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guiméricos parciais nos tamanhos esperados de 1017, 528 e 1017 pb como observado

de forma representativa na Figura 20 e por sequenciamento.

1-2/pRSET A
-2/pRSET A
1/pRSET A

1000 pb

650 pb
500 pb

Figura 19: Confirmacédo da segunda subclonagem. Géis de agarose 1% mostrando, através da digestdo com a dupla de enzima
Xhol/Sall, a liberacdo dos insertos esperados. Confirmando assim as subclonagens das regifes repetitivas e consequentemente

construgao dos trés genes quiméricos parciais. Marcador utilizado foi o Ladder 1 Kb plus.

5.1.2. Construcédo dos Genes Quiméricos Completos

Com as construcdes parciais, obtidas na etapa anterior, e com 0s insertos
repetitivos purificados e quantificados, eles foram ligados em diferentes combinaces
como mencionado na metodologia e mostrado esquematicamente na Figura 16. Como
consequéncia foram construidos trés genes quiméricos completos (3-2-1/pRSET A, 3-1-
2/pRSET A e 1-3-2/pRSET A) de um total de seis possiveis. Essas trés construcdes
completas foram confirmados por digestdes, onde houve a liberacdo dos genes
guiméricos completos nos tamanhos esperados de 1353 pb (3-2-1/pRSET A) e 1830 pb,
(3-1-2/pRSET A e 1-3-2/pRSET A), como pode ser visualizados de forma representativa

na Figura 21.
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(A) (€)

3-2-1/pRSET A
3-1-2/pRSET A
1-3-2/pRSET A

3Kb

2Kb
1650pb

1Kb

Figura 20: Confirmacgao da terceira e Gltima subclonagem. (a, b e c) Géis de agarose 1% mostrando, através da digestdo com a
dupla de enzima Xhol/EcoRl, a liberacdo dos genes quiméricos completos nos tamanhos esperados de 1353 pb (3-2-1/pRSET A),
1850 pb (3-1-2/pRSET A e 1-3-2/pRSET A). Confirmando assim as subclonagens das regides repetitivas e consequentemente
construgdo dos trés genes quiméricos. Marcador utilizado foi o Ladder 1 Kb plus.

5.2 Mapa de Antigenicidade das Proteinas Quiméricas

Foram realizadas analises in silico das sequencias das quimeras com o0 objetivo
de verificar se as mesmas manteriam uma grande proporcdo de regides antigénicas,
hidrofilicas e de provaveis epitopos de MHC | e Il como representado na Figura 22.
Através desses graficos podemos confirmar que de fato as trés proteinas quiméricas sao

compostas por regides bastante antigénicas e hidrofilicas.
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Figura 21: Mapa de antigenicidade das trés proteinas quiméricas construidas. Nos graficos sdo observados os picos referentes as
regides hidrofilicas (azul), as regides antigénicas (rosa) e a regides de superficies (amarelo). A escala esta representando o tamanho da sequencias

em aminoéacidos

5.3. Expresséao e Purificacdo das Proteinas Quiméricas Completas

As proteinas quiméricas completas foram transformadas em células BL21,
induzidas e purificadas por cromatografia de afinidade apresentando os seguintes pesos
moleculares: 3-2-1 (cerca de 66 kDa), 3-1-2 (aproximadamente 97 kDa) e 1-3-2 (acima
100 kDa) (Figura 23). Como pode ser observado na mesma figura, todas as trés
proteinas quiméricas apresentaram certo grau de degradacdo, mesmo apos a utilizacao

de inibidores de proteases.
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Figura 23: Inducdo e purificagédo das proteinas quiméricas completas. Fracionamento em gel de poliacrilamida (SDS-Page 15%,

coradas com azul de Coomassei) das quimeras 3-2-1, 3-1-2 e 1-3-2, apresentando pesos moleculares de aproximadamente 66, 97 e
100 kDa respectivamente. Como controle negativo usado o pRSET a @ (vazio), ou seja, o plasmidio fechado. Como os tampdes
possuem ureia 8 M, ndo formam sedimentos e a fracdo sobrenadante (S) indica a fragdo de proteinas que ndo se ligou a resina.
Marcador Utilizado foi o LMW.

5.4. Reconhecimento das Proteinas Quiméricas por Anticorpos Policlonais Através

de Ensaios de Western Blot.

Como pode ser observado, as proteinas quiméricas foram reconhecidas pelos
soros policlonais produzidos, em trabalhos anteriores contra as proteinas recombinates
individuais (dof2 e dof3) (Figura 25), nas concentracbes de 50, 25, 12,5 e 6,125 ng.
Também nota-se que as proteinas quiméricas 3-2-1 e 3-1-2 sao fracamente
reconhecidas pelo anticorpo anti-dof3. Nessa etapa nao foi possivel testar as proteinas
guiméricas construidas frente ao anticorpo anti-dofl, pois ndo dispunhamos do mesmo

no laboratério.
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Figura 22: Western blot das trés proteinas quiméricas. As trés proteinas foram reconhecidas nas concentra¢des de 50, 25, 12,5
e 6,125 ng e as diluicdes dos anticorpos foram de 1:3000. Todas estdo nos tamanhos esperados de 66, 97 e 100 kDa para as

proteinas 3-2-1, 3-1-2 e 1-3-2 respectivamente.

5.5. ELISA Indireto das Proteinas Quiméricas

Para avaliacdo do desempenho de cada proteina quimérica em relacdo ao
diagndstico soroldgico da LVH, foram padronizados ELISAs indiretos para cada uma das
proteinas recombinantes que foram expressas e purificadas com sucesso (3-2-1, 3-1-2 e

1-3-2) os resultados das densidades Opticas estdo representadas na Figura 25.
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Figura 23: Gréafico do ELISA indireto para as proteinas quiméricas construidas. As proteinas 3-2-1, 3-1-2 e 1-3-2 apresentaram
os valores de 90%, 94% e 86%, para sensibilidade, respectivamente. As leituras foram realizadas na densidade dptica de 490nm
(D.O). Cada simbolo corresponde a média, em densidade optica (DO), dos resultados obtidos com triplicatas de cada soro individual
subtraida do valor do branco. As barras horizontais pretas representam o cut off que corresponde a média mais dois desvios
padrGes dos resultados obtidos com os soros do arupo controle neaativo (individuos sadios).

Os resultados dos ELISAs com cada proteina frente a um painel de soros
provenientes de pacientes com LV (com parasitolégico confirmado, n= 50), e individuos

sadios de area nao endémica (n=50), estdo apresentados na Tabela 3 com intrevalo de

confianca de 95%.

Tabela 3: Avaliagdo do desempenho de ELISAs. Proteinas quiméricas frente a soros de 43 pacientes com LV e de 50 individuos
sadios de area nédo endémica

Antigeno utilizado no Sensibilidade Especificidade
ELISA (Intervalo de confiancga) (Intervalo de confiancga)
3-2-1 90%* (78,2 - 96,7%) 88% (75,7 — 95,5%)
3-1-2 94%* (83,5 - 98,7%) 94% (83,45 — 98,75%)
1-3-2 86%* (73,3 - 94,2%) 98% (89,35 — 99.95%)

* Porcentagem de soro produzindo resultados acima da linha de corte (média dos valores da densidade optica dos individuos
saudaveis mais dois desvios padrdes).

Os valores preditivos negativos (VPN) e positivos (VPP), sdo parametros que
dependem ndo sO0 da sensibilidade e da especificidade do teste, mas também da
prevaléncia da doenca. Quanto maior a prevaléncia da doenca, maior sera o VPP do

teste e quanto menor for a prevaléncia, maior sera o VPN do teste. Com isso podemos
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relacionar alguns parametros como: Quanto maior a sensibilidade, maior sera o valor
preditivo negativo, isto €, maior sera a probabilidade de, perante um resultado negativo,
nao haver doenca; Quanto maior a especificidade, maior sera o valor preditivo positivo,
isto €, maior sera a probabilidade de, perante um resultado positivo, haver doenca;
Quanto maior a prevaléncia da doenca, maior sera o valor preditivo positivo e menor
sera o valor preditivo negativo, isto é, quanto mais frequente € uma doenca mais
provavel é encontrar verdadeiros positivos (aumentando o valor preditivo positivo), mas
também € mais provavel encontrar falsos negativos (diminuindo o valor preditivo
negativo). Como pode ser observado de forma representativa na Tabela 4 foram
calculados os valores preditivos negativos e positivos com o intervalo de confianca de

95%. Estes valores foram mais elevados para a proteina 3-1-2.

Tabela 4: Valores preditivos negativos e positivos.

Antigeno utilizado no Valor preditivo negativo Valor preditivo positivo
ELISA (Intervalo de confianga) (Intervalo de confianga)
3-2-1 89,80% (77,77 - 96,60 %)  88,24% (76,13 — 95,56%)
3-1-2 94,00% (83,45 - 98,75%) 94,00% (83,45 — 98,75%)
1-3-2 87,50% (75,93 - 94,82%) 97,73% (87,98 — 99,94%)

Estatisticamente as quimeras 3-2-1, 3-1-2 e 1-3-2 mostraram-se Uteis para
avaliacdo de individuos sabidamente doentes com valores de p< 0,0001 (segundo teste
de qui-quadrado), quando comparamos o reconhecimento dos grupos de individuos

doentes e saudaveis.
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6. Discussao

Um diagndstico precoce, conclusivo, simples, econémico, para a leishmaniose
visceral permanece um desafio. Além disso, o diagnéstico é uma importante ferramenta
para o combate e controle dessa doenca. Por essas razdes varios trabalhos vém sendo
desenvolvidos para identificar novos antigenos que possam ser utilizados tanto no
aperfeicoamento das técnicas de diagndstico, como também no desenvolvimento de
vacina ou na imunoterapia contra LV (Desjeux, 2004; Srivastava et al., 2011). Como
alternativa para esse painel, o desenvolvimento de antigenos que relnam Varios
determinantes antigénicos numa unica molécula (quimera), facilitando assim a sua
padronizacdo, pode resultar em uma excelente saida, jA que existem relatos mostrando
gue uma molécula contendo varios determinantes antigénicos permite uma melhor
distribuicdo do antigeno na placa de ELISA (Houghton et al., 2000; da Silveira et al.,
2001; Aguirre et al., 2006; Camussone et al., 2009). Além disso, a producdo de uma
Unica molécula, composta por diferentes epitopos antigénicos, torna o custo final da
producdo de um kit menos dispendioso e oneroso em comparacdo a kits produzidos

apartir de duas ou mais proteinas recombinantes individuais.

Baseado nos trabalhos relatados, esse estudo se propds a construir proteinas
guiméricas formadas por regides repetitivas derivadas de genes sintéticos pré-
selecionados (dofl, dof2 e dof3) e analisar os seus potenciais antigénicos visando o
aprimoramento de testes soroldgicos para diagnosticar a LVH e/ou LVC em nosso pais.
Nesse presente estudo conseguimos construir, expressar, purificar e avaliar trés
proteinas quiméricas (3-2-1, 3-1-2 el-3-2) que diferem apenas na ordem de

posicionamento das regides repetivas, dos antigenos selecionados, ao longo da
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sequencia e na presenca da regiao C-terminal das proteinas. Na etapa de purificacdo
das proteinas quiméricas foi observado que todas as proteinas apresentaram certo grau
de degradacdo mesmo apos a utilizacéo de inibidor de protease como também de varias
modificacdes no protocolo (diminuicdo da temperatura, aumento da densidade Optica,
diminuicAo do tempo de inducdo, adicdo de uréia aos tampdes, entre outras).
Acreditamos que essa degradacdo ocorra devido aos motivos repetitivos que compde
essas proteinas quiméricas. Outra explicacdo possivel seria 0 esgotamento de RNA
transportador (tRNA) das bactérias visto que ocorre uma repetitividade das sequencias
gue compde as proteinas. Ou ainda pelo fato dos genes utilizados, para compor as
guimeras, terem sido otimizados para expressao em eucariotos e hdo em procariotos
(Kane, 1995; Jana e Deb, 2005; Sgrensen e Mortensen, 2005; Rosano e Ceccarelli,

2009).

Apesar dos problemas metodologicos encontrados, foi possivel analisar a
antigenicidade das proteinas recombinantes, pois a positividade dos testes foi
estabelecida a partir da média das leituras dos soros controles (humanos saudaveis)
mais dois desvios padrdes (95% de certeza). E possivel que alguns epitopos antigénicos
tenham sido destruidos pelo processo de degradacdo e pela confeccdo das quimeras,
uma vez que na etapa de reconhecimento das proteinas quiméricas através do ensaio
de western blot, onde foram usados dois anticorpos policlonais diferentes, foi observado
gue as proteinas quiméricas 3-2-1 e 3-1-2 foram fracamente reconhecidas pelo anticorpo
anti-dof3. Acreditamos que esse fato ocorreu pela conformacdo final que essas
proteinas quiméricas adquiriram, pois 0s epitopos repetitivos referente a proteina dof3
poderiam estd ocultos quando posicionados na extremidade N-terminal da proteina,

como é o caso, dificultando assim o reconhecimento pelo anticorpo especifico (Melo et
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al.,, 2007; Ha e Loh, 2012). Outra justificativa seria pela estratégia adotada, pois
utilizamos na etapa de purificacdo solucbes com 8M de uréia, que desnatura a proteina,
interrompendo as interacbes moleculares que proporcionam a estrutura tridimensional,
com isso as proteinas podem estar alterada a tal ponto, que ndo consegue retornar a
conformacao original, podendo perder determinantes antigénicos fundamentais para a

atividade desejada (Sambrook e Russell, 2001).

Apos a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA), observamos que
todas as proteinas quiméricas apresentaram uma alta sensibilidade (variando de 86 a
94%). Além disso, 0 objetivo de construir proteinas altamente antigénicas foi alcancado,
pois utilizamos essas proteinas frentes a soros bastante diluidos, como descrito na
metodologia e mesmo assim houve um étimo reconhecimento. Esses resultados indicam
gue a construcdo de proteinas quiméricas compostas somente por epitopos repetitivos é
uma alternativa bastante interessante para o0 aperfeicoamento de diagndsticos
sorologicos da LVH. Relatos na literatura mostram que proteinas contendo grandes
repeticbes em tandem, sdo capazes de promover, sozinhas, resposta imune
desencadeada por células B, ou seja, sdo capazes de produzir anticorpos especificos
(Kemp et al.,, 1987; Reeder e Brown, 1996; Goto et al., 2007). Além disso, existem
evidéncias a respeito do forte estimulo de linfécitos B promovido por antigenos formados
por varios dominios repetitivos e isso provavelmente ocorre por uma via alternativa, T
independente, devido a ligacdo de varios antigenos repetitivos de forma inespecifica e
variada aos receptores de célula B. Por essas razbes, anticorpos contra proteinas
compostas por dominios repetitivos séo tao utilizados em triagens sorologicas (Kotera et

al., 1994; Vos et al., 2000; Hinton et al., 2008).
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Algumas hipoteses foram criadas para explicar o fato de que moléculas
guiméricas sdo mais eficientes do que os mesmos antigenos analisados dentro de
misturas de varios antigenos. Uma delas diz que peptideos em misturas podem diminuir
sua antigenicidade individual, uma vez adsorvido na fase solida, por causa do blogueio
das cadeias essenciais (Camussone et al., 2009). Outra explicacdo seria que, 0S
peptideos antigénicos presente numa mistura adsorvidos numa microplaca, podem
competir pelos mesmos sitios de ligacdo e diminuir assim a sensibilidade (Kenny e
Dunsmoor, 1983; Camussone et al., 2009). Por outro lado, quando microplacas séo
sensibilizadas com uma construcdo quimérica, a proteina pode adsorver através de
determinados sitios deixando o resto da molécula livre para reagir sem impedimento
estérico. Mas, mesmo que possa ocorrer 0 bloqueio de alguns epitopos, outros ainda
podem ser expostos apropriadamente para interagir com seus anticorpos especificos
(Camussone et al., 2009). Em outras palavras, proteinas compostas por repeticdes em
tandem possuem uma maior proporcdo de epitopos antigénicos e consequentemente

conseguem se ligar a diferentes sitios de ligacdo, aumentando assim sua sensibilidade.

E importante destacar que os resultados, de sensibilidade e especificidade,
obtidos nesse trabalho sdo comparaveis com os de outros estudos com antigenos
recombinantes previamente avaliados para diagnoéstico sorologico da leishmaniose
visceral canina e humana (Badaro et al., 1996; Mettler et al., 2005; Takagi et al., 2007,
Oliveira et al., 2011). Mas, ainda ha muito que fazer, pois ndo foram realizados testes
contra soros de pacientes com outras doencgas (LTA, Chagas entre outras) e ainda
precisamos refazer novas otimiza¢cdes como por exemplo: as dos codons preferencias
para bactérias. Além disso, precisaremos realizar ensaios imunoenzimatico das

proteinas sintéticas individuais para termos uma comparacdo mais robusta. Pois,
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comparariamos as proteinas recombinantes, com as sintéticas e com as quimeras

produzidas nesse trabalho.
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7. Conclusdes

As trés construcdes quiméricas obtitidas a partir de combinacdes de diferentes

regioes repetitivas, demostraram uma alta antigenicidade;

As sensibilidades (de 90, 94 e 86%) e as especificidades (de 88, 94, 98%)
bastante elevadas das proteinas quiméricas 3-2-1, 3-1-2 e 1-3-2 respectivamente,

torna possivel seu uso em kits de diagnésticos para LV.

Das trés proteinas quiméricas construidas a mais eficiente é a quimera 3-1-2

segundo o teste estatistico aplicado.
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