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RESUMO

As leishmanioses sdo causadas por protozodrios do género Leishmania Ross, 1903.
Esta doenca é uma das principais parasitoses negligenciadas, re-emergentes e afeta
cerca de 350 milhBes de individuos no mundo. O objetivo deste trabalho foi
identificar peptideos miméticos, para uso como antigenos em imunodiagnéstico e
imunoprofilaxia da leishmaniose tegumentar americana (LTA). Bacteriofagos,
expressando peptideos em sua superficie, foram selecionados por imunoglobulinas
especificas para Leishmania (Vianna) braziliensis (L. braziliensis). Posteriormente os
mesmos foram submetidos a extracdo e sequenciamento do seu DNA. Trés
peptideos (P-1, P-2 e P-3) foram identificados, sintetizados e inoculados
individualmente ou combinados (MIX) em hamsters golden. Os animais imunizados
com peptideos produziram anticorpos que reconheceram diferentes proteinas do
antigeno soluvel (AS) de L. braziliensis. A comparacdo das sequéncias dos trés
peptideos, em banco de dados, demonstrou que elas apresentam homologia com
glicoproteina de 63 kDa de Leishmania, lipofosfoglicano e com outras proteinas
hipotéticas de Leishmania. Os peptideos foram avaliados como antigenos no teste
ELISA indireto. Dois grupos de pacientes foram investigados, sendo o primeiro
constituido por 25 individuos que tiveram diagnostico parasitologico confirmado e o
segundo por 57 pacientes que apresentavam suspeita clinica de LTA, eram
moradores de area endémica e que tinham teste sorolégico positivo para a doenca.
Os trés peptideos e o MIX foram imunorreativos contra soro de pacientes dos dois
grupos. O peptideo 1, 2, 3, MIX e AS reagiram com 64, 56, 44/56, 40/72 e 80% das
amostras de soro, respectivamente. No Grupo 2, os trés peptideos s6 ou em
combinacao foram capazes de diagnosticar 82 a 84% dos individuos. Para obtencao
do ponto de corte (Cut-off) entre soros positivos e negativos dois calculos foram
aplicados. O primeiro foi realizado calculando a média das absorbéancias obtidas
para um grupo de individuos considerados negativos e acrescidos de dois desvios
padrdao (2SD) e o segundo foi empregando a Curva ROC (Receiver Operating
Characteristics). As sensibilidades do teste ELISA utilizando os peptideos foram de
64 a 74% para o peptideo 1, 56 a 65% para o peptideo 2, 44 a 68% para o peptideo
3,40 a 79% para o MIX e de 80 e 91% para o AS. O MIX de peptideos apresentou o
melhor desempenho (79% de sensibilidade) entre os peptideos seguido do P-1
(74%). A aplicacdo do teste t sugeriu que o P-1 seria melhor alternativa entre os
peptideos para o diagnostico da LTA. As especificidades dos antigenos variaram de
92 a 100% demonstrando a habilidade destes em diagnosticar corretamente os
individuos sadios. Reacfes cruzadas com soros de pacientes com doenca de
chagas, hanseniase e tuberculose foram avaliadas contra todos os antigenos. A
reacdo cruzada com soro de pacientes com doenca de chagas foi 0% para o P-1
enquanto que para o AS foi 60%. Os peptideos sintéticos também foram testados
em ensaios de imunoprotecdo contra leishmaniose experimental (LE) em hamsters.
Foi possivel observar que os animais do grupo controle positivo (que receberam o
desafio com L. braziliensis e ndo receberam peptideos) apresentaram lesbes
especificas de LE, enquanto que 0s animais imunizados com o0s peptideos
individualmente ou em combinagdo ndo apresentaram lesdes ou as apresentaram
em menor numero. Os animais que receberam o peptideo 2 ndo desenvolveram



lesGes. Promastigotas de L. braziliensis foram isoladas, em meio de cultura, da pata,
baco e figado de animais de todos os grupos, com excec¢do do grupo dois e do
grupo controle negativo. Essas analises demonstram que a metodologia selecionada
para a realizacdo dessa pesquisa foi adequada, visto que sequéncias peptidicas
com homologia aos principais fatores de viruléncia de Leishmania sp. foram obtidas,
resultados promissores em testes sorolégicos de diagnostico foram alcancados e
imunoprotec¢ao de animais contra a leishmaniose experimental foi observada.

Palavras-chave: Phage display. leishmaniose. ELISA. Vacinas.



ABSTRACT

Leishmaniosis are caused by protozoan parasites of the genus Leishmania Ross,
1903. This is one of the main neglected, re-emerging parasitic diseases and affects
about 350 million people worldwide. The objective of this study was to identify
mimetic peptides to use as antigens in immunodiagnosis and immunoprophylaxis of
American Cutaneous Leishmaniosis (ACL). Bacteriophages expressing peptides on
their surface were selected by specific immunoglobulins for Leishmania (Vianna)
braziliensis (L. braziliensis). Subsequently, they were subjected to DNA extraction
and sequencing. Three peptides (P-1, P-2 e P-3) were identified, synthesized and
individually or combined (MIX) inoculated in Golden hamsters. Animals immunized
with peptides produced antibodies that recognized different proteins from the Soluble
Antigen (SA) from L. braziliensis. Comparison of the sequences of the three peptides
in database showed that they have similarity with a 63 kDa glycoprotein of
Leishmania, a lipophosphoglycan and other hypothetical proteins of Leishmania. The
peptides were evaluated as antigens in indirect ELISA. Two groups of patients were
studied: the first consists of 25 individuals who had confirmed parasitological
diagnosis and the second group of 57 patients who had clinical suspicion of ACL and
were residents of endemic area and also had a positive serologic test for the disease.
The three peptides and the MIX were immunoreactive against sera of patients in both
groups. Peptide 1, 2, 3, MIX and AS were reactive with 64, 56, 44/56, 40/72 and 80%
sera samples, respectively. In Group 2, the three peptides alone or in combination
were able to diagnose 82 a 84% of individuals. In order to obtain the cut-off between
positive and negative sera, two calculations were applied. The first one was
conducted by calculating the mean absorbance obtained for a group of individuals
considered negative plus two standard deviations (2SD). The second calculation was
using the ROC curve (Receiver Operating Characteristics). The sensibility of the
ELISA assay using the peptides were 64 to 74% for peptide 1, 56 to 65% for peptide
2, 44 to 68% for peptide 3, 40 to 79% for the MIX and 80 to 91% for the SA. The MIX
of peptides showed the best performance (79%) among the peptides followed by P-1
(74%). The application of the t-test suggested that P-1 was the best alternative
among the peptides for the diagnosis of ACL.The specificities of antigens ranged
from 92% to 100% demonstrating the ability to correctly diagnose the healthy
individuals. Cross-reactions with sera from patients with Chagas disease, leprosy and
tuberculosis were evaluated against all antigens. Cross-reactivity with Chagas
disease was zero for the P-1 and 60% for SA. The synthetic peptides were also
tested in assays of immune protection against experimental Leishmaniosis (EL) in
hamsters. It was possible to observe that the animals in the positive control group
(that received a challenge with L. braziliensis and did not receive peptides) presented
specific lesions of EL, whereas animals immunized with the peptides alone or in
combination presented a few or no lesions. The animals receiving the peptide 2 did
not develop lesions. Promastigotes of L. braziliensis were isolated in culture medium
from the paw, spleen and liver from animals of all groups except group 2 and
negative control group. These analysis show that the methodology selected for this
study was appropriate. Since peptide sequences with homology to the main virulence
factors of Leishmania sp. were obtained, promising results in serological diagnostic
tests were achieved and immune protection of animals against EL was observed.

Keywords: Phage display. Leishmaniosis. ELISA. Vaccines.
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APRESENTACAO

Esta tese esté estruturada com uma Introducédo Geral, onde séo apresentados
0s protozoarios do género Leishmania e a doenca causada por esses parasitos,
suas principais caracteristicas e as relacdes parasito-hospedeiro. Em seguida, sédo
apresentados os objetivos, geral e especificos. Posteriormente, trés capitulos
abordam diretamente o desenvolvimento das tecnologias realizadas, os resultados e
discussdo de cada etapa do trabalho. As conclusbes gerais encerram a tese. Os
capitulos estdo assim dispostos:

Capitulo 1: Phage display para selecéo de antigenos de Leishmania braziliensis.

Capitulo 2: Peptideos sintéticos no imunodiagndstico da leishmaniose tegumentar

americana.

Capitulo 3: Peptideos sintéticos na imunoprofilaxia da leishmaniose experimental.
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1 INTRODUCAO GERAL

As leishmanioses estdo entre as principais parasitoses negligenciadas, re-
emergentes e afetam em torno de 350 milhdes de individuos no mundo (OMS,
2013). A doenca é causada por protozoarios do género Leishmania ROSS, 1903 e
infecta humanos nas Américas, Africa, Asia e Europa. Na América Latina a
leishmaniose cutanea (LC) é conhecida como leishmaniose tegumentar americana
(LTA) e é causada por diferentes agentes etioldgicos: Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffii, L.
(V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (Leishmania) amazonensis e L. (L.) mexicana. A
leishmaniose visceral (LV) é causada por Leishmania infantum (sinonimia L.
chagasi) que é mais severa podendo causar a morte na auséncia de diagnéstico
correto e tratamento precoce (LAINSON, 1983; THOMAZ-SOCCOL et al., 1993;
THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

A LTA vem chamando atencdo das autoridades em saude publica pelo
aumento do numero de casos. No Brasil a transmissdo da doenca vem sendo
descrita em varios municipios de todos os estados. Observam-se picos de
transmissdo aproximadamente a cada cinco anos, com aumento do numero de
casos a partir do ano de 1985. O numero de casos de LTA, por ano, saltou de
aproximadamente 3.000, nos anos 80, para 37.710 em 2005. No periodo de 1985 a
2005, verificou-se média anual de 28.568 casos autoctones registrados (BRASIL,
2010).

Avancos foram realizados no que diz respeito ao diagnostico e a prevencéao
da LTA durante a ultima década. Entretanto, ainda ndo ha um método Unico que
possa ser adotado como padrdo ouro, quer seja para o diagndstico ou ainda para
prevencdo da doenca (ANDRADE et al.,, 2001). Dentro deste contexto torna-se
necessaria a busca por antigenos purificados, de alta sensibilidade e seguranca
para o diagnéstico e prevencado da LTA.

Uma técnica que permite a busca de alvos antigénicos é a técnica de Phage
display que se destaca na selecdo de mimotopos (sequéncias proteicas que
apresentam similaridades com o epitopo original) ou epitopos continuos e
descontinuos baseados na reacdo antigeno-anticorpo. Uma vez que bacteridfagos
de uma biblioteca conhecida sejam selecionados pelos anticorpos presentes no soro

de pacientes com determinada doenca, o seu DNA pode ser extraido e sequenciado.
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O peptideo identificado pode ser sintetizado quimicamente para uso em imunizacdes
e imunodiagnésticos (SOMPURAM et al., 2002; COELHO et al., 2003; HAMBY et al.,
2005; SHARMA et al., 2006; GAUCI et al., 2012).

Buscando peptideos alvo, este trabalho visou identificar mimotopos ou
epitopos que possam ser sintetizados e avaliados quanto ao seu potencial para
diagnéstico sorologico e também na habilidade de ativacédo de linfocitos. Esta Ultima
propriedade seria de particular importancia, uma vez que os peptideos sintéticos

poderiam ser também utilizados em protocolos vacinais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE

Apesar dos avancos observados na ciéncia, tecnologia e medicina nas
Ultimas décadas, percebe-se que a sociedade ainda nao conseguiu alocar recursos
suficientes para lutar contra as doencas que afetam principalmente as populacdes
mais carentes. Essas doencas, chamadas negligenciadas, ndo s6 prevalecem em
condicbes de pobreza, mas também contribuem para a manutencédo do quadro de
desigualdade, ja que representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises.
Embora exista financiamento para pesquisas relacionadas as doencas
negligenciadas, o conhecimento produzido geralmente ndo se reverte em avangos
terapéuticos, como, por exemplo, novos farmacos, novos métodos de diagndstico e
vacinas. Uma das razdes para esse quadro € o baixo interesse da industria
farmacéutica nesse tema, justificado pelo reduzido potencial de retorno lucrativo
para a industria, uma vez que a populacao atingida é de baixa renda e presente, em
sua maioria, nos paises em desenvolvimento (TROUILLER et al.,, 2002;
MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Os vetores ou hospedeiros invertebrados da Leishmania sp. sdo insetos
hemat6fagos denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia. Nos mamiferos, a
infeccdo se inicia quando, no momento da hematofagia, a fémea do vetor regurgita
formas promastigotas metaciclicas de Leishmania juntamente com componentes
imunomodulatérios presentes em sua saliva e no gel secretério (PSG) do aparelho
digestorio destes insetos. Estes protozoarios s&o internalizados por células
fagociticas, se transformam em formas amastigotas que se multiplicam por divisao
binaria dentro de vacuolos parasitarios no citoplasma destas células. O ciclo
biol6gico de Leishmania sp. se completa quando as formas amastigotas presentes
sdo ingeridas por flebotomineos durante o repasto sanguineo e se diferenciam em
formas promastigotas flageladas no intestino dos insetos vetores. Os promastigotas
se multiplicam por divisdo binaria e passam por um processo denominado

metaciclogénese, deixando assim de se reproduzir e tornam-se infectantes
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(promastigotas metaciclicas). Durante esta etapa as promastigotas sofrem
modificacbes bioquimicas em sua superficie, perdendo assim sua capacidade de
adesdo ao epitélio do intestino do flebétomo. Como resultado, as promastigotas
metaciclicas destacam-se, migrando para a faringe e cavidade bucal, de onde elas
sdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado, durante o préximo repasto sanguineo
(FIGURA 1) (LIPOLDOVA e DEMANT, 2006; BRASIL, 2010; ROUGERON et al.,
2010; SCOTT e KAYE, 2011).

Hospedeiro invertebrado Hospedeiro vertebrado

Promastigotas
metaciclicos

Transformagéo

|
1
|
|
|
|
|
para forma :
|
|
|
1
|
|
|
|

e

Amastigotas nos
macréfagos

infectante Hematofagia

NG

Promastigotas se
multiplicam

-,

FIGURA 1 - CICLO BIOLOGICO DE Leishmania sp. Adaptado de ROUGERON et al.,
2010. O flebétomo, no momento da hematofagia, pica um individuo infectado ou um
reservatério e pode inocular formas promastigotas metaciclicas que se transformaréo
em amastigotas e se multiplicardo no interior dos macrofagos. Quando outro flebétomo
durante o repasto sanguineo aspira macrofagos parasitados ou amastigotas livres no
sangue ou em tecidos, as amastigotas, ao atingirem o intestino médio do inseto se
transformam em promastigotas. Estas formas flageladas, apos rapida multiplicacéo, se
convertem nos promastigotas infectantes e migratdrios que poderao ser introduzidas na
pele do préximo hospedeiro ou reservatorio.

A maioria das espécies de Lutzomyia sp. estd adaptada ao ambiente
modificado pelo homem, sendo comum encontra-los em galinheiros, chiqueiros,
canil, paiol entre outros, onde as fémeas encontram animais para seu repasto
sanguineo (LAINSON e RANGEL, 2005).

A interacdo reservatorio-parasito é considerada um sistema complexo, na
medida em que é multifatorial, imprevisivel e dindmico, formando uma unidade
biolégica que pode estar em constante mudanca em fungéo das alteracfes do meio

ambiente. Apesar de existirem excecOes, em geral as leishmanioses constituem
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zoonoses de animais silvestres, e mais raramente domeésticos, incluindo marsupiais,
desdentados, carnivoros e mesmo primatas. Ja o homem, nas Américas, parece ndo
ter um papel importante na manutencdo dos parasitos na natureza (GONTIJO e
CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010).

2.2 FORMA CLINICA DA DOENCA

A forma clinica da doenca se desenvolve ap6s a inoculacdo do parasito no
homem e esta intimamente associada a resposta imune do hospedeiro a espécie de
Leishmania envolvida e a relagdo do parasita com seu hospedeiro (SARAVIA et al.,
1985).

No homem, a doenca ocorre em quatro formas clinicas principais: cutanea
localizada, muco-cutanea, cutanea-difusa e visceral. A forma visceral € a mais grave
da doenca e pode causar febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia, chegando a ser fatal se ndo for tratada (DESJEUX, 2004).

No Brasil L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis sdo as principais
espécies causadoras da LTA. Todas as trés espécies podem produzir a forma clinica
mais comum da doenca, a cutanea localizada, caracterizada por lesdo na pele que
pode curar espontaneamente apos algumas semanas ou meses, mas pode deixar
cicatrizes permanentes. Esta lesdo comeca com uma papula ou noédulo no sitio de
inoculacdo do parasito pelo mosquito infectado. A papula aumenta lentamente e
ulcera para formar uma Ulcera crénica de fundo granuloso e bordas salientes. Uma
ou mais ulceras podem se desenvolver. O periodo de incubacéo é, tipicamente, de
duas a quatro semanas, mas pode se estender de dias ou até mesmo anos
(ROSEN, 1994, BRASIL, 2010). A forma muco-cutanea inicia-se com Ulceras
simples de pele, porém se nédo tratada adequadamente podem, apds cinco a 10
anos produzir metastases na regido oronasal, causando destruicdo tecidual, em
alguns casos extremamente mutilantes (DESJEUX, 2004). A forma cutanea-difusa
produz lesBes cronicas e disseminadas e sdo mais dificeis de curar. Estas lesdes
multiplas contém alto nimero de parasitos e sdo causadas por L. amazonensis, no
Brasil. Ao contrario da forma muco-cutanea, que induz a um aumento da imunidade

celular do hospedeiro, a leishmaniose cutanea-difusa é caracterizada por auséncia
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de resposta celular e ndo responde ao teste de intradermorreagao (IDR), que traduz
resposta de hipersensibilidade celular (LAINSON, 1983).

2.3 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

As principais espécies de Leishmania que afetam o homem tanto no Novo
como no Velho Mundo, bem como a forma clinica relacionada a cada espécie sao
listadas na TABELA 1.

TABELA 1 - FORMAS CLINICAS E PRINCIPAIS ESPECIES DE Leishmania QUE
ACOMETEM O HOMEM

L. donovani LV, LDPK LCL

L. infantum LV LCL, LCD?
L. major LCL LCD?

L. tropica LCL LV

L. aethiopica LCL LCD

L. mexicana LCL LCD, LV?

L. amazonensis LCL LCD, LV°

L. guyanensis LCL

L. panamensis LCL LCM, LCD?
L. naiffi LCL

L. lainsoni LCL

L. shawi LCL

L. peruviana LCL

L. braziliensis LCL + LCM LCD? LV

LV: leishmaniose visceral, LCL: leishmaniose cutanea-localizada, LCD: leishmaniose
cutanea-difusa, LCM: muco-cutanea, LDPK: leishmaniose dérmica pés kalazar, ® durante
imunossupresséo, °: incerto. Adaptado de DEDET, 2007.
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N&o s6 no Brasil, assim como em outros paises do Novo Mundo, a LTA
constitui problema de Saude Publica (FIGURA 2). Esta doenca tem ampla
distribuicdo mundial e no Continente Americano ha registro de casos desde o
extremo Sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina, com excec¢do do Chile e
Uruguai.

A LTA é uma doenca endémica em varios Estados do Brasil, incluindo o
Estado do Parana. Dos 13.384 casos registrados na regido Sul do pais no periodo
de 1980 a 2005, 98,7% ocorreram no Parana. Neste Estado, 0s casos de LTA estdo
distribuidos em 276 municipios e a transmissdo autéctone é encontrada em trés
regides: no Vale do Ribeira; no Norte do Estado e na regido Central (LUZ et al.,
2000; CASTRO et al.,, 2002; CASTRO et al.,, 2005; TEODORO et al., 2006;
THOMAZ-SOCCOL et al., 2009; BRASIL, 2010).
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FIGURA 2 - ENDEMICIDADE DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR NO MUNDO EM
2012. Fonte: OMS, 2012
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As acles antropicas no ambiente, a urbanizagdo crescente e as pressoes
sécio econbmicas tém expandido as areas endémicas e o aparecimento de focos da
LTA em zonas urbanas. Sua importancia reside ndo somente na sua alta incidéncia
e ampla distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de assumir formas
que podem determinar lesbGes destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes,
com grande repercussdo no campo psicossocial do individuo (GONTIJO e
CARVALHO, 2003; DIAS et al., 2007; BRASIL, 2010).

O aumento do nimero de casos de LTA no Brasil requer cuidados imediatos
que privilegiem o preparo de profissionais da area de saude para a identificacdo da
doenca e o suprimento de recursos laboratoriais e medicamentos, pois a deficiéncia
desses fatores tem prejudicado o diagndstico e tratamento adequados da doenca
(MARSDEN, 1985; SILVEIRA et al., 1996).

2.4 INTERACAO PARASITO/HOSPEDEIRO NA LEISHMANIOSE

A inducao de resposta imune do hospedeiro frente a um antigeno requer uma
série de interacdes complexas entre diferentes tipos celulares (e seus produtos),
com a secrec¢do orquestrada de proteinas, receptores de superficie e sinalizacbes
de vias e processos intracelulares ocorrendo todos de maneira altamente
especializada (GUERMONPREZ et al., 2002).

Apoés a entrada do parasito no hospedeiro, varios mecanismos de defesa sao
ativados. Dependendo da espécie do parasito e da resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro, a infeccdo pode causar um espectro de doenca que varia de
lesdes autocicatrizantes a infec¢des disseminadas e fatais (MOSSER et al., 1986).

A incapacidade do hospedeiro em controlar a infeccdo estd aparentemente

relacionada a dois fatores principais: a habilidade de algumas cepas de Leishmania
resistirem aos efeitos microbicidas dos eventos de imunidade inata e adaptativa do
hospedeiro, bem como o estabelecimento de um perfil de imunidade celular e
humoral pelo hospedeiro vertebrado que favoreca um microambiente apropriado
para a instalacdo do parasito no sistema mononuclear fagocitario (GRIMALDI e
TESH, 1993).
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A manifestacdo da doenca requer mecanismos que permitam a multiplicacao
do parasito no hospedeiro e sua resisténcia, pelo menos inicialmente, as defesas
imunes inatas e adquiridas. Varios componentes da resposta imune inata participam
do mecanismo de defesa contra Leishmania sp. Estudos sugerem que micro-
organismos patogénicos podem modular ou interferir no reconhecimento de padroes
mediados pelos receptores toll-like (TLRs). TLRs do hospedeiro reconhecem
padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPS) e isso induz producdo de
sinais responsaveis pela ativacdo de genes importantes para defesa imune do
homem, especialmente ativando a producéo de citocinas pré-inflamatérias (NETEA,
VAN DER MEER, KULLBERG, 2004).

A auséncia de ligagcdo de PAMPs com TLRs resulta no aumento da
susceptibilidade a parasitos, como para Leishmania sp. Isto foi demonstrado em
estudos com camundongos C57BL/6 deficientes da proteina MyD88 do TLR que
apresentaram-se mais suscetiveis a infeccdo por L. major que camundongos
selvagens, revelando assim o importante papel da resposta imune inata do
hospedeiro no reconhecimento e controle desta infeccao (VEER et al., 2003).

Apés a inoculacdo das formas promastigotas na pele, a maioria destes
patdgenos sao destruidos pela acdo do sistema complemento. No entanto, algumas
formas promastigotas metaciclicas séo resistentes a acéo litica desse sistema. Ja foi
demonstrado que moléculas de lipofosfoglicano e glicoproteinas do parasito séo
utilizadas como barreira de protecdo contra a lise pelo complemento (MOSSER et
al., 1986).

Os promastigotas metaciclicos infectantes que conseguem escapar da acao
litica do sistema complemento, dos eosindfilos e dos neutrofilos poderdo ser
internalizados por macrofagos e no interior destas células se transformardo em
amastigotas dentro de vacuolos parasitoforos. Neste microambiente, os parasitos
passam a multiplicar-se por divisdo binaria. A entrada dos parasitos nos macrofagos
€ uma etapa critica para a infeccéo, sendo mediada por receptores da membrana do
macrofago que se ligam as moléculas da membrana das formas promastigotas
metaciclicas (CHANG, 1981).

Além dos macréfagos da derme, outras células com capacidade fagocitica,
como a células de Langerhans (CL), exercem papel fundamental de vigilantes do
territério cutaneo fagocitando micro-organismos invasores. Apés a fagocitose as CL

migram para os linfonodos regionais a fim de realizar a apresentagéo antigénica aos
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linfécitos, dando inicio ao desenvolvimento da imunidade especifica (ROMANI et al.,
2003). Assim, a CL tem funcéo critica no processo de combate a LTA, ja que é
considerada a principal célula apresentadora de antigenos parasitarios para 0s
linfécitos T. Desse modo, as CL representam o veiculo que promovera o primeiro
contato do antigeno com a resposta imune, resultando na estimulacédo diferenciada
das subpopulacbes dos linfécitos T virgens para células Thl ou Th2, com
consequente producdo de citocinas que irdo regular positiva ou negativamente a
atividade dos macrdfagos resultando na eliminacdo ou ndo do parasito (MOLL,
1993).

As citocinas e quimiocinas exercem acdo tanto na fase inata como na
adaptativa e sdo muito importantes no processo de defesa do hospedeiro. Na
leishmaniose, observa-se que a eliminacdo e/ou controle dos parasitos € verificada
durante a estimulac&o de respostas imune do tipo Thl, acompanhada pela producéo
de citocinas como IL-2, IL-12, INF-y e TNF-a, envolvidas na ativagdo de macréfagos.
Ja na estimulacao de resposta do tipo Th2, as citocinas produzidas (IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13) podem inibir a ativacdo de macrofagos e entdo contribuir para a sobrevida
dos protozoarios (SADICK et al., 1991; SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002).
Corroborando com os dados de que a resposta imune protetora na leishmaniose é a
do tipo Thl, pesquisadores verificaram que camundongos BALB/c, suscetiveis a
infeccdo com L. major, desenvolvem resposta imune Th2, enquanto que
camundongos C57BL/6 desenvolvem resposta Thl e assim controlam a infeccéo
(STEBUT e UDEY, 2004). Clinicamente, na fase ativa da LTA, observa-se
predominancia sérica de linfocitos T CD4 com producdo tanto de citocinas do tipo
Thl quanto do tipo Th2. Ja em individuos com regressédo espontanea da leséo ou
nagueles que apresentam cura clinica ap6s o tratamento quimioterapico, ha maior
producédo de IFN-y e baixos niveis de IL-4 (COUTINHO et al., 1998).

Em relac&o aos anticorpos é sabido que nas leishmanioses cutanea e muco-
cutanea, a imunidade celular e a predominancia de isotipos 1gG1, 1gG2 e IgG3 tém
sido associadas a resposta do tipo Thl; ja o perfil Th2 tem sido relacionado com a
leishmaniose cutanea-difusa, com presenca de 1IgG4 (RODRIGUEZ, CENTENO e
ULRICH 1996; SOUZA et al., 2005). A intensidade da resposta humoral parece
estar relacionada com a carga parasitaria e com a cronicidade da infec¢do. No
entanto, podem ser observados altos titulos de anticorpos em todas as
manifestacdes clinicas da LTA (TRUJILLO et al., 1999).
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Também h& evidéncias de que as formas amastigotas do parasito,
opsonizadas por IgG, podem ser fagocitadas via receptor Fc dos macréfagos. Essa
ligacdo do patdbgeno com receptores dos macrofagos pode alterar o perfil de
citocinas secretadas, prevenindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias
(PLEASS e WOOF, 2001).

Sao conhecidos muitos fatores de viruléncia e patogenicidade de Leishmania
spp. Estes fatores estdo relacionados tanto na adesdo como na fagocitose de
promastigotas pelas células hospedeiras, na inibicdo de processos proteoliticos dos
macréfagos, no escape da destruicdo extracelular, na penetracdo em células
fagociticas e na persisténcia dos parasitos no hospedeiro. Os fatores mais bem
caracterizados sao lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina de superficie principal de
63 KDa (GP63). Durante a fase inicial da infec¢cdo, o LPG promove a sobrevivéncia
intracelular de promastigotas, inativando, no interior do macrofago, a fusdo do
fagossomo com os lisossomos (DESJARDINS e DESCOTEAUX, 1997). Ja se o
fagolisossomo for formado, a GP63 assume uma funcdo protetora, inibindo as
enzimas fagolisossomais (SORENSEN, HEY e KHARAZMI 1994; KHARAZMI et al.,
1999; YAO et al., 2003).

2.5 DIAGNOSTICO DAS LEISHMANIOSES

O diagnéstico das leishmanioses € baseado nas caracteristicas clinicas, em
critérios epidemiolégicos e em resultados de testes de laboratério (GOTO e
LINDOSO, 2010). No entanto, ndo ha um método Unico que possa ser adotado
como padrdo ouro para o diagnostico de infeccdes por Leishmania spp.
(ANDRADE et al., 2001; SZARGIKI et al., 2009).

Durante a etapa laboratorial de diagnostico, diversos métodos sao aplicados
para detectar o parasito e identificar as espécies de Leishmania. Os métodos diretos
ou parasitologicos isolam o parasito a partir de Ulceras na pele (para forma cutanea)
ou a partir de medula éssea ou ganglios linfaticos (quando se trata de LV). O
material pode ser examinado a fresco (sob um microscopio 6ptico) ou inoculado em
meio de cultura para multiplicacdo do parasito. O sucesso no achado do parasito €

inversamente proporcional ao tempo de evolugéo da leséo cutanea, sendo raro apés
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um ano de infec¢do. LesBes muito contaminadas com bactérias ou fungos também
contribuem para diminuir a sensibilidade do método. Recomenda-se a coleta do
material apds assepsia local com 4gua e sabdo. As espécies de Leishmania
apresentam capacidade de crescimento variavel em cultura e esse método requer
uma série de condicbes laboratoriais, pessoal treinado e alguns dias para a
aquisicdo de um numero suficiente de promastigotas para as investigacfes. Estas
caracteristicas tornam o método de isolamento do parasito em culturas inadequado
para o inquérito epidemioldgico em larga escala (MONTENEGRO, 1926; FURTADO,
1980; FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2000).

A sensibilidade da cultura parasitolégica nos casos produzidos por L.
braziliensis estd em torno de 100% nos dois primeiros meses de evolucéo, 75% aos
seis meses e 20% acima dos 12 meses. A sensibilidade global do método esta em
torno de 50% para L. braziliensis. Os casos crénicos, como aqueles com baixa carga
parasitaria na lesdo, resultam em uma sensibilidade ainda mais reduzida desse
método (MONTENEGRO, 1926; FURTADO, 1980; FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2000; LACHAUD et al., 2000).

Outra possibilidade para o diagnodstico desta parasitose é o uso de técnicas
moleculares que pesquisam fragmentos de DNA do parasito. O ensaio de PCR para
L. infantum usando sangue periférico como amostra clinica mostrou ser uma
alternativa altamente eficiente para o0 diagnostico da infeccdo, exibindo
sensibilidades de 82% a 100% e especificidade de 100% (NUZUM et al. 1995;
LACHAUD et al., 2000). No entanto, Fichoux e colaboradores (1999) indicaram que
a parasitemia pode ser episodica podendo acarretar baixa quantidade de parasitos
no sangue no momento da coleta e, consequentemente, ndo deteccdo pela PCR.
Além disso, as técnicas moleculares necessitam de aparatos especificos e ndo séo
todos os laboratdorios que possuem equipamentos de alta complexidade para
realizacado destas analises.

O teste de hipersensibilidade tardia da pele (também chamado de
Montenegro) é utilizado para forma cutanea. O teste € utilizado em larga escala no
Novo Mund, pode detectar infeccdo em algumas semanas e avalia a imunidade
celular. No entanto, é sabido que os testes que utilizam promastigotas ou proteinas
soluveis do parasito como fonte de antigeno sensibilizador podem limitar a
especificidade do teste e/ou aumentar os problemas com a produgcdo de
preparacdes antigénicas (MONTENEGRO, 1926; GONTIJO e MELO, 2004).
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Os exames de sangue que detectam anticorpos (resposta imune humoral)
também sdo uteis. Muitos estudos foram realizados no sentido de avaliar métodos
de diagnéstico para LTA. Essas pesquisas enfatizaram a necessidade de
associacdo de duas ou mais técnicas indiretas para o diagnostico da referida
parasitose para a realizacdo de um diagnostico preciso (FABER et al., 2003;
MARQUES-DA-SILVA et al., 2005; SZARGIKI et al., 2009).

O teste de ensaio imuno-enzimatico (ELISA) para dianéstico da leishmaniose é
considerado um teste rapido, sensivel para deteccdo de anticorpos e facilmente
automatizdvel. No entanto, ndo estad disponivel para comercializacdo no Brasil.
Estudos visando o aprimoramento desta metodologia e empregando antigenos
purificados vém sendo desenvolvidos para que se possa obter uma forma rapida,
segura e eficaz o diagnéstico dessa doenca (PORROZZI et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2011; COSTA et al., 2012; FUMAGALLI et al., 2013).

2.6 PHAGE DISPLAY NA SELECAO DE ANTIGENOS PARA DIAGNOSTICO E
PREVENCAO DA LEISHMANIOSE

O desenvolvimento de novas biomoléculas com o objetivo de se obter
farmacos, vacinas e outros produtos de interesse biotecnolégico atrai diversos
grupos de pesquisadores (BRIGIDO e MARANHAO, 2002).

Buscando fornecer informagdes sobre fatores de viruléncia, enzimas criticas,
caminhos metabdlicos e candidatos a vacinas para a leishmaniose, o genoma de L.
major (IVENS et al., 2005) foi analisado por um grupo de pesquisadores. Ja outro
consorcio de cientistas comparou a sequéncia genética, ja conhecida, de L. major
com o de L. infantum e L. braziliensis. Os resultados mostram que ha apenas 200
genes diferentes em um universo de mais de 8 mil presentes no genoma de cada
uma das espécies. Acredita-se que esses poucos genes diferenciados sejam
responsaveis pelas variacbes da doenca. Os genes que sao distribuidos
diferentemente entre as espécies codificam proteinas envolvidas nas interacdes
patégeno-hospedeiro e sobrevivéncia do parasita no macréfago (PEACOCK et al.,
2007).
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A partir da sequéncia de genes especificos em cada espécie, abre-se a
possibilidade do desenvolvimento de novos tratamentos, visto que o estudo das
proteinas codificadas por essas sequéncias de DNA poderia levar ao
desenvolvimento de drogas, vacinas e novos testes de diagndstico para essa
doenca (PEACOCK et al., 2007).

As proteinas sdo formadas por aminoécidos unidos por ligacdes peptidicas e
constituem as macromoléculas mais abundantes nas células vivas, cujas funcdes
sdo cruciais em todos os processos biolégicos. Desde o desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante, nos anos de 1980, é crescente o niUmero de novas
moléculas de origem biotecnoldgica estudadas, como proteinas e peptideos
recombinantes, anticorpos monoclonais e acidos nucleicos que apresentam um alto
potencial terapéutico e profilatico (BREEDVELD, 2000; FRANCO et al.,, 2008;
NELSON E COX, 2011).

Phage display € uma técnica de selecédo de peptideos in vitro na qual uma
proteina ou peptideo é geneticamente fundido a proteinas de superficie de um
bacteriofago filamentoso, resultando na expressao de uma proteina heteréloga na
superficie do capsideo viral. A insercdo de sequéncias de nucleotideos nos fagos é
feita em uma regido pré-determinada do genoma viral e permite a construcéo de
uma biblioteca conformacional (SMITH, 1985).

Os fagos filamentosos (M13, fl, fd, entre outros) pertencem a familia
Inoviridae de bacteriéfagos e possuem como material genético DNA fita simples
(ssDNA). A infeccdo viral ocorre via pilus sexual de células bacterianas Gram-
negativas que apresentam o gene desta fimbria especial codificado pelo plasmidio
F. A liberacdo das particulas virais, que sdo produzidas a cada ciclo, se realiza a
partir da extrusdo do DNA através da membrana. Em nenhum destes dois
processos ocorre lise celular. A possibilidade de expressdo de uma proteina de
fusdo no capsidio de fagos, de maneira acessivel ao reconhecimento por um
ligante, abriu o caminho para a construcdo de bibliotecas conformacionais
apresentadas na superficie dessas particulas virais. Sendo assim, fagos que
exibem um ligante relevante séo retidos em virtude de sua ligacdo com o alvo,
enquanto que os fagos nao-aderentes sédo lavados e descartados. Esse processo
de selecao é feito artificialmente e denominado biopanning, no qual a molécula alvo

€ imobilizada em um suporte sélido, geralmente uma placa de ELISA. Uma sintese
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das etapas realizadas durante esta técnica é demonstrada na FIGURA 3
(BENHAR, 2001; BRIGIDO e MARANHAOQ, 2002).
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FIGURA 3 - PRINCIPIO BASICO DO RASTREAMENTO DE FAGOS DE

INTERESSE. (A) A biblioteca de fagos é incubada com um alvo imobilizado. (B e C)
Fagos ndo ligados sdo removidos por lavagem enquanto fagos ligantes sdo eluidos.
(D e E) Fagos sdo cultivados em bactérias, amplificados em meio liquido de
crescimento e submetidos a novos ciclos de amplificagdo. (F) A proteina expressa na
superficie dos fagos é obtida apds extracdo e sequenciamento de DNA dos
bacteri6fagos isolados. Fonte: Adaptado de BRATKOVIC, 2010.

Outra caracteristica importante é que essa metodologia utiliza os mais rapidos
protocolos de selecdo ja descritos, uma vez que o sobrenadante das culturas
infectadas pode ser utilizado diretamente para a selecdo. Esta utilizacdo dispensa a
transferéncia para membranas que, além de limitar o nimero de clones, é um
processo extremamente trabalhoso (BRIGIDO e MARANHAO, 2002).

No Brasil, foi avaliada a eficacia protetora contra a leishmaniose experimental
pela imunizacdo com dois peptideos sintéticos selecionados pelas técnicas de
Phage display e Spot synthesis em camundongos desafiados com L. amazonensis.

A imunizacéo foi capaz de induzir elevada resposta imune Thl antes da infeccéo.
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Apés o desafio, uma producdo elevada de IFN-y, baixos niveis de IL-4, IL-10 e
anticorpos especificos ao parasita foram observados nestes animais ao contrario do
gue observado nos animais controle. Esses peptideos demonstraram ser candidatos
a vacina contra a leishmaniose tegumentar americana (FUMAGALLI, 2008).

Em relacdo a L. braziliensis, ndo existem relatos na literatura de selegdo de
peptideos utilizando a técnica de Phage display. Essa investigacdo é importante
para atender a demanda de insumos diagndsticos para deteccdo de L. braziliensis e
assim auxiliar no tratamento precoce de individuos acometidos pelo parasito.

Como a leishmaniose afeta principalmente os paises subdesenvolvidos, a
investigacdo e desenvolvimento de novas ferramentas de diagnéstico, tratamento e
profilaxia tém sido drasticamente negligenciadas. Ha uma clara necessidade de mais
investimentos em pesquisa para avangar e melhorar a conduta destes casos
(DESJEUX, 2004).

Sao apresentados estudos sobre testes diagnosticos por ELISA para
leishmaniose na TABELA 2, relacionando autores, ano, sensibilidade e
especificidades obtidas, forma clinica analisada, método para obtencéo de antigenos
e algumas observacoes.

Apo6s o diagndstico da doenca, estabelece-se o tratamento com antimoniais.
Todavia, esta terapia possui alguns inconvenientes como efeitos colaterais e
limitacdes a pacientes contra-indicados, além de resisténcia do parasita ao farmaco.
Quando nao ha éxito no tratamento com o antimonial utiliza-se a anfotericina B e a
pentamidina. Além da quimioterapia, a associacdo com a imunoterapia (vacina) vem
apresentando excelentes resultados e demonstrando grande eficiéncia (MAYRINK et
al., 2006).



38

TABELA 2 - TRABALHOS QUE BUSCARAM DESENVOLVER TESTES ELISA
INDIRETO PARA LEISHMANIOSE RELACIONANDO AUTORES,
ANO, SENSIBILIDADES E ESPECIFICIDADES OBTIDAS, FORMA
CLINICA, METODO PARA OBTENCAO DE ANTIGENOS E

OBSERVACOES.
Autores/ano Sensibilidade e Formas Método de Observacoes
especificidade  clinicas obtencéao
dos
antigenos
FARGEAS 71 e 93% LV Clonagem 79 (sens) e 80%
et al., 1996 (espec) com AS
PASSOS et 100% e 100% LV Clonagem Antigenos KPM11
al., 2005
PORROZZI 70 a2 100% e Canina Clonagem Sensibilidade com
et al., 2007 98% AS 88%
OLIVEIRA et Sens. 64 a 93% LVe Clonagem
al., 2011 (canina) e 36 a canina
97% (LV) e
espec. 76 a
100% (canina) e
90 a 97% (LV)
FARIA et al., 88 e 95% Canina Predicdo de  Comparou com kit
2011 epitopo de EIE -
célula B Biomanguinhos
(13% de sens. e
100% espec.) —
imunocromatografia
KUMAR et 95 e 100% LV SDS PAGE -
al., 2012 e 2D
COSTA et 71a100 % LV e Predicdo de  Cut-off variaram
al., 2012 (canina) e 81 a canina epitopo de de 0,143 a 0,441
100% (LV) célula B
FUMAGALLI 75% e 90% Canina Predicéo de
etal., 2013 epitopo de
célula B

Nota: Sens.: sensibilidade, Espec.: especificidade, AS: Antigeno soluvel

, LV: leishmaniose visceral
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2.7 IMUNOPROFILAXIA DA LEISHMANIOSE

Considerando a multiplicidade de fatores que envolvem a transmissao da
leishmaniose, nota-se a dificuldade para se formular estratégias eficientes para o
controle dessa doenca. Neste sentido, progressos ocorrem nos estudos de novos
antigenos candidatos a vacinas contra a leishmaniose, visto que a imunoprofilaxia é
reconhecida mundialmente por ser uma forma segura e eficaz de levar o sistema
imunolégico a desenvolver defesa contra determinados agentes patogénicos.

O desenvolvimento de novas vacinas, iniciado com imuniza¢des contra a
variola em 1796 por Edward Jenner, busca a estimulacdo da resposta imunoldgica
dos organismos frente a patdgenos e assim torna-se uma importante ferramenta no
combate as doencas infecciosas (HANDMAN et al., 1997).

As vacinas de primeira geracao representam aquelas que empregam na sua
composicdo o agente patogénico morto ou submetido a tratamentos que levam a
sua inativacdo ou a atenuacdo. As composi¢cdes que incluem parasitos mortos
abrem a possibilidade de promover protecao utilizando o micro-organismo por inteiro
e contendo muitos antigenos, ja as que apresentam organismos atenuados tem a
vantagem de ndo necessitar de doses de reforcos, visto que os parasitos, apesar de
terem perdido sua capacidade de produzir a doenca, encontram-se vivos e podem
se multiplicar e ativar o sistema imune do hospedeiro. No entanto, uma preocupacéo
ao se utilizar vacinas com agentes atenuados € a possibilidade de reversédo da
viruléncia e o aparecimento da doenca em um individuo vacinado. A padronizacao
das cepas de uma cultura para outra € um dos principais entraves que impede o
registro e comercializacédo de vacinas mortas (OKWOR et al., 2012).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular comecaram a surgir 0s
primeiros candidatos vacinais constituidos por subunidades definidas, denominados
antigenos recombinantes que marcariam a segunda geracdo de vacinas. Estas
pesquisas permitiram o desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficazes e
polivalentes. No final dos anos 90, com o avan¢o dos estudos do genoma de
diferentes agentes infecciosos, comecaram a surgir vacinas de terceira geracao
(chamadas vacinas de DNA), constituidas de genes que codificariam antigenos

protetores, clonados em vetores contendo promotores eucariéticos, as quais teriam
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uma aplicacdo promissora no controle de diversas infeccdes (XU e LIEW,1994;
ULMER et al., 1996; HANDMAN et al., 1997).

Uma vacina ideal contra a leishmaniose deve ter vérias propriedades,
incluindo ser segura, necessitar de um nimero pequeno de imunizaces, induzir
protecdo a longo prazo contra a maioria ou todas as espécies que causam
leishmaniose no homem, ser biologicamente estavel e de facil administracdo, ser
economicamente acessivel, vidvel e também ser eficaz tanto no tratamento como na
prevencdo da leishmaniose. Ainda, durante o desenvolvimento de tal vacina é
essencial caracterizar antigenos protetores e implanta-los em sistemas criativos e
otimizados para atender os padrdes cientificos e a regulamentacdo vigente
(WAHREN e BRYTTING, 1997; COLER e REED, 2005).

Existem relatos de que a vacinagdo contra a leishmaniose humana tem sido
praticada ha séculos. No entanto, os primeiros estudos vacinais publicados foram
realizados nos paises asiaticos, onde foram inoculadas cepas vivas virulentas de L.
major na populagéo, pratica conhecida como leishmanizagéo, cujo objetivo seria a
atingir imunidade duradoura apdés a cura da leséo, o que foi eficaz na leishmaniose
cutanea no Velho Mundo. Nas inoculacdes efetuadas em pessoas observou-se o
aparecimento de lesdes menores seguidas de recuperacdo dos pacientes. No
entanto, varios problemas impedem o uso generalizado deste procedimento,
incluindo a parte logistica, dificuldade de padronizacdo de viruléncia das cepas e
ocasionais lesdes persistentes graves, resultantes da inoculacdo da vacina (NADIM,
1984; KHAMESIPOUR et al., 2005).

Muitas das vacinas testadas atualmente utilizam parasitos mortos (vacinas de
primeira geracao). Os primeiros ensaios clinicos de imunizacdo com promastigotas
de Leishmania mortos contra leishmaniose no Brasil sdo datadas de 1939, quando
Salles-Gomes e Pessoa imunizaram determinada populacdo com este tipo de
preparacdo. Os resultados sugeriram um efeito protetor do esquema vacinal com
diminuicdo do tamanho das lesGes nos individuos imunizados. Estimulados com os
resultados, novos testes contra a LTA em humanos foram desenvolvidos. Uma
suspensao de formas promastigotas dermotrépicas de Leishmania sp. preparadas
em solucdo fenolada foi administrada intramuscularmente em voluntarios. Apos 20
meses de observagdo encontrou-se nos individuos controle negativos um indice de
desenvolvimento da doenca da ordem de 18%, enquanto que entre 0s vacinados
somente 3,2% adoeceram (PESSOA, 1941).
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Os estudos de Pessoa e colaboradores foram seguidos muito mais tarde por
uma série de ensaios realizados por Mayrink e colaboradores (1979). Algumas
modifica¢cdes foram introduzidas no protocolo de vacinacao (incluindo a diminuicéo
do numero de cepas de Leishmania) e também na preparacdo da suspensao. Desta
forma, apenas cinco cepas dermotropicas (isoladas de diferentes areas no Brasil)
foram usadas, a sonicacdo dos parasitos foi também introduzida e o teor de
nitrogénio total foi usado como uma forma de normalizar as preparacdes.

O grupo de Mayrink e colaboradores utilizaram esta vacina em militares da
Amazébnia (area de alto risco para leishmaniose). Observou-se reducao de 67,3%
em 1980 e 7% em 1983 na incidéncia da doenca entre os individuos vacinados que
passaram a apresentar Teste de Montenegro (IDR) positivo. Também foi sugerido
gue o teste intradérmico (IDR), em humanos, seria um importante indicador da
resposta imune o que, de certa forma, refletiria um estagio de protecdo. Nenhum
efeito de exacerbacéo da doenca foi observado (ANTUNES et al., 1986).

O estudo do grupo de pesquisa supra citado também revelou que a vacinacao
aumenta a proliferacdo de linfécitos e a respostas de células mononucleares do
sangue periférico, quando em comparacdo com os individuos controles né&o
vacinados. Observaram também correlacdo de 90% destes resultados com o teste
cutaneo positivo. Os ensaios demonstraram que o soro de individuos vacinados
reconheceu oito principais antigenos com massas moleculares estimadas em 13,5,
25, 40, 63, 73, 85, 97 e 160 kDa (NASCIMENTO et al., 1990).

Em 1985, resultados de uma campanha de vacinacdo durante epidemia de
LTA na cidade de Viana no Espirito Santo revelaram diferencas estatisticamente
significantes nos niveis de infeccédo entre os grupos vacinados e ndo vacinados, com
87,6% dos individuos vacinados apresentando Teste de Montenegro positivo apds a
vacinacdo (MAYRINK et al., 1985). Apesar dos 6timos resultados obtidos com a
campanha, criticas foram feitas quanto a sua composicao e identificacdo das cepas
gue compunham a suspensao vacinal, jA que as varias cepas de Leishmania néo
eram bem caracterizadas, o que levavam a dificuldades de fabricacdo e
padronizacdo da vacina.

Reunibes cientificas foram organizadas para analisar a estratégia vacinal
adequada para pesquisas e a formulagcéo da vacina utilizando somente uma cepa de
L. amazonensis. Também foi decidido que a Biobras SA (industria farmacéutica

interessada na producéo e comercializacao do produto) produziria a vacina incluindo
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no processo as boas praticas de fabricacdo. Ensaios de Fase | foram realizados no
Rio de Janeiro. De acordo com avalia¢des clinicas e laboratoriais realizadas, apesar
da alta concentracdo de proteina total por imunizacdo, concluiu-se que a vacina era
in6cua se aplicada, e ensaios de Fase Il foram iniciados (MARZOCHI et al., 1995).
Esta vacina foi testada com o uso de adjuvantes em 56 voluntarios saudaveis que
receberam vacina e placebo ou rhGM-CSF (Fator recombinante humano estimulante
colénias de granuldcitos macréfagos). Os niveis de IFN-gama e IL-5 foram
significativamente aumentados no grupo que recebeu a vacina. O grupo que
recebeu apenas adjuvante teve resposta significativa a vacinagdo, comparado ao
grupo placebo (86% de todos os voluntarios foram IDR positivo no dia 42). A
utilizacdo de rhGM-CSF melhorou a resposta imune indicando que ele poderia
otimizar a resposta imunolégica a vacina (FOLLADOR et al., 2002). Apesar de todos
os esforgos ainda ndo existe uma vacina para leishmaniose humana em utilizacéo.

O uso de organismos atenuados ou produtos parasitarios € uma abordagem
gue visa evitar 0s perigos e as inconveniéncias do emprego de parasitos infectantes.
Em relacdo aos imunobiolégicos da segunda geracdo, protocolos vém sendo
desenvolvidos e/ou testados em diversos paises, mas até o presente, nenhum foi
comprovado ser satisfatoriamente eficaz ou viavel (VELEZ et al., 2010; FUMAGALLI
et al., 2013)

Considerando o exposto, fica evidente a necessidade de producdo de
antigenos purificados, de alta sensibilidade e seguranca para a prevencdo da
leishmaniose. Dentre as vacinas de segunda geracdo testadas para leishmaniose

algumas sao apresentadas na TABELA 3.

TABELA 3 — VACINAS DE SEGUNDA GERACAO TESTADAS PARA
LEISHMANIOSE, RELACIONANDO AUTORES, ANO,
ANTIGENOS, METODOS PARA OBTENCAO, MODELO
EXPERIMENTAL/CEPA, CEPA TESTADA, RESULTADOS E
ALGUMAS OBSERVACOES

Autores/ano Antigenos e Modelos Resultados Observacdes
meétodos para experimental/cepa obtidos
obtencao
SPITZER et al., GP63 - Clonagem Camundongos Balb/c - Protecgédo
1999 L. major (auséncia lestes)
por dez meses
apos o desafio
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Autores/ano Antigenos e Modelos Resultados Observacodes
métodos para experimental/cepa obtidos
obtencéo
COELHO et al., LACK e A2 - Camundongos Balb/c - Protecéo. Foi observada
2003 Clonagem L. donovani RI Thl (altos protecédo
niveis de IFN- y e | somente com A2
baixos de IL-4), e ndo com LACK
anticorpos guando o desafio
especificos e foi realizado com
diminuicédo na cepas de L.
quantificacdo amazonensis
parasitaria
SALAY et al, Clonagem de 4 Camundongos Babl/c - Auséncia de Proteinas:
2007 diferentes proteinas L. braziliensis protecéo. Nao foi Receptor
observada homdlogo de C
diminuicéo no quinase,
tamanho ou Antioxidante
ndmero de lesdes | thiol-especifica,
caracteristicas. Fator de
Auséncia IFN-y iniciacdo e
alongamento de
Leishmania e
Fator de inducéo
de estresse de L.
major
FUMAGALLLI, Peptideos sintéticos - Camundongos Bab/c - | Protecédo. Elevada
2008 Técnica de Phage L. amazonensis RI Thl antes da
Display infecgéo.
Producéo elevada
de IFN-y, baixos
niveis de IL-4, IL-
10 e anticorpos
especificos para o
parasito nos
animais vacinados
VELEZ et al, Clonagem de 3 Humanos — sem Protecdo. IFN-y foi Proteinas
2010 proteinas desafio maior nos clonadas:
vacinados. Titulos (Antioxidante
de 1gG especificos | thiol-especifica,
foram observados. Fator de
Teste IDR foi iniciacao e

positivo em todos

0s participantes

gue receberam o
imunoégeno

alongamento de
Leishmania e
Fator de indugéo
de estresse de L.
major

Nota: RI: Resposta imune, LACK: Leishmania homologue of receptors for activated C kinase.
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Apesar da existéncia de indmeros estudos visando a profilaxia da
leishmaniose humana, muitas lacunas ainda precisam ser preenchidas. As medidas
de controle da LTA até agora implementadas foram incapazes de eliminar ou
diminuir a transmissdo e impedir a ocorréncia de novas epidemias. Ja os métodos
disponiveis para o diagndstico e as pesquisas visando imunoprofilaxia da LTA ainda
ndo apresentam a eficacia e aplicabilidade desejadas, embora avan¢os promissores
tenham sido alcancados com as pesquisas de novos testes.

2.8 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

O tratamento de primeira escolha para leishmaniose tegumentar americana €
o antimonial pentavalente. Embora este tratamento seja na maioria das vezes efetivo
e indicado, devem ser consideradas as desvantagens tais como efeitos colaterais,
longa duracao do tratamento e contra-indicacdo para cardiopatas, nefropatas, idosos
e gravidas (MAYRINK et al., 2006).

Os primeiros estudos buscando vacinas para o tratamento de LTA sao
datados do inicio do século, quando foram cultivadas e esterilizadas cepas de
Leishmania tropica (originarias de infeccOes experimentais de macacos) que
compuseram uma vacina aplicada em individuos com lesdes caracteristicas de LTA.
A analise dos resultados demonstrou que o tratamento foi bem sucedido, pois
proporcionou a cura dos casos (ROW, 1912).

Um protocolo para imunoterapia foi testado por Mayrink e colaboradores
administrado-se a individuos com LTA doses crescentes a uma vacina composta por
promastigotas mortos. Séries de 10 dias de tratamento, foram aplicadas até se
observar a cura completa dos individuos. Dos 122 pacientes participantes, 60
receberam a vacina e os demais foram tratados com a quimioterapia convencional.
Os resultados deste ensaio confirmam que 95% dos pacientes tratados com a
vacina foram curados apdés um maximo de 20 séries (400 dias). Mais uma vez, a
imunoterapia provou ser uma alternativa de tratamento eficaz para a LTA,
especialmente quando a quimioterapia convencional ndo é recomendada (MAYRINK
1991,1992).
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Mais recentemente demonstrou-se que a associacdo do antiménio com a
vacina (imunoquimioterapia) apresentou alto indice de cura (100%). Também
verificou-se que a aplicacdo da vacina reduziu o volume do sal em 17,9% e o tempo
de cura de 87 para 62 dias; consequentemente, reduzindo os efeitos colaterais
(MAYRINK et al., 2006).

Deve ser considerado ainda o uso de vacina anti-Leishmania em pacientes
gue apresentam co-morbidades. A ocorréncia de leishmaniose em pacientes com
HIV ou hanseniase tem aumentado, sendo que estes pacientes sdo geralmente
resistentes a quimioterapia convencional e apresentam maus prognoésticos na
maioria dos casos. Pacientes HIV positivos e com LTA foram tratados com
imunoterapicos e em todos os casos de regressao da lesdo foi alcancado com éxito
(HERMETO et al., 1992, CUNHA et al.,1994). J& em pacientes com associacao de
LTA e hanseniase (formas virchowiana e indeterminada) trés doses de vacina
combinada com BCG em um periodo de trés meses foram necessarios para induzir
a cura completa das lesfes (SILVEIRA e MAYRINK, 1997).

O arsenal terapéutico da LTA € muito restrito jA que as drogas disponiveis
apresentam elevada toxicidade e nenhuma delas € eficaz. A recidiva, a falha
terapéutica em pacientes imunodeprimidos e a resisténcia ao tratamento séo fatores
gue motivam a busca de uma droga ideal. Neste sentido € desejavel a realizacao de
pesquisas que visem a cura da doenca de forma mais rapida e com poucos efeitos

colaterais.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar, por meio da técnica de Phage display, mimotopos ou epitopos
especificos para anticorpos de pacientes com LTA que, ap0s a sintese quimica,
possam ser empregados no diagndstico e imunoprofilaxia da leishmaniose

tegumentar americana.

3.2 ESPECIFICOS

- Selecionar mimotopos ou epitopos a partir de bibliotecas de peptideos
apresentados em fagos através da técnica de Phage display utilizando soros de

pacientes com LTA,

- Identificar as sequéncias peptidicas especificas selecionadas pela técnica

de Phage display;
- Sintetizar quimicamente as sequéncias peptidicas especificas selecionadas;

- Avaliar os peptideos sintéticos sollUveis quanto a possivel utilizacdo em

ensaios soroldgicos para diagnéstico da LTA;

- Avaliar os peptideos sintéticos solUveis quanto ao estimulo da resposta
imune celular e humoral em animais experimentais, visando sua utilizacdo como

vacina.
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CAPITULO 1

Phage display para sele¢cdo de antigenos de Leishmania braziliensis

RESUMO

A técnica de Phage display foi aplicada para rastrear peptideos a serem utilizados
como antigenos em imunodiagndstico e imunoprofilaxia de leishmaniose tegumentar
americana (LTA). Os soros de 57 pacientes com teste imunoenzimatico (ELISA)
positivo para LTA tiveram suas imunoglobulinas G anti-Leishmania braziliensis (L.
braziliensis) purificadas e incubadas com bibliotecas de fagos. A afinidade do
peptideo expresso na superficie dos fagos com as imunoglobulinas especificas
purificadas possibilitou a selecao de 428 clones de fagos. Os clones foram testados
contra anticorpos de pacientes com LTA por ELISA sendo que 36 foram reativos e
tiveram seus DNAs extraidos e sequenciados. Trés peptideos foram identificados e
sintetizados quimicamente usando a estratégia 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) de
fase solida. A analise de similaridade em bancos de dados demonstrou que as
sequéncias dos trés peptideos apresentam homologia com glicoproteina de 63 kDa,
com Lipofosfoglicano e com proteinas hipotéticas de Leishmania sp. Os peptideos 1,
2, 3 e um MIX dessas macromoléculas foram emulsionados em adjuvante completo
e, posteriormente, em incompleto de Freund e injetados por via subcutanea em
hamsters golden. Anticorpos anti-peptideos obtidos foram reativos ao Antigeno
soluvel (AS) de L. braziliensis, em avaliacéo in vitro por Western blotting. Soro dos
hamsters que receberam o peptideo 1 apresentaram anticorpos que reconheceram
bandas proteicas entre 76 e 150 kDa de L. braziliensis. Ja o soro dos animais que
receberam peptideos 2 e 3 apresentaram anticorpos que reconheceram bandas
entre 52 e 76 kDa de L. braziliensis, assim como o MIX dos peptideos. Esses
resultados evidenciam um novo caminho para a busca de moléculas com fins
terapéuticos, imunoprofilaticos, para diagndstico e pesquisa em leishmaniose.

Palavras-chave: leishmaniose. Sintese quimica. Antigeno. Imunodiagndstico.
Peptideos sintéticos.
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CHAPTER 1

Phage Display to select Leishmania braziliensis antigens

ABSTRACT

Phage display technique was applied to screen peptides to be used as antigens in
immunodiagnosis and immunoprophylaxis of American Cutaneous Leishmaniosis
(ACL). Sera from 57 patients with positive enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) for ACL had their Immunoglobulin G anti-Leishmania braziliensis (L.
braziliensis) purified and incubated with phages libraries. The affinity of the peptide
expressed on the surface of the phages with the specific purified immunoglobulins
allowed the selection of 428 phage clones. The clones were tested against
antibodies from patients with ACL by ELISA, 36 were reactive and had their DNA
extracted and sequenced. Three peptides were identified and chemically synthesized
using the 9- fluorenilmetoxicarbonila solid-phase (Fmoc). The similarity analysis of
the peptides with sequence databases showed that they have similarity with a 63
kDa glycoprotein of Leishmania, a lipophosphoglycan and other hypothetical proteins
of Leishmania sp. Peptides 1, 2, 3 and a MIX of these macromolecules were
subsequently emulsified in complete and incomplete Freund's adjuvant and injected
subcutaneously in golden hamsters. Anti-peptides antibodies were reactive to the
soluble antigen (SA) of L. braziliensis, in evaluation in vitro by Western blot. Sera
from hamsters that received the peptide 1 presented antibodies that recognized
proteins bands between 76 and 150 kDa from L. braziliensis. Sera from animals that
received the peptides 2 and 3 presented antibodies that recognized bands between
52 and 76 kDa of L. braziliensis, as well as the MIX. These results show a new way
on the discovery of molecules with therapeutic purposes, immunoprophylactic, for
diagnosis and research on Leishmaniosis.

Key words: leishmaniosis. Chemical synthesis. Antigen. Immunodiagnosis. Synthetic
peptides.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um problema de saude publica, pois representam um
complexo de doencgas com amplo espectro clinico e epidemiolégico (BRASIL, 2010).

A identificacdo de epitopos proteicos que sejam capazes de induzir resposta
imune ou de detectar anticorpos é um objetivo essencial para o controle das
leishmanioses. Nas Ultimas décadas, grande numero de moléculas vem sendo
descritas como candidatas a antigenos para sorodiagnostico da leishmaniose.
Algumas delas sdo moléculas purificadas ou fragbes solaveis do parasito. No
entanto, antigenos produzidos por engenharia genética vém sendo pesquisados e
validados para pesquisa de anticorpos contra-Leishmania (FARGEAS et al., 1996;
FUMAGALI, 2008; VELEZ et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; KUMAR et al., 2012).
Porém, estes antigenos ainda apresentam necessidades de adequacdes dos valores
de sensibilidades e especificidades para uso em diagnostico e imunoprotecao.

A técnica de Phage display pode representar uma alternativa para busca de
novos alvos antigénicos. O peptideo ou a proteina expressa na superficie de cada
fago possibilita a selecdo de sequéncias com base na afinidade da ligacdo com
anticorpos por um processo de selecédo in vitro denominado biopanning (PARMLEY
e SMITH, 1988).

Nosso grupo vem empregando essa técnica com sucesso para identificar
peptideos mimotopos de diferentes patdogenos (ALBAN, 2011; PEIXOTO, 2011). A
técnica também permite a selecéo de antigenos Uteis na producéo de vacinas, visto
gue para muitas doencas ndo existe tratamento eficaz ou quando existem estes
medicamentos podem ser toxicos (AUTRAN et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivo selecionar e avaliar peptideos sintéticos
obtidos por Phage display que possam ser usados em diagndstico sorolégico

especifico ou imunoprofilaxia da Leishmaniose tegumentar americana.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 DELINEAMENTO DAS PRINCIPAIS ETAPAS DO ESTUDO

Séao apresentadas resumidamente as etapas realizadas no presente trabalho
na FIGURA 1.

* Preparo do antigeno soluvel de Leishmania braziliensis (cultura,
processamento, dosagem proteica)

* Selecdo dos soros de pacientes por ELISA (padronizacdo da
técnica, avaliacao da presenca de anticorpos)

* Purificacdo e selecdo de anticorpos anti L. braziliensis
(precipitacao, cromatografia, Western blotting)

* Selecao de peptideos pela técnica de Phage display

* Sintese quimica dos peptideos e avaliacoes imunologicas

FIGURA 1 - PRINCIPAIS ETAPAS REALIZADAS NO PRESENTE ESTUDO

2.2 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos (Protocolo 107/11) e pelo Comité de Etica em Pesquisa com animais
(Protocolo 26/2012).
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2.3 AMOSTRAS DE SOROS DE INDIVIDUOS COM LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA E DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

Foram coletadas amostras de sangue de pacientes portadores de LTA para a
obtencédo de soros, selecdo das imunoglobulinas especificas contra L. braziliensis e
para avaliacdo dos antigenos produzidos no presente trabalho. Os voluntarios foram
provenientes do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR) e
de varias Regionais de Saude do Estado do Parana. Foram também coletadas
amostras de sangue de individuos saudaveis que ndo apresentaram histérico de
leishmaniose ou doenca de chagas, moravam em zona indene (livre da doenca) e
nao mantinham contato com pacientes infectados com essas doencas. Os soros

foram coletados e armazenados em freezer a -20°C.

2.4 PRODUCAO DE ANTIGENOS DE Leishmania braziliensis E DE L. amazonensis

Para realizacdo dos testes ELISA e Western blotting foram produzidos
antigenos a partir de culturas de promastigotas de L. braziliensis
(MHOM/BR/94/Cur22) e de L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269). As cepas
utilizadas foram previamente caracterizadas por isoenzimas e encontram-se
armazenadas no criobanco do Laboratorio de Parasitologia Molecular da UFPR.

Os promastigostas foram cultivados em meio bifasico Novy-McNeal-Nicolle
(NNN), com a fase liquida sendo solucdo salina fisiolégica 0,9% esterilizada e
apirogénica a 24°C. As cepas foram repicadas entre cinco a sete dias para novos
tubos contendo meio de cultura. Apos a obtencédo de seis tubos, ricos em formas
promastigotas, 0,5 mL do sobrenadante de cada tubo foi repassado para garrafas de
cultura (100 mL) estéreis contendo o meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA) enriquecido com soro fetal bovino (Gibco, Rockville, Maryland,
USA) a 10%. Apos a multiplicacdo dos parasitos, as formas promastigotas foram
recuperadas por filtracdo em gaze esterilizada. O conteudo obtido foi submetido a
centrifugagéo a 3.500 g por 10 minutos a 4°C. Foram realizadas lavagens com

solucdo fisiologica 0,9%, 0,3%, 0,9% e PBS (tampéo fosfato-salino) pH 7,2,
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respectivamente, para a eliminacdo do meio de cultura restante, lise das hemacias e
remocdo da hemoglobina do coelho. A recuperagdo das células foi feita por
centrifugagdes a 3.500 g por 10 minutos a 4°C.

ApoOs a Ultima centrifugacdo foi realizado o rompimento dos parasitos
ressuspendendo-se o sedimento com 4gua destilada esterilizada num volume igual a
metade do volume desse sedimento. Para a lise completa dos protozoarios também
foram realizados seis ciclos de congelamentos e descongelamentos subitos
imergindo os tubos em nitrogénio liquido até seu congelamento e imediato
descongelamento em banho-maria a 37°C. Mantendo os antigenos conservados em
banho de gelo foi aplicada a acdo do Ultra-Som Sonoplus HD 2070 (Bandelin,
Berlim, Alemanha) a 150 W por seis séries de 30 segundos com intervalos de um
minuto.

O produto resultante foi centrifugado por 30 minutos em ultra-centrifuga a 4°C
e 14.000 g. Os sobrenadantes foram recuperados e filtrados em sistema esterilizante
(membrana 0,22 um), o que constituiu o antigeno solavel (AS) de L. braziliensis e de
L. amazonenses. Em seguida foi realizada dosagem de proteinas dos ASs pelo
método de Lowry (LOWRY, 1951). (SZARGIKI et al., 2009).

Foram feitas aliquotas dos conteudos antigénicos produzidos que foram

armazenadas em tubos criogénicos a -20°C para uso nos experimentos posteriores.

2.5 AVALIACAO DO PERFIL ELETROFORETICO DOS ANTIGENOS SOLUVEIS
DE L. braziliensis E L. amazonensis

Para andlise do perfil eletroforético do AS de L. braziliensis e de L.
amazonensis produzidos foi realizada a técnica de Eletroforese de Proteinas em Gel
de Poliacrilamida (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). Para isso, 20 ug de cada fracéo
dos antigenos do parasito foram diluidos em tampdo de amostra 4X, em presenca
do agente redutor beta-mercaptoetanol e aquecida a 100 °C por cinco minutos. Essa
mistura foi distribuida em canaletas de um gel de poliacrilamida a 15%. A corrida
eletroforética foi realizada a 100 V em tampao Tris 0,025M, glicina 0,2M e SDS
0,5%, pH 8,3.
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Terminada a corrida foi realizada a coloracdo do gel por nitrato de prata. Para
isso, o gel foi lavado com &gua destilada por cinco minutos, fixado com metanol 50%
por 20 minutos e lavado por mais 10 minutos com agua destilada. Posteriormente, o
gel foi fixado com glutaraldeido 10% por 30 minutos, e lavado com agua por quatro
vezes por 10 minutos. Para corar as proteinas, uma solucao de nitrato de prata 1%
foi preparada, adicionando-se 53% de hidroxido de sodio a 0,36% e 3,5% de
hidréxido de ambnio. O gel foi corado por 20 minutos ao abrigo de luz e lavado duas
vezes com agua destilada por cinco minutos. Para revelacéo, o gel foi incubado com
solucdo contendo 0,25% de &cido acético e 0,1% de formaldeido. Para parar a
reacdo foi adicionada uma solucdo de parada contendo &cido acético 1% por 20

minutos.

2.6 SELECAO DE IMUNOGLOBULINAS ANTI-L. braziliensis

Os soros dos pacientes com LTA e dos individuos ndo portadores de LTA
foram testados pelo método ELISA indireto para pesquisa de anticorpos contra-
Leishmania. Para a padronizacédo deste ensaio foram utilizadas placas de 96 pocos
(Costar, Cambridge, Massachusetts, USA), anti-imunoglobulina G humana Fc
especifica conjugada a peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) e o
cromogeno OPD (Ortofenilenodiamina - Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).

Foram analisadas quatro concentracfes dos antigenos de L. braziliensis e de
L. amazonensis (125, 250, 500 e 1.000 ng/poco), frente a trés diluicbes (1:25, 1:50 e
1:100) dos soros (controles positivos e negativos e amostras teste) e trés diluicbes
do conjugado (1:5000, 1:7500 e 1:10.000). Em todos os testes ELISA, realizados
durante este trabalho, os soros foram avaliados em duplicatas e os resultados
apresentados representam a média de cada amostra. As diluicdes do conjugado, do
soro e dos antigenos capazes de melhor discriminar entre controles positivos e
negativos foram selecionadas. Os testes passaram a ter a seguinte padronizacao:
antigenos 500 ng por poco, soro diluido 1:100 e conjugado diluido 1:10.000.

Para a avaliacdo de todos os soros dos pacientes e selecdao das
imunoglobulinas o teste foi realizado fazendo-se a sensibilizacdo das placas com
100 pL do antigeno produzido (500 ng) em coating buffer (Na,CO3 0,16%, NaHCO3
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0,29%, pH 9,6) por poco e incubacéo overnight a 4°C. Apods esta etapa, a solucéo
de antigeno foi descartada e as placas lavadas, duas vezes, com solucdo de
lavagem (NaCl 0,9% - Tween 20 0,05%) para remoc¢do do antigeno néo fixado. O
bloqueio dos espacos dos pocos ndo ocupados pelo antigeno foi realizado, por uma
hora a 37°C, adicionando-se 120 pL de solucéo de bloqueio (caseina 2% em PBS
pH 7,4) por poco. Apds incubacdo, nova lavagem da placa foi realizada. Os soros
diluidos (1:100) em tampdo de incubac¢édo (0,25% de caseina em PBS pH 7,4 -
Tween 20 0,05%) foram adicionados a placa e incubados em estufa a 37°C por uma
hora. As placas foram novamente lavadas, por quatro vezes, foram adicionados 100
pL por poco do conjugado anti-humano diluido 1:10.000 em tamp&o de incubagéo e
as placas incubadas por uma hora a 37°C. Foram realizadas quatro lavagens das
placas e o substrato, composto por uma pastilha de OPD (2 mg) diluida em 10 mL
de tampéo citrato 0,15M, pH 5,0 e 2 pL de peroxido de hidrogénio a 30% foram
aplicados. Ap6s 15 minutos, ao abrigo de luz, foi efetuada a parada da reacéo
adicionando-se 20 uL da solucédo de acido sulfurico 1:20. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (leitor de microplaca) no comprimento de onda de 492 nm.

Para determinacdo do nivel de corte (Cut-off ) do teste, as 37 amostras de
soro humano provenientes de zona indene para leishmaniose no Estado do Parana
foram analisadas contra o AS. A média obtida das absorbancias dessas 37 amostras

foi somada a duas vezes o desvio padréo obtido para calculo do Cut-off .

2.7 PRECIPITACAO DAS IMUNOGOBULINAS ANTI-Leishmania COM SULFATO
DE AMONIO

Foi realizada a selecao de imunoglobulinas totais para posterior purificacéo de
IgGs contra - L. braziliensis. Para isso, foram utilizados os soros de pacientes
(positivos no teste ELISA indireto descrito no item 2.6) que compuseram um pool de
soros humanos. Esse conteudo foi centrifugado por 30 minutos a 3.000 g a 4°C. Em
banho de gelo e sob agitacdo, o sobrenadante obtido teve suas imunoglobulinas
precipitadas por adicdo lenta de igual volume de solugdo de sulfato de ambnio
saturada, conforme descrito por Harlow e Lane (1988). A mistura foi deixada em

repouso a 4°C overnight e posteriormente foi transferida para tubos de 50 mL e
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centrifugada por 30 minutos a 3.000 g a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, as
imunoglobulinas presentes no precipitado foram reconstituidas em PBS pH 7,4. O
conteudo foi adicionado a membranas de dializadoras e dialisado contra PBS, pH
7,4, para remogéao do sulfato de amonio.

2.7.1 SDS-PAGE para avaliacao da purificagdo das imunoglobulinas por precipitacao
com sulfato de amoénio

A pureza e a massa molecular das imunoglobulinas, obtidas pela precipitacéo
dos soros em sulfato de aménio, foram avaliadas por SDS-PAGE. Para esta etapa
realizou-se a eletroforese, com gel na concentracdo de 10% e amostras preparadas
sob condicfes redutoras e ndo redutoras. Essa metodologia permite a visualizacéo
da retirada da albumina presente no soro.

A técnica de SDS-PAGE foi realizada conforme item 2.5 com a diferenca de
gue terminada a corrida eletroforética, os géis foram lavados em agua destilada e
corados em solucdo de Comassie Blue, por uma hora, com agitacdo e descorado

em solucéo de descoloracao também sob agitacao e a temperatura ambiente.

2.8 OBTENCAO DE IMUNOGLOBULINAS DA SUB- CLASSE G (IgGs)

Para posterior realizacdo dos ciclos de selecdo (pannings) da técnica de
Phage display, a purificacdo de IgGs anti - L. braziliensis dos pacientes com LTA
ocorreu em duas etapas. Inicialmente, as IgGs foram purificadas por cromatografia
de afinidade em proteina G-agarose, seguida da purificacdo das imunoglobulinas a
partir de antigenos transferidos para a membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF
- Millipore Corporation, Billerica, Maryland, USA).

As imunoglobulinas da classe G foram obtidas por cromatografia de afinidade
em proteina G - agarose (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) com o objetivo
de que a por¢cdo Fc das IgGs reconhecesse a molécula da proteina G fixada na

resina e assim fosse possivel recuperar este tipo especifico de anticorpo.
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A ligacdo entre o antigeno (Proteina G - agarose) e 0s anticorpos
(imunoglobulinas G) foi realizada aplicando-se uma fragdo das imunoglobulinas
totais a coluna de proteina G - agarose, que permaneceu sob agitacao por uma hora
a temperatura ambiente. A coluna foi lavada com tampéo fosfato de s6dio 20 mM,
pH 7,0 até ndo se detectar mais proteinas pelo teste de Bradford (1976). As IgGs
foram eluidas por mudanca de pH com tampéo glicina 100 mM, NaCl 150 mM, pH
2,7, recolhidas e neutralizadas com tampéo Tris-HCI, 1 M, pH 9,0. Em seguida, a
coluna foi reequilibrada com tampao fosfato de sddio 20 mM, pH 7,0. As fracbes
contendo as imunoglobulinas G obtidas foram reunidas numa s6 amostra, dialisadas
contra PBS 7,4 (para remocao o excesso de sais que poderiam atrapalhar as etapas
posteriores de caracterizagcdo de proteinas) e concentradas usando o dispositivo
Amicon Ultra-15 10 kDa (Millipore Corporation, Billerica, Maryland, USA). A pureza e
a massa molecular da solugcdo de imunoglobulinas foram avaliadas por SDS-PAGE

conforme descrito no item 2.7.1.

2.9 OBTENCAO DE IMUNOGLOBULINAS G ESPECIFICA PARA L. braziliensis

Para obtencdo de imunoglobulinas G anti-L. braziliensis, dois miligramas de
antigenos de L. braziliensis foram resolvidos por eletroforese em gel de
poliacrilamida (conforme descrito no item 2.5) e transferidas para membrana de
PVDF em tampé&o composto de 25 mM de Tris, 192 nM de glicina e 20% de metanol
overnight a 24 V, seguidos de uma hora a 48 V. Apo0s a transferéncia, a membrana
foi bloqueada com 0,3% de Tween 20 em PBS pH 7,4 por uma hora, sob agitacao.
Em seguida, a membrana foi lavada com PBS Tween 20 0,05% (PBST-0,05%) por
trés vezes de cinco minutos e incubada com 3 mg de IgGs diluidas em PBST-0,05%.
Apoés a incubacdo de duas horas a membrana foi lavada com PBST-0,05%, por
cinco vezes de cinco minutos e os anticorpos foram eluidos por adicdo de tampéao
glicina 0,1 M, NaCl 0,15M, pH 2,7 sob agitacdo por 30 minutos. A solucdo de
anticorpos eluidos foi recuperada e imediatamente neutralizada com Tris-HCI, 1 M,
pH 9,0. Os anticorpos obtidos foram concentrados usando o dispositivo Amicon Ultra
15 10kDa (Millipore Corporation, Billerica, Maryland, USA) e a dosagem de protéica
foi realizada pelo método de Bradford (1976).
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2.9.1 Avaliacéo da purificacéo e reatividade das imunoglobulinas especificas anti- L.
braziliensis obtidas por Western blotting

Para avaliar a purificagdo e a reatividade das imunoglobulinas anti-L.
braziliensis foram realizadas as técnicas ELISA e Western blotting. O teste ELISA
foi realizado conforme descrito no item 2.6. Para o Western blotting, foi realizada
primeiramente a técnica SDS-PAGE (conforme descrito no item 2.7.1) com
antigenos de L. braziliensis e L. amazonensis (40 ug de antigenos por canaleta) e
posteriormente foi realizada a eletrotransferéncia do gel contendo os antigenos
para membrana de PVDF (Millipore Corporation, Billerica, Maryland, USA). A
transferéncia se deu sob a uma corrente de 24 V overnight e 48 V por uma hora
em tampao de transferéncia com pH 8,3 composto por de 25 mM de Tris, 192 nM
de glicina e 20% de metanol.

Terminada estas etapas a membrana foi bloqueada com 0,3% de Tween 20%
em PBS pH 7,4 por uma hora sob agitacdo, a fim de se evitar interacbes
inespecificas. A membrana foi entdo lavada, por quatro vezes, de cinco minutos
cada com 0,05% de Tween 20 em PBS pH 7,4 e a seguir foi incubada por duas
horas, sob agitacdo com as imunoglobulinas especificas anti-L. braziliensis (40
png/mL em PBS pH 7,4). ApOs a incubacédo, a membrana foi lavada quatro vezes de
cinco minutos cada. Posteriormente foi incubada por uma hora, a temperatura
ambiente, sob agitacdo com o anticorpo anti IgG humano Fc especifico conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) na diluicdo 1:5.000 por uma
hora. Finalmente, ap6s nova lavagem, foi realizada a revelacdo com uma solucéo de
1 mg DAB (Tetrahidrocloreto 3,3’-Diaminobenzidina) em 1,5 mL de 50 mM Tris, 0,15
M, NaCl pH 7,6 e 1,2 uL de H,0, a 30% por tira (cada tira foi incubada com 1,5 mL).
A solucéo de revelacao foi mantida até o aparecimento das bandas e a reacao foi

parada por lavagem das tiras com PBS pH 7,4.
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2.10 TECNICA PHAGE DISPLAY: EXPRESSAO DE PEPTIDEOS NA SUPERFICIE
DE FAGOS

ApGs a obtencdo dos anticorpos IgG anti-L. braziliensis a partir do soro de
pacientes, foi realizada a técnica de Phage display como descrito por Villard et al.
(2003), com modificagdes descritas abaixo.

Inicialmente, dois imunotubos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram revestidos
com 10 ug de proteina G (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) diluida em TBS
(solucéo salina tamponada com Tris - 50 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, pH 7,5) e foram
incubados, sob agitacdo, a 4°C, overnight. Posteriormente, os imunotubos foram
lavados duas vezes com tampao de lavagem (TBS-T 0,05%), bloqueados com 3%
BSA em TBS-T 0,05% por duas horas a 37 °C e lavados novamente.

Conforme apresentado na FIGURA 2, os dois imunotubos tiveram etapas
distintas na técnica de Phage display. No tubo um, foram adicionados 5x 10* fagos
de quatro diferentes bibliotecas de peptideos (LX4, LX8, X8CX8, X15) obtidas de J.
Scott (Simon Fraser University, Canadd), que permaneceram incubadas overnight a
4°C. Ja no imunotubo dois, 5 pg de IgGs especificas diluidas em 1,5 mL de TBS
foram adicionadas onde permaneceram overnight a 4°C.

Apés o0 periodo de incubacdo, o sobrenadante do imunotubo dois foi
desprezado e o sobrenadante do imunotubo um (contendo fagos que néo se ligam a
proteina G) foi adicionado ao imunotubo dois onde permaneceu, sob incubacéo,
overnight a 4°C.

Foram realizados quatro pannings sendo que, no primeiro, utilizou-se 5 pg/mL
do anticorpo especifico anti-L. braziliensis, e para o segundo, terceiro e quarto

pannings, 2,5 ng/mL, 1 ug/mL e 1 ug/mL respectivamente.
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FIGURA 2 - ETAPA INICIAL DA TECNICA DE PHAGE DISPLAY. Dois imunotubos
foram revestidos com proteina G. Posteriormente, os imunotubos foram lavados e
bloqueados com BSA. Apls a etapa de lavagem, no tubo um, foram adicionados
fagos bibliotecas de peptideos. JA& no imunotubo dois, foram adicionados IgGs
especificas. Ap6s o periodo de incubacdo, o sobrenadante do imunotubo dois foi
desprezado e o sobrenadante do imunotubo um foi adicionado ao imunotubo dois
onde permaneceu, sob incubacéo, overnight a 4°C.

O imunotubo que permaneceu no desenvolvimento desta metodologia (tubo
dois) teve seu sobrenadante descartado e entdo foi lavado 10 vezes com TBST-
0,5% e cinco vezes com TBS-T 0,05% para a retirada dos fagos nao ligados.
Posteriormente, os fagos cujos peptideos foram reconhecidos pelos anticorpos de
pacientes, foram eluidos durante 30 minutos por modificacdo de pH da solugdo com
auxilio do tampéo glicina, 0,1 mol/L, pH 2,2, BSA 1 mg/mL. O eluato foi transferido
para um microtubo e neutralizado imediatamente com tampéao Tris-HCI, 2 mol/L, pH
9,0.

Para amplificacdo dos fagos, a 10 mL da solucdo de bactérias Escherichia
coli (E. coli), cepa K91 (densidade 6tica a 550 nm = 1,9) preparadas previamente
em meio Luria Bertani (LB), adicionaram-se 1,5 mL do eluato contendo os fagos. O
contetdo foi incubado por 10 minutos a 37°C sem agitacdo e posteriormente,
adicionadas a 100 mL de meio LB pré-aquecido a 37°C contendo 0,2 ug/mL de
tetraciclina (0 gene de resisténcia a tetraciclina presente no genoma do fago é o
qgue possibilita o crescimento e selecdo de bactérias infectadas com fagos). Apos

30 minutos de indugdo em agitacdo a 225 rpm, ajustou-se a concentracdo de
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tetraciclina para 20 png/mL. O crescimento bacteriano ocorreu overnight a 37°C e
sob agitacao de 225 rpm.

Os fagos amplificados foram purificados com precipitagdo em
polietilenoglicol 8000 (PEG 8.000) 20%, NaCl 2,5 M. Para isso, a cultura de
bactérias foi primeiramente colocada em tubos de 250 mL e centrifugada a 4°C, a
5.000 g durante 20 minutos. O pélete formado (composto principalmente por
bactérias), foi ressuspendido em meio LB e estocado em freezer -80°C com de
15% de glicerol. O sobrenadante contendo os fagos foi transferido para um novo
tubo, onde foi adicionado 15% de PEG 8.000 20%, NaCl 2,5 M. O conteudo foi
misturado por inversdo e precipitado overnight em gelo a 4°C. A solugcao foi
centrifugada a 4°C, a 12.000 g por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em tampao TBS. Posteriormente, a solugcédo foi
transferida para tubos de microcentrifuga e centrifugados a 14.500 g por 15
minutos a 4°C para remocéo de possiveis restos celulares. Os fagos obtidos foram
empregados em um proximo ciclo de sele¢do ou armazenados a -20°C.

Titulou-se o pool de fagos adicionando-se 10 puL de cada uma das diluicbes
dos fagos 10?, 102 e 10™ para a titulagdo parcial e 10°, 10® e 10" para a titulacédo
final), em 200 uL de bactérias E. coli K91 previamente cultivadas. Entende-se para
titulacdo parcial, o titulo dos fagos eluidos e ndo amplificados e titulacdo total, o
titulo dos fagos apos amplificacdo. Os microtubos foram incubados por 15 minutos
a 37°C sem agitacao e por mais 15 minutos a 37°C sob agitacao de 225 rpm.

As células foram plagqueadas em agar LB contendo 20 ug/mL de tetraciclina,
para posterior contagem das colbnias. As placas foram incubadas overnight em
estufa a 37°C. O titulo foi determinado multiplicando o nimero de coldnias pelo

fator de diluicdo da placa e por 100 para obter-se o nimero de fagos por mL.

2.11 ELISA INDIRETO PARA AVALIAR A REATIVIDADE DOS FAGOS DOS
PANNINGS

Apbés o0 quarto ciclo de selecdo, a reatividade dos fagos dos pannings
reconhecidos pelos anticorpos de pacientes foi avaliada por ELISA conforme
apresentado na FIGURA 3.
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Uma placa de 96 pocos (Costar, Cambridge, Massachusetts, USA) foi
sensibilizada com 0,5 pg/mL de anticorpos comerciais anti-fago (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA) em coating buffer (100 mM NaHCOs, pH 8,6), overnight
a 4°C. As cavidades foram lavadas por duas vezes com NaCl 0,9% Tween 20 -
0,05%. O bloqueio dos sitios livres foi feito utilizando-se uma solucéo de caseina 2%
em PBS pH 7,4 durante 1 hora a 37°C. A cada poco, foram adicionados 10° fagos
eluidos de cada ciclo de sele¢éo juntamente com tampéo de incubacéo. A placa foi
incubada por uma hora a 37°C. Apoés, as cavidades foram lavadas quatro vezes e
incubadas a 37°C durante uma hora com o IgGs anti-L. braziliensis (10 pg/pogo), e
posteriormente, com o anticorpo anti IgG humana por¢éo Fc especifica conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) diluido 1:10.000. As
cavidades foram lavadas novamente por quatro vezes.

Para revelacdo da reacado foi adicionado o substrato, composto por uma
pastilha de 2 mg de OPD diluidas em 10 mL de tampéao citrato pH 5,0 e 2 uL de
peroxido de hidrogénio a 30%. Apdés 15 minutos, ao abrigo de luz, foi efetuada a
parada da reacéo adicionando-se 20 uL da solugéo de acido sulfurico 1:20 em toda
a placa. A leitura foi realizada levando-se placa imediatamente ao leitor de

microplaca em comprimento de onda de 492 nm.

ﬁ_, Substrato e cromogeno

Anticorpo de revelacao

A A IgG anti L. braziliensis

! ! Anti-fago

FIGURA 3 - ETAPAS DO TESTE ELISA ELISA INDIRETO PARA AVALIAR A

REATIVIDADE DOS FAGOS DOS PANNINGS. Uma placa de ELISA foi
sensibilizada com 0,5 pg/mL de anticorpos comerciais anti-fago. Fagos (10°) eluidos
de cada panning foram adicionados. Anticorpos contra L. braziliensis (10 pg/pogo)
reconheceram os fagos presentes. A detec¢cédo da reacéo foi realizada utilizando-se
anticorpos anti-lgG humano conjugado a peroxidase e OPD como cromdgeno.
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2.12 AVALIACAO DA IMUNOREATIVIDADE DOS CLONES DE FAGOS

Para a identificagdo de clones de fagos com capacidade de ligacdo a
anticorpos de pacientes com leishmaniose o panning mais imunorreativo foi
escolhido. Col6nias isoladas foram obtidas ap6s o cultivo em &gar LB em placas de
Petri 140 x 15mm. Depois do crescimento, cada colGnia bacteriana isolada foi
pingada com palitos esterilizados e transferida para uma cavidade de placa de
cultura de 96 pocos fundo em U contendo 200 puL de meio LB e 20 pg/mL de
tetraciclina. Apés cultivo overnight em shaker com rotacado de 225 rpm a 37°C, a
placa foi centrifugada a 1.600 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante da placa de
cultura contendo os fagos foi usado diretamente para realizacéo do teste ELISA.

Cada fago foi testado por teste ELISA com soro de pacientes, conforme
apresentado na FIGURA 4 e seguindo os procedimentos adotados no item 2.11 com
as seguintes modificacOes: a cada poc¢o foram adicionados 50 puL do sobrenadante
da cultura de cada clone de fago em 50 pL de tampéo de bloqueio. Foi usado soro
de pacientes diluido 1:100. Os clones foram selecionados com pool de soros de alta
absorbancia (acima de 0,5) em teste ELISA com AS de L. braziliensis. Os fagos

foram testados também com pool de soros com absorbancias de 0,2 e 0,3.

o ®

Substrato e cromodgeno

Anticorpo de revelagao
A A Soro de pacientes com
absorbancia acima de 0,5

Sobrenadante de cultura
contendo os fagos

! ! Anti-fago

FIGURA 4 — ETAPAS DA REALIZACAO DO TESTE ELISA PARA AVALIACAO DA

IMUNOREATIVIDADE DOS CLONES DE FAGOS. Uma placa de ELISA foi
sensibilizada com 0,5 pg/mL de anticorpos comerciais anti-fago. Fagos (10°) eluidos
de cada pannings foram adicionados. Anticorpos contra L. braziliensis (10 pg/po¢o)
reconheceram os fagos presentes. A detec¢édo da reacéo foi realizada utilizando-se
anticorpos anti-lgG humano conjugado a peroxidase e OPD como cromdgeno.
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2.13 OBTENCAO DAS SEQUENCIAS PEPTIDICAS

Os clones de fagos mais reativos (absorbancia acima de 0,3) foram
selecionados para sequenciamento do DNA e posterior identificacdo da sequéncia
de aminoacidos inserida nos fagos. Para isso, os clones de fagos positivos
amplificados em E. coli, foram submetidos & extragdo do DNA usando o kit
QlAprep spin M13 (Qiagen, Hilden, Alemanha), realizada conforme instru¢des do
fabricante. A concentracdo dos &cidos nucléicos foi dosada em espectrofotbmetro
Nanodrop (Thermo Scientific - Wilmington, Delaware, USA), os DNAs foram
aliguotados e armazenados a -20° até seu uso. As reacdes de sequenciamento
foram realizadas com o Kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
California, USA). Para cada reacao foi usado 50 ng de DNA em volume final de 10
pL, contendo 1 pL de Big Dye Terminator v3.1 Ready Reaction MIX, 1 uL de
tampéo de sequenciamento 5X e 1,6 pmol do primer reverse (5’- TCG GCA AGC
TCT TTT AGC — 3’). As condi¢cbes do sequenciamento foram: um minuto a 96°C
para desnaturacao inicial do DNA seguida por 35 ciclos de desnaturacédo a 96°C
por 10 segundos, anelamento a 50°C por cinco segundos e extensao a 60°C por
guatro minutos. Para purificacdo do DNA foi adicionado isopropanol aos
microtubos para uma concentracdo final de 60%. Apds homogeneizacdo e
incubacao a temperatura ambiente por 20 minutos, os tubos foram centrifugados a
15.000 g por 25 minutos. O isopropanol foi removido por inversdao em papel
absorvente e aos tubos foi adicionado etanol 70%. Apds centrifugacédo a 15.000 g
por 10 minutos, o etanol foi removido, os tubos foram colocados em estufa a 37°C
para secagem do pélete de DNA e armazenados a -20°C.

A andlise das sequéncias de DNA provenientes do sequenciador automatico
ABI PRISM 377 (Applied biosystems, Foster City, California, USA) foi realizada em
software do préprio equipamento.

Apés a identificacdo do DNA viral, foi usado o programa Proteomics Tools
disponivel em http://www.expasy.ch (opcdo Tools — DNA-Proteins — Translate,
leitura de traducao de proteina 3’'>5’, utilizando-se a primeira janela de leitura -
frame 1) para obtencéo de sequéncia de aminoacidos codificada pelo segmento de

DNA inserido no fago, bem como para obter o peso estimado de cada peptideo.
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As sequéncias dos peptideos obtidas foram analisadas quanto a sua

similaridade com outras sequéncias ja registradas no GenBank.

2.14 SINTESE DE PEPTIDEOS

Uma vez selecionados, os peptideos foram sintetizados quimicamente pela
estratégia Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonila), utilizando-se, para tal, um protocolo de
sintese de peptideos em fase sélida (resina como suporte sélido insolavel), que usa
aminoacidos especiais para a sintese in vitro. Esses aminoacidos possuem o
grupamento amina protegido pelo grupamento Fmoc e sédo acoplados a resina. O
protocolo foi realizado conforme Merryfiel (1965) e usando o sintetizador de
peptideos automatico MultiPep RS (Intavis Bioanalytical Instruments,
Nattermannallee, Alemanha).

Esta técnica consiste em fixar o aminoacido C-terminal do peptideo sobre um
suporte solido insolavel e depois alongar a cadeia peptidica por adicbes sucessivas
de residuos da porcado C-terminal para N-terminal. Estes aminoacidos possuem o
grupamento amina protegido pelo grupamento Fmoc, sua cadeia lateral também esta
protegida por um grupo protetor para evitar reacdes indesejadas.

Ciclos de acoplagem (de aminoacidos com seus ativadores) e desprotecéo
(remocéao do grupamento Fmoc pela presenca de piperidina 20%) séo realizados até
gue todos os aminoacidos do peptideo a ser sintetizado estejam acoplados. Apoés o
término do ultimo ciclo, o peptideo ja sem o grupamento Fmoc do ultimo aminoéacido
€ removido da resina por uma etapa chamada de clivagem. Nesta etapa também se
elimina os grupamentos protetores da cadeia lateral. Em seguida esta solucéo é
filtrada e precipitada com éter etilico gelado obtendo-se assim o peptideo. Apos
centrifugacdo o éter é eliminado por evaporacdo. Os peptideos foram liofilizados,
pesados, dissolvidos em agua mili-Q e armazenados a -20°C na concentragdo de 1
mg/mL.

A identidade dos peptideos foi confirmada por espectrometria de massa em
espectrometro  Autoflex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e software

FlexAnalysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A técnica foi realizada no
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Centro de Biologia Molecular e Estrutural — Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

2.15 CONJUGACAO DOS PEPTIDEOS A PROTEINA CARREADORA KLH

Na etapa de imunizacdo de animais, para que os peptideos deixassem de
ser haptenos foi necesséario o acoplamento destas moléculas com a proteina KLH
(hemocianina do molusco Keyhole limpet) com kit especifico (Pierce, Rockford,
lllinois, USA) para esta finalidade.

A proteina KLH é isolada da hemolinfa de um molusco e devido ao seu alto
peso molecular trata-se de um importante imundgeno. Também por tratar-se de
uma proteina de molusco apresenta uma distancia filogenética grande dos
mamiferos, fato este que favorece a imunogenicidade desta molécula. O grande
numero de residuos de lisina disponiveis faz do KLH uma das principais moléculas
de acoplamento a peptideos (HERMANSON, 1996).

A proteina carreadora ativada foi reconstituida em agua ultrapura e dois
miligramas dos peptideos foram pesados e dissolvidos em tampéo de conjugacao
contendo DMF (N,N-Dimethylmethanamide). Uma aliquota do peptideo foi separada
para calculo dos grupos sulfidril livres com reagente de Ellmann. O peptideo e a
proteina ativada foram misturados e incubados sob agitacdo por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente o conteudo foi centrifugado a 2000 g por 5
minutos e o sobrenadante foi recuperado e submetido a coluna de filtracdo para
remocao de EDTA e azida sédica. A dosagem de proteina foi realizada usando o kit
Micro BCA™ Protein Assay (Pierce, Rockford, lllinois, USA).

2.16 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEOS

Os peptideos-KLH (1, 2, 3 isoladamente e o MIX dos trés peptideos) diluidos
em NaCl 0,9% estéril foram utilizados para imunizar hamsters golden (Mesocricetus

auratus), conforme descrito por GAMBOA (2008). hamsters fémeas de quatro
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semanas de idade foram adquiridos do fornecedor Anilab de Paulinea — SP. Apos a
chegada ao biotério, 0os animais tiveram um periodo de adaptacdo de uma semana.
Durante todo o experimento os animais foram mantidos com racdo e agua ad libitum.

Para realizacdo deste experimento foram constituidos seis grupos
experimentais (FIGURA 5) compostos por dez animais por grupo. Os animais foram
imunizados com peptideos individuais ou combinados (MIX). Um grupo controle
negativo ndo recebeu nenhum tipo de imunizacdo. Outro grupo recebeu somente o

adjuvante em veiculo de imunizagao.

GRUPO1 GRUPO2 GRUPO3 GRUPO 4 GRUPOS GRUPOG6
Peptideo 1 Peptideo 2 Peptideo 3 Peptideos1+ Adjuvante Controle -
+ Adjuvante + Adjuvante + Adjuvante 2+3+Adjuvante

Coleta desangue

!

Realizacao do teste ELIS A indireto e Western blotting

FIGURA 5 - GRUPOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DA PRODUCAO DE

ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEOS. Seis grupos experimentais de dez animais
cada foram formados. Os animais foram imunizados com peptideos individuais ou
combinados (MIX). O grupo 5 recebeu somente o adjuvante em veiculo de
imunizacdo O grupo 6 corresponde ao controle negativo e ndo recebeu nenhum tipo
de imunizacao.

Os peptideos sintéticos foram emulsionados na primeira imunizacdo, em
adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) e, nas
demais imunizagdes, em adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA). Foi inoculado 20 pg de peptideo-KLH por animal, no dorso e

pela via subcutanea, num volume total de 100 pL. Foram aplicadas quatro doses
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deste in6culo com intervalos de 30 dias (TABELA 1). Soro ndo imune foi usado
como controle negativo e soro imune foi obtido sete dias apds a uUltima imunizagéo.
As coletas de sangue foram realizadas por puncdo da veia safena dos animais

previamente anestesiados.

TABELA 1 - PROTOCOLO DE IMUNIZACAO DOS HAMSTERS COM OS
PEPTIDEOS-KLH

Dia Dose de peptideo Imunizacao
(Mg em 100 pL)
0 20 12
30 20 22
60 20 32
90 20 42

Nota: O Grupo 4 recebeu 20 ug de cada peptideo, resultando em 4 imunizacdes de 60 ug
cada.

2.17 ELISA PARA AVALIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS
ANTI-PEPTIDEOS

Apés a coleta de sangue dos hamsters imunizados com os peptideos
(FIGURA 5) um teste ELISA foi realizado para avaliar a presenca de anticorpos
especificos anti-peptideos.

A sensibilizacdo da placa com antigeno foi realizada aplicando-se 0,2 pg/poco
de cada peptideo, diluido em solucdo de tampéo carbonato 0,05 M pH 9,6, e
incubada overnight a 4°C. Apdés esta etapa as placas foram lavadas duas vezes com
solucéo de lavagem (NaCl 0,9% - Tween 20 - 0,05%) e blogueadas adicionando-se
120 pL dE tampéo de bloqueio (caseina 2% em PBS pH 7,4) por poco. Apés
incubacdo por uma hora em estufa a 37°C a placa foi lavada duas vezes. Os soros,
diluidos 1:50 em tampéao de incubacao (0,25% de caseina em PBS pH 7,4 - Tween
20 0.05% - pool dos dez animais de cada grupo), foram aplicados nos pocgos e a
placa foi incubada por uma hora em estufa a 37°C. Posteriormente a placa foi

submetida a quatro lavagens para retirada das imunoglobulinas n&o ligadas ao



79

antigeno. O conjugado anti-IgG total de hamster ligado a peroxidase (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA) foi adicionado na concentracdo de 200 ng/mL. A placa
foi incubada por mais uma hora em estufa a 37°C.

Ap6s incubacao foram realizadas quatro lavagens da placa e o substrato,
composto por uma pastilha de OPD (2 mg) diluida em 10 mL de tampao citrato pH
5,0 e 2 uL de peréxido de hidrogénio a 30% foi aplicado. ApGs incubacgdo por 15
minutos, ao abrigo de luz, foi efetuada a parada da reacéao adicionando-se 20 pL da
solucéo de acido sulfurico 1:20 em toda a placa. A leitura foi realizada levando-se a
placa imediatamente para o leitor de microplaca e a absorbancia foi determinada no

comprimento de onda de 492 nm.

2.18 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE IgGS DE HAMSTERS INOCULADOS COM
PEPTIDEOS FRENTE A ANTIGENOS DE L. braziliensis

Para avaliar se o0s anticorpos anti-peptideos produzidos em hamsters
reconheceriam antigenos de L. braziliensis foi usada a técnica Western blotting (de
acordo com o item 2.9.1).

Primeiramente, os antigenos de L. braziliensis foram submetidos a técnica de
eletroforese em SDS-PAGE conforme item 2.5. Apdés a eletrotransferéncia, a
membrana foi bloqueada com BSA 3%, Tween 20-0,05% em PBS pH 7,4 por uma
hora sob agitacdo. A membrana foi entdo lavada, por quatro vezes, de cinco minutos
e foi incubada com o pool do soro dos animais imunizados (diluidos 1:100 em
tampéo de incubacao - BSA 3%, Tween 20-0,05% em PBS pH 7,4). ApGs a lavagem
foi efetuada a adicdo do conjugado anti-IgG total de hamster ligado peroxidase em
100 ng/mL. Apoés incubacao foram realizadas quatro lavagens e a revelacédo foi
realizada com solucao contendo 1 mg de DAB em 1,5 mL de Tris 50 mM, NaCl 0,15
M, pH 7,6 e 1,2 uL de H,O, a 30% por tira (cada tira foi incubada com 1,5 mL). A
solucdo de revelacdo foi incubada até aparecimento das bandas e a reacéo foi

parada por lavagem das tiras com PBS pH 7,4.
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3 RESULTADOS

3.1 OBTENCAO DE ANTIGENOS

Apés a realizacdo da dosagem de proteinas obteve-se 5,19 mg/mL para L.
braziliensis e 1,58 mg/mL para L. amazonensis. As proteinas foram aliquotadas e

armazenadas para todos 0s experimentos subsequentes.

3.2 SDS-PAGE DE ANTIGENOS DE L. braziliensis E L. amazonensis

O perfil eletroforético dos antigenos solUveis de L. braziliensis e de L.
amazonensis foi obtido em gel de poliacrilamida 15% em condi¢des redutoras
(FIGURA 6). Ambos os extratos antigénicos apresentaram massas proteicas entre
15 e 100 KDa. Na coluna 2 pode-se observar aproximadamente 12 bandas
presentes nos antigenos de L. braziliensis enquanto que na coluna 3 observa-se um
total aproximado de 11 proteinas para o antigeno de L. amazonensis. Este resultado

demonstra o compartilhamento de proteinas entre as duas espécies estudadas.
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FIGURA 6 — SDS-PAGE DOS ANTIGENOS SOLUVEIS DE L. braziliensis E L.

amazonensis. Colunas: 1- Padrdo de massa molecular; 2- L. braziliensis; 3- L.
amazonensis. Vinte microgramas de proteina foram aplicados em cada canaleta de
um gel de poliacrilamida a 15%, posteriormente foi adicionado o soro de pacientes
com LTA e finalmente o gel foi corado por nitrato de prata.
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Esta etapa foi importante para confirmacao da extracdo das proteinas a serem
utilizadas no presente estudo, bem como para a avaliacdo da similaridade de
proteinas totais das duas espécies de Leishmania disponiveis.

3.3 OBTENCAO E PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS G DE PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Dos 198 soros de pacientes analisados pelo teste ELISA, 57 soros foram
considerados positivos para LTA, pois apresentaram absorbancia superior a 0,139
(valor do Cut-off estabelecido). Das amostras de soro destes pacientes foi formado
um pool de £ 50 mL para precipitacdo das imunoglobulinas. A eletroforese em SDS-
PAGE, sob condicdes redutoras e nao redutoras, demonstra a presenca da banda
referente a albumina presente nas IgGs totais do soro humano precipitadas por
sulfato de amonio (coluna dois). A albumina possui peso molecular de
aproximadamente 60 kDa e na coluna trés observa-se a retirada dessa molécula
representando o éxito da etapa de cromatografia de afinidade para obtencdo de
imunoglobulinas da subclasse G (FIGURA 7).
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FIGURA7- SDS-PAGE DE 1gGs TOTAIS DE PACIENTES PORTADORES DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR PURIFICADAS POR PRECIPITACAO POR

SULFATO DE AMONIO E CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE. Colunas: 1- Padrdo
de massa molecular; 2- IgGs totais precipitadas por sulfato de aménio em condi¢cdes nao
redutoras; 3- IgGs totais purificadas por cromatografia de afinidade sob condi¢es nédo redutoras;
4- 1gGs totais purificadas por cromatografia de afinidade sob condi¢cdes redutoras. Trés
microgramas de proteina foram aplicados em cada canaleta de um gel de poliacrilamida a 10%
corado por azul de Coomassie.
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As imunoglobulinas G, obtidas apds cromatografia de afinidade, foram
avaliadas quanto sua reatividade frente a antigenos de Leishmania sp. por Western
Blotting (FIGURA 8). Observou-se a reatividade frente a soro de paciente
sabidamente positivo (colunas dois e quatro) e contra IgGs purificadas por
cromatografia de afinidade (colunas trés e cinco).

L. braziliensis L. amazonensis
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FIGURA 8 — REATIVIDADE DE IgGs TOTAIS DE PACIENTES COM LTA
FRENTE A ANTIGENOS DE L. braziliensis e L. amazonensis -

REACAO OBSERVADA EM WESTERN BLOTTING. Padrdo de
massa molecular (coluna 1). Quarenta microgramas de antigeno de L.
braziliensis (colunas 2 e 3) e L. amazonensis (colunas 4 e 5) foram
separados por SDS-PAGE a 15%. Foi realizado Western Blotting com soro
humano positivo para leishmaniose tegumentar diluido 1:50 (colunas 2 e 4) e
40 pg/mL de 1gGs totais (colunas 3 e 5). A deteccdo da reacéo foi realizada
com anticorpo anti-lgG humana conjugado a peroxidase e usando DAB como
cromdégeno.

Bandas reativas foram visualizadas tanto com IgG total como na presenca
das IgGs purificadas. Nota-se que existe reacdo cruzada entre as diferentes
espécies de Leishmania analisadas. Um exemplo pode ser constatado na
reatividade entre as bandas de 10 e 15 kDa e de 20 kDa e 50 kDa.

A reatividade das IgGs especificas obtidas anti-L. braziliensis foi avaliada por
ELISA (FIGURA 9). O ensaio demonstra que as imunoglobulinas especificas mesmo

em menores concentracdes apresentam testes com absorbancias maiores daquelas
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encontradas no teste com imunoglobulinas totais. Assim, conclui-se que o0 método
de purificacdo permitiu a concentracdo de anticorpos antigeno-especificos a serem
empregados na técnica de Phage display. A purificagdo das imunoglobulinas
especificas de L. braziliensis, ocorreu com sucesso, pois, tomando-se como exemplo
o primeiro par de barras do gréfico, observa-se que as IgGs especificas para L.
braziliensis, em uma concentracdo 10 vezes menor que a da IgG total, apresentaram
maior absorbancia (FIGURA 9).

Ol 1gG totais B IgG antigeno-especificas

0,4
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Diluic&o seriada de imunoglobulinas
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FIGURA 9 - REATIVIDADE DAS IMUNOGLOBULINAS ANTIGENO-

ESPECIFICAS POR ELISA. Uma placa foi sensibilizada com 5 pg/mL
de antigeno de L. braziliensis e incubada com imunoglobulinas partindo-se
de 100 pg/mL para a total (barras claras) e 10 pg/mL para imunoglobulinas
antigeno-especificas (barras escuras). A deteccdo da reacdo foi realizada
com anticorpo anti-lgG humana Fc-especifica conjugada a peroxidase e OPD
como cromogeno.



3.4 PHAGE DISPLAY

possivel observar aumento progressivo da intensidade de reacdo indo do primeiro
para o quarto ciclo de selecdo (FIGURA 10). O numero de fagos eluidos foi sempre
menor que a quantidade incubada, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos
imobilizados no tubo ficaram ligados a estes pela interacdo especifica destas
moléculas (TABELA 2). Pode-se observar aumento de fagos de saida a cada ciclo

de selecdo demonstrando o enriquecimento de fagos especificos. Esses resultados

Na avaliacdo da reatividade de cada um dos quatro pannings por ELISA foi

indicam que ocorreu a selecéo de fagos reativos com anticorpos anti-Leishmania.
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FIGURA10- (A) PLACA APRESENTANDO A REACAO ANTIGENO

ANTICORPO PELA TECNICA ELISA DEMONSTRANTO~O
AUMENTO DAA REATIVIDADE A CADA CICLO DE SELEC@O
(B) - ABSORBANCIA OBTIDA DE CADA CICLO DE SELECAO
EMPREGANDO-SE O TESTE ELISA. Uma placa para ELISA foi
sensibilizada com 5 pg/mL de anti-fago e incubada com fagos (10%/cavidade)
dos ciclos I, IlI, Il, IV. Posteriormente se adicionou anticorpos anti- L.
braziliensis. A deteccdo da reagdo foi realizada com anticorpo anti-IgG
humana Fc-especifica, conjugada & peroxidase e com OPD como
cromoégeno. C: controle (Fago silvestre).
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TABELA 2 - FAGOS DE ENTRADA E SAIDA OBTIDOS DA BIOSSELECAO POR
PHAGE DISPLAY COM ANTICORPOS ANTIGENO-ESPECIFICOS

Ciclos de Fagos de Fagos de % de fagos  Enriguecimento
selecao entrada saida ligados (x
(UFC) (UFC) 102
1 2,9. 10" 3.6.10° 0,012
2 2,0. 10 3,8.10° 1,900 153,2 X
3 2,0. 10 6.6.10° 3,300 266,1 X
4 2,0. 10" 9.8.10° 4,900 395,2 X
Nota: UFC: Unidade formadora de col6nias de fagos incubados com anticorpos.

3.5 SELECAO DOS CLONES

Foi escolhido o quarto ciclo de selecéo para infectar uma cultura de E. coli e
obter-se colbnias isoladas em placa contendo meio LB. Cada clone foi testado por
ELISA usando o sobrenadante da cultura e soro de pacientes com alta absorbancia
(acima de 0,5) (FIGURA 11). Desta forma, 428 clones foram testados. Desses, 36
foram reativos frente a soros de pacientes portadores de LTA. Os fagos foram
testados também com pool de soros com absorbéancias de 0,2 e 0,3 no teste ELISA
com o AS, porém os resultados ndo possibilitaram a diferenciacdo dos testes

positivos e negativos e por isso os estudos com estes soros foram interrompidos.

Testes
Contr'ole g ) > positivos
negativo O Q
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FIGURA 11 - TESTE ELISA PARA SELECAO DOS FAGOS FRENTE A SOROS DE

PACIENTES PORTADORES ANTICORPOS ANTI-Leishmania. Placa
com 95 primeiros sobrenadantes de clones selecionados. ELISA utilizando pool de
soro de 15 pacientes positivos na diluicdo de 1:100 e conjugado 1:10.000. O poc¢o
Al representa 0 soro controle negativo e os demais pocos circulados representam
fagos positivos selecionados.
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3.6 OBTENCAO E COMPARACAO DAS SEQUENCIAS PEPTIDICAS

Trés sequéncias peptidicas diferentes foram obtidas e estdo apresentadas na
TABELA 3. As sequéncias foram comparadas com outras depositadas no GenBank
para verificar homologia com proteinas de Leishmania sp.

Observou-se que os peptideos 1, 2 e 3 alinhavam-se com proteinas de
Leishmania sp. conforme demonstrado nas TABELAS 4, 5 e 6.

TABELA 3- SEQUENCIA DE PEPTIDEOS OBTIDAS APOS A REALIZACAO DA
TECNICA DE PHAGE DISPLAY PARTINDO DE
IMUNOGLOBULINAS G ESPECIFICAS PARA Leishmania sp.

Sequéncias Massa Massa N° de
esperada* obtida* aa
Peptideo 1 GHBMPBTSVSBLARP 1931,031 Da  1931,059 Da 15
Peptideo 2 TBVPKEPBPLSGBRK 2021,124 Da  2021,203 Da 15
Peptideo 3 SBPQPNNFBLNSLGB 1985,048 Da  1985,121Da 15

*Massa esperada: sugerido apés submissado das sequencias ao Proteomics Tools
*Massa obtida:valores obtidos apds anéalise do peptideos sintetizados por espectrometria de massa

TABELA 4 - ALINHAMENTO  DAS REGIOES DE SIMILARIDADE DAS
SEQUENCIAS DO PEPTIDEO 1 COM AS PRINCIPAIS PROTEINAS
DO PARASITO DISPONIVEIS NO GenBank

PROTEINA ACESSO SIMILARIDADE
Proteina hipotética conservada de Leishmania donovani XP_003859913.1 80%
Proteina hipotética conservada de Leishmania donovani XP_003859429.1 73%
GP63, leishmanolisina de L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 XP_001562817.1 73%
GP63, leishmanolisina de L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 XP_001562936.1 60%

Glicoproteina principal de superficie de Leishmania guyanensis  AAA29243.1 60%



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/398013442?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EAJ5J7C901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/398012471?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=EAJ5J7C901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/154333351?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=EAJ5J7C901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/293055?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=EAJ5J7C901R
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TABELAS5 - ALINHAMENTO DAS REGIOES DE SIMILARIDADE DAS
SEQUENCIAS DO PEPTIDEO 2 COM AS PRINCIPAIS PROTEINAS
DO PARASITO DISPONIVEIS NO GenBank

PROTEINA ACESSO SIMILARIDADE
Proteina hipotética conservada de L. braziliensis - XP_001566726.1 100%
MHOM/BR/75/M2904

Proteina hipotética conservada de Leishmania infantum XP_001463525.2 100%
Proteina hipotética conservada de Leishmania mexicana - XP_003874953.1 86%
MHOM/GT/2001/U1103

Proteina hipotética conservada de Leishmania major - cepa XP_001681937.1 67%
Friedlin

Proteina hipotética conservada de Leishmania donovani XP_003859467.1 60%

TABELA 6 - ALINHAMENTO DAS REGIOES DE SIMILARIDADE DAS
SEQUENCIAS DO PEPTIDEO 3 COM AS PRINCIPAIS PROTEINAS
DO PARASITO DISPONIVEIS NO GenBank

PROTEINA ACESSO SIMILARIDADE
Subunidade alfa do coatémero pontual - Leishmania major XP_001686538.1 100%
cepa Friedlin

Quinase 1 de alvo pontual de rapamicina - L. braziliensis - XP_001569274.2 100%
MHOM/BR/75/M2904

Proteina hipotética conservada de - L. braziliensis - XP_001562100 100%
MHOM/BR/75/M2904

Proteina hipotética conservada de Leishmania mexicana - XP_003877650.1 88%
MHOM/GT/2001/U1103

Proteina hipotética conservada de Leishmania mexicana - XP_003875078.1 62%
MHOM/GT/2001/U103

3.7 PRODUCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS ANTI-PEPTIDEOS

Para avaliar a presenca de anticorpos especificos anti-peptideos, o soro dos

hamsters imunizados com peptideos foram avaliados por ELISA (FIGURA 12).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/398012547?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=EAK94UHY01R
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Todos o0s animais que foram imunizados com peptideos apresentaram
reatividade frente aos peptideos 1, 2 e 3 isoladamente e frente ao pool dos
peptideos. Os peptideos 1 e 2 isoladamente induziram reatividade igual ou préxima
ao do MIX de peptideos. J& em relacdo aos hamsters imunizados com o peptideo 3,
observa-se que estes tiveram maior reatividade frente ao MIX de peptideos
presentes na placa de ELISA. Os animais ndo imunizados e os que receberam

apenas adjuvante ndo produziram anticorpos contra os peptideos.

Absorbancia em 492 nm
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FIGURA 12 - PRODUC}AO DE 1IgG NO SORO DE HAMSTERS IMUNIZADOS

COM O PEPTIDEO 1, 2, 3 OU COM UM MIX DOS TRES

PEPTIDEOS POR ELISA. N&ao imune: Foi adicionado soro do grupo de
animais que ndo receberam imunizagdes, Adj: Foi adicionado soro do grupo de
animais que recebeu imuniza¢des somente com adjuvante, P1: Foi adicionado
soro do grupo de animais imunizados com o peptideo 1 e adjuvante, P2: Foi
adicionado soro do grupo de animais imunizados com o peptideo 2 e adjuvante,
P3: Foi adicionado soro do grupo de animais imunizados com o peptideo 3 e
adjuvante, Pep 1, 2, 3 (MIX): Foi adicionado soro do grupo de animais
imunizados com os peptideos 1, 2, 3 e adjuvante. A sensibilizacéo das placas de
ELISA foi realizada com 0,2 pg/ml dos peptideos 1, 2, 3 ou com o MIX dos trés.
Foram aplicadas amostras de soro de hamsters dos diferentes grupos
eperimentais, na diluicdo 1:50 (poll dos dez animais de cada grupo). A deteccao
da reacdo foi realizada com anticorpo anti-IgG total de hamster ligada a
peroxidase (200 ng/mL) e OPD como cromégeno.
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3.8 REATIVIDADE DOS ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEOS PRODUZIDOS POR
HAMSTERS FRENTE AO ANTIGENO SOLUVEL DE L. braziliensis

ApoOs a realizagdo da técnica Western Blotting, utilizando como antigenos o
AS de L. braziliensis e soro de hamsters imunizados com peptideos, foi possivel
constatar reatividade dos antigenos frente aos anticorpos dos animais imunizados
com os peptideos 1, 2, 3 e para o MIX (FIGURA 13). Para os animais que receberam
apenas o adjuvante nao se verificou reatividade. Os hamsters que receberam o
peptideo 1 produziram anticorpos que reconheceram proteinas entre 76 e 150 kDa.
Ja o soro dos hamsters que receberam peptideos 2 e 3 produziram anticorpos que
reagiram com proteinas com massa entre 52 e 76 kDa de L. braziliensis, assim
como o MIX dos peptideos 1, 2 e 3. Os soros dos animais que nao receberam 0s

peptideos (controles negativos) ndo reagiram frente aos antigenos de L. braziliensis.
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FIGURA 13 - REATIVIDADE DE IgGs DE HAMSTERS INOCULADOS COM
PEPTIDEOS FRENTE A ANTIGENOS DE L. braziliensis por WESTERN

BLOTTING. Trinta microgramas de antigeno de L. braziliensis foram separados por
SDS-PAGE a 15% e apos Western Blotting reagidos com soro de hamster diluido 1:100
(pool de soro hamster que recebeu peptideo 1 na canaleta 1, peptideo 2 na canaleta 2,
peptideos 3 na canaleta 3, MIX dos trés peptideos na canaleta 4, na canaleta 5 foi
adicionado o soro dos hamsters que receberam somente adjuvante e na canaleta 6 o
soro dos hamsters que ndo receberam nenhuma inoculacdo). A deteccao da reacao foi
realizada com anticorpo anti-IgG de hamster conjugada a peroxidase (100 pg/mL).



90

4 DISCUSSAO

A andlise dos resultados obtidos demonstra que a metodologia selecionada
para a realizacao desta pesquisa (técnica de Phage display) foi adequada, visto que
sequéncias peptidicas com homologia aos principais fatores de viruléncia de
Leishmania sp. foram obtidas. Além disso, estas sequéncias demonstraram ser
imunogénicas em modelos experimentais para leishmaniose e anticorpos anti-
peptideos reconheceram antigenos de L. braziliensis. Dessa forma, esses peptideos
sdo promissores para deteccao de anticorpos em testes diagnosticos e estudos de
imunoprotegao.

A técnica de SDS-PAGE utilizando antigeno soluvel de L. braziliensis e L.
amazonensis permitiu evidenciar as variagcbes dos perfis proteicos entre as duas
espécies de micro-organismos. Verificou-se que existem diferencas no perfil proteico
entre as duas espécies de Leishmania ja que as bandas observadas ndo se
apresentam de maneira idéntica no gel.

A precipitacao das imunoglobulinas de pacientes portadores LTA com solucéo
de sulfato de aménio possibilitou a retirada de albumina do soro humano, conforme
esperado. A albumina é a proteina mais abundante no plasma humano e
corresponde cerca de 60% da concentracdo total de proteinas, o que implicaria em
reacdes inespecificas e de falsos exames positivos (NELSON e COX, 2011).

Para separar anticorpos do tipo IgGs utilizou-se a técnica de cromatografia de
afinidade com proteina G, um polipeptideo de 42 kDa isolado do Staphylococcus
aureus, ligado a esferas de agarose. A proteina G se liga fortemente a regido Fc das
imunoglobulinas de varias espécies. Esta propriedade foi muito atil para separar
imunoglobulinas do tipo IgG de pacientes com LTA. As IgGs totais foram
posteriormente purificadas e concentradas por afinidade usando antigenos de L.
braziliensis imobilizados em membrana. A purificacdo de IgGs especificas para L.
braziliensis foi uma etapa essencial para a realizacdo da técnica de Phage display
visando selecionar epitopos especificos para essa espécie.

Antigenos produzidos a partir do AS de L. braziliensis e L. amazonensis foram
reconhecidos IgGs totais e IgGs purificadas provenientes de pacientes portadores de
LTA por Western blotting. Esses resultados indicam que o processo de purificagao
das imunoglobulinas foi bem sucedido. A reacdo cruzada entre as duas espécies de

Leishmania estudadas foi constatada, demonstrando que antigenos séao
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compartilhados entre as espécies estudadas. Além disso, embora as reacdes
antigeno-anticorpo sejam altamente especificas, em alguns casos, o anticorpo
induzido por um antigeno pode reagir de maneira cruzada com outro antigeno nao
relacionado. Esta reatividade cruzada ocorre quando dois antigenos diferentes
compartilham um epitopo idéntico que possui propriedades quimicas similares
(GOLDSBY, KINDT, OSBORN, 2008). No presente trabalho, em se tratando de
parasitos do mesmo género, era esperada a existéncia do compartilhamento de
epitopos. Esse é um dos principais entraves para o desenvolvimento de
imunodiagndsticos de doencas infecciosas causadas por parasitos filogeneticamente
proximos.

Na etapa da técnica de Phage display, observou-se aumento progressivo da
intensidade de reacédo das particulas virais frente as IgGs especificas do primeiro
para o quarto ciclos de selecéo (panning) por ELISA. Ja4 o nimero de fagos eluidos
foi sempre menor que a quantidade incubada, pois os fagos com maior afinidade aos
anticorpos imobilizados no tubo ficaram ligados a estes pela interacdo especifica
destas moléculas.

O trabalho de selecédo de clones é exaustivo e buscam-se aqueles que tém
maior reatividade para a continuidade das escolhas de antigenos. Assim, apesar de
muitos clones serem testados, 36 foram reativos. Em relacdo aos clones que nao
foram reativos deve-se considerar que o peptideo pode ter alteracdo em sua
conformacéo, perdendo assim, a capacidade de reconhecimento pelos anticorpos
presente nos soros. Ainda, postula-se que a presenca de proteinas do capsideo do
fago seja importante para interagdo antigeno com o anticorpo.

Fumagali e colaboradores (2008), utilizando a técnica de Phage display
selecionaram peptideos utilizando IgGs purificadas do soro de cdes com
leishmaniose visceral. Dos 190 clones de fagos testados, os autores selecionaram
25 que foram reagentes frente a soro contendo IgG anti- L. amazonensis. De
maneira similar ao encontrado em nosso trabalho, os pesquisadores também
obtiveram trés peptideos que puderam ser sintetizados e testados.

Peixoto (2011), utilizando a tecnologia de Phage display, obteve 49 fagos
reagentes, dos quais 38 tiveram seus DNAs sequenciados e 19 peptideos tiveram

identidade com sequéncias alvo pesquisadas.
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Alban (2011) apoés realizacdo da metodologia em questdo obtiveram 724
clones analisados, sendo que 70 mostraram reconhecimento frente a IgGs e sete
sequéncias peptidicas foram encontradas.

Observa-se desta formague o numero de peptideos obtidos ao final dos
experimentos que utilizam a técnica de Phage display para pesquisa de sequencias
peptidicas difere entre entre o0os experimentos realizados, o que pode estar
relacionado ao numero de Unidades Formadoras de Colbnias testatas, tipo de
bibliotecas de fagos e ao parasito em estudo.

Os protozoarios do género Leishmania desenvolveram formas sofisticadas
para escapar a resposta imune inata, permitindo sua infeccdo e multiplicagdo dentro
dos macrofagos do hospedeiro mamifero. As duas moléculas mais abundantes de
superficie dos promastigotas estdo implicados na sua viruléncia: a GP63 e 0 LPG.

Os trés peptideos descritos nesse estudo revelaram a homologia a LPG
(Lipofosfoglicana), GP63 (Leishmanolisina ou glicoproteina de 63 kDa), bem como
com outras proteinas hipotéticas de Leishmania sp. quando comparadas com outras
depositadas no GenBank.

Modelos experimentais que utilizaram-se da inoculacdo de cepas de L. major
mutantes que ndo expressavam as moléculas GP63 ou LPG, mostraram reducao na
viruléncia de Leishmania, indicando importancia destas moléculas no
estabelecimento da infeccdo (JOSHI et al., 2002). Resultados incompativeis a esta
descoberta foram apresentados por llg e colaboradores (2001), quando ficou
demonstrado que cepas de L. mexicana mutantes sem expressao de LPG cresciam
em cultura da mesma forma que cepas selvagens.

Ainda assim, a grande maioria dos estudos apontam o LPG um dos fatores de
viruléncia e infectividade mais importantes da Leishmania, como discutido a seguir.
No inicio da infec¢do por Leishmania sp. a molécula de LPG seria responsavel por
inibir a fusdo do fagossomo (contendo o parasito) com os lisossomos (contendo
enzimas liticas). Enquanto que a GP63 ficaria responsavel por inativar as enzimas
do lisossomo, caso a fusdo com o fagossomo ocorresse (DERMINE et al., 2000).

O LPG é encontrado na superficie de promastigotas de todas as espécies de
Leishmania descritas (TURCO et al., 2001). Foi demonstrado também que o LPG é
capaz de proteger formas promastigotas de elevac¢des transitorias nos niveis de

espécies reativas de oxigénio, geradas durante a fagocitose, o que representa um
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importante mecanismo de fuga do sistema imune do hospedeiro (SPATH et al.,
2003).

Outra estratégia importante para o desenvolvimento da infeccdo é que as
formas amastigotas possuem a capacidade de adaptar-se ao meio &cido dos
fagolisossomos e que sdo metabolicamente mais ativos em ambiente acido do que
neutro (McCONVILLE et al., 2007; NADERER e McCONVILLE, 2008).

Varios fatores de viruléncia de Leishmania sp. ja foram identificados, sendo
gue a GP63 é referida como maior glicoproteina de superficie da forma promastigota
de Leishmania sp. Ela representa mais de 1% da proteina total do parasito. Esta
molécula esté intimamente relacionada com a resisténcia do parasito durante a fase
de infeccdo e foi um dos primeiros antigenos definidos e testados como vacina
contra a leishmaniose (YAO et al., 2003).

Estudos demonstram que a GP63 possui também a capacidade de ligar-se a
componentes do sistema complemento quebrando essas moléculas e tornando-as
inativas. Esta caracteristica parece proporcionar protecdo aos promastigotas contra
a resposta imune inata do hospedeiro (CHAUDHURI; CHANG, 1988).

Além disso, a glicoproteina de 63 kDa de Leishmania sp. € capaz de bloquear
a degradacdo de peptideos, necessaria para 0 crescimento e protecdo dos
amastigotas dentro das células dos macrofagos (YAO et al.,2003).

A evasado do sistema imune € uma estratégia eficaz de sobrevivéncia dos
parasitos. Em relacdo a resposta imune, verificou-se que a GP63 influencia a
atuacao dos linfocitos TCD4 reduzindo a resposta imune mediada por células (HEY
et al., 1994). Esta glicoproteina também cliva peptideos intracelulares, prevenindo a
apresentacao de antigenos e inibindo a quimiotaxia dos macréfagos (GARCIA et al.,
1997). Além disso, a GP63 foi empregada em estudo de imunizacdo experimental
contra diferentes espécies de Leishmania e tem conferiu protecdo efetiva em
camundongos suscetiveis (JAAFARI et al., 2007). No entanto, outras espécies
animais também susceptiveis a infeccdo por Leishmania, ndo desenvolveram
resposta imune protetora quando estimulados por diferentes formulacdes contendo
esta glicoproteina (OLOBO et al., 1995; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007).
Estudos continuam sendo conduzidos para estudar a melhor formulacdo e
administracdo desta molécula para que se possa conferir imunoprote¢cdo a animais e

assim utiliza-la como vacina contra leishmanioses.
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Foi demonstrada a capacidade de producdo de anticorpos especificos anti-
peptideos em hamsters imunizados com os peptideos obtidos no presente trabalho.
Esta informacédo é de suma importancia, visto que somente moléculas imunogénicas
sdo capazes de gerar anticorpos especificos e como os trés peptideos possuem
esta propriedade poderiam ser Uteis como ferramentas de imuniza¢cdes bem como
em outras estratégias imunoldgicas. Embora todas as moléculas que tenham
imunogenicidade (capacidade de produzir resposta imune humoral e/ou celular)
também tenham a propriedade de antigenicidade (capacidade de se combinar com
anticorpos e/ou receptores de superficie celular) o inverso ndo € verdadeiro.
Algumas moléculas pequenas, denominadas haptenos, sdo antigénicas e séao
incapazes, por si proprias, de induzir uma resposta imune especifica, pois lhes falta
imunogenicidade (GOLDSBY, KINDT, OSBORN, 2008). No caso dos peptideos
avaliados neste trabalho, constatou-se que pelo tamanho molecular (os melhores
imunégenos tendem a ter massa de aproximadamente 100.000 Da) tratava-se de
haptenos e por este motivo as moléculas foram acopladas ao KLH, para juntos
tornarem-se imunogénicos.

Os adjuvantes utilizados atuaram prevenindo os peptideos de serem
rapidamente dispersos e degradados, provendo ao sistema imune um estimulo
localizado, persistente e a inflamac&o. Outra estratégia promissora na estrutura de
vacinas a ser testada consiste em administrar, juntamente com os peptideos,
citocinas que vao direcionar a resposta imune para o tipo Thl ou Th2 que melhor
favoreca a protecéo contra determinado patogeno (ROITT, 2013).

A realizacdo da técnica Western blotting demonstrou a ligacdo dos anticorpos
IgG dos animais imunizados com peptideos frente ao antigeno bruto de L.
braziliensis revelando que a técnica empregada é util na identificacdo de possiveis
alvos antigénicos para pesquisas de diagnéstico e ou imunoprofilaxia da
leishmaniose.

As bandas encontradas revelaram que os anticorpos produzidos pelos
hamsters reconheceram bandas proteicas entre 76 e 150 kDa e entre 52 e 76 kDa
de L. braziliensis.

Nascimento e colaboradores (1990) avaliaram o soro de individuos vacinados
com cepas de Leishmania sp. que reconheceram oito principais bandas com massas
moleculares estimadas em 13,5, 25, 40, 63, 73, 85, 97 e 160 kDa. Fica evidente que
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0os antigenos L. braziliensis além de serem moléculas complexas apresentam
variadas massas moleculares.

Os peptideos obtidos no presente estudo possuem homologia com fatores de
viruléncia de Leishmania sp. Os fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos ou
estratégias que os micro-organismos utilizam para “driblar’ o sistema de defesa do
hospedeiro e iniciar uma infeccdo. Postula-se que a inoculagéo prévia destes fatores
de viruléncia poderiam desarticular o curso de uma futura infeccdo e desta forma
estas moléculas poderiam ser utilizadas em estratégias de imunoprofilaxia. Acredita-
se também que os peptideos sintéticos obtidos sejam Uteis para a investigacéo de
novos métodos diagndésticos soroldgicos da LTA, jA que é provavel que muitos dos

anticorpos gerados por pacientes sejam direcionados para estes fragmentos.
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5 CONCLUSOES

A técnica de Phage display foi adequada para a realizacdo da pesquisa, visto
qgue possibilitou a selecédo de clones de bacteriéfagos reativos com anticorpos IgGs
purificados de pacientes com LTA.

Sequéncias peptidicas com homologia aos principais fatores de viruléncia de
Leishmania sp. foram obtidas. Estas sequencias poderdo ser Uteis em estratégias de
imunoprofilaxia e na investigacdo de novos métodos de diagndsticos soroldgicos da
LTA.

Sequéncias peptidicas injetadas em hamsters demonstraram ser
imunogénicas e anticorpos anti-peptideos de hamster reconheceram antigenos do

AS de L. braziliensis.
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6 PERSPECTIVAS

Anticorpos anti-peptideos foram produzidos por Hamsters golden imunizados
e, de posse destes soros, torna-se possivel a realizacdo da eletroforese 2D para
identificagcdo dos antigenos originais de Leishmania sp. Esta eletroforese revelaria
0s spots de massa molecular dos antigenos que poderiam ser comparadas as
massas obtidas no Western Blotting.

Hamsters poderao ser imunizados com os peptideos aqui descritos e 0s soros
anti-peptideos obtidos poderdo ser testados novamente, com a diferenca de que,
neste novo experimento, serdo avaliados, por Western blotting, antigenos de outras
espécies de Leishmania, visando demonstrar a possivel utilizacdo destas moléculas
com antigenos para o diagnostico de outras formas clinicas de leishmaniose e da

doenca causada por outras espécies (além de Leishmania braziliensis).
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CAPITULO 2

Peptideos sintéticos no imunodiagnostico da
leishmaniose tegumentar americana

RESUMO

O diagnéstico das leishmanioses, além de critérios clinicos e epidemioldgicos,
necessita de confirmagdo com resultados laboratoriais. A demonstracdo do parasito
em amostras de tecido ou 0 seu crescimento em meios de cultura constituem o
padréo ouro para diagnostico das leishmanioses. Porém, estas técnicas apresentam
limitagdes, tanto pela baixa sensibilidade em determinadas fases da doenca como
pelas dificuldades operacionais para obtencdo e analise do material. O ensaio
imuno-enzimatico (ELISA) é considerado um teste réapido, sensivel e facilmente
automatizavel. Estudos visando o aprimoramento desta metodologia e empregando
antigenos purificados vem sendo desenvolvidos para que se possa obter de forma
segura e eficaz o diagnoéstico desta doenca. No presente estudo, trés peptideos (P-
1, P-2 e P-3) identificados por Phage display e sintetizados quimicamente foram
avaliados quanto a capacidade de detectar anticorpos contra Leishmania braziliensis
(L. braziliensis) de pacientes com leishmaniose tegumentar americana (LTA) por
teste ELISA indireto. Para obtencdo do ponto de corte (Cut-off) entre soros positivos
e negativos dois calculos foram aplicados. O primeiro foi realizado calculando a
média das absorbancias obtidas para um grupo de individuos considerados
negativos acrescidos de dois desvios padrao (2SD) e o segundo foi empregando a
Curva ROC (Receiver Operating Characteristics). Dois grupos de pacientes foram
investigados, sendo o primeiro constituido por 25 individuos que tiveram diagndéstico
parasitolégico confirmado e o segundo por 57 pacientes que apresentavam suspeita
clinica de LTA, eram moradores de area endémica e que tinham teste soroldgico
positivo para a doenca. Os trés peptideos e o MIX dos mesmos (P-1+P-2+P-3) foram
imunorreativos com o soro de pacientes dos dois grupos. Em pacientes do Grupo 2
0s trés peptideos s6 ou em combinacéo foram capazes de diagnosticar de 82 e 84%
dos individuos. O peptideo 1, 2, 3, MIX e AS reagiram com 64, 56, 44/56, 40/72 e
80% das amostras de soro, respectivamente. As sensibilidades do teste ELISA
foram de 64 a 74% para o peptideo 1, 56 a 65% para o peptideo 2, 44 a 68% para o
peptideo 3, 40 a 79% para o MIX e de 80 e 91% para o AS. O MIX de peptideos
apresentou o melhor desempenho (79% de sensibilidade) seguido do P-1 (74%). A
aplicacdo do teste t sugeriu que o P-1 seria melhor alternativa entre os peptideos
para o diagnostico da LTA. As especificidades dos antigenos variaram de 92 a 100%
demonstrando a habilidade destes em diagnosticar corretamente os individuos
sadios. Reacdes cruzadas com soros de pacientes com doenca de chagas,
hanseniase e tuberculose foram avaliadas contra todos os antigenos. A reacao
cruzada com doenca de chagas foi zero para o P-1 enquanto que para o AS foi 60%.
Estas moléculas revelaram grande importancia como novos alvos biolégicos e com
potencial para o diagndéstico e consequentemente tratamento precoce de individuos
com LTA.

Palavras-chave: leishmaniose. Imunodiagnéstico. ELISA indireto. Peptideos
sintéticos. Biopanning.
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CHAPTER 2

Synthetic peptides in imunnodiagnosis
of Cutaneous Leishmaniosis

ABSTRACT

The diagnosis of Leishmaniosis, apart from the clinical and epidemiological criteria,
needs laboratorial confirmation. The demonstration of the parasite in tissue samples
or their grow thin culture media is the golden standard for diagnosis of
Leishmaniosis. However, these technique shave limitations, both the low sensitivity
at certain stages of the disease as the operational difficulties in obtaining and
analyzing the material. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is
considered a rapid, sensitive and easily automatable test. Studies aiming at the
improvement of the methodology and using purified antigens have been developed in
order toget a safe and effective way to diagnose the disease. In this study, three
peptides (P-1, P-2 and P-3) identified by Phage display were chemically synthesized
and evaluated for their ability to detect antibodies against Leishmania braziliensis (L.
braziliensis) of patients with Cutaneous Leishmaniasis (ACL) by indirect ELISA. In
order to obtain the cut-off between positive and negative sera, two calculations were
applied. The first one was conducted by calculating the mean absorbance obtained
for a group of individuals considered negative plus two standard deviations (2SD).
The second calculation was using the ROC curve (Receiver Operating
Characteristics).Two groups of patients were studied: the first consists of 25
individuals who had confirmed parasitological diagnosis and the second group of 57
patients who had clinical suspicion of CL and were residents of a endemic area and
also had positive serologic test for the disease.The three peptides and the MIX (P-
1+P-2+P-3) were immunoreactive against sera of patients in both groups and, in
Group 2, the three peptides alone or in combination were able to diagnose 82 to 84%
of individuals. Peptide 1, 2, 3, MIX and AS were reactive with 64, 56, 44/56, 40/72
and 80% sera samples, respectively. The sensibility of the ELISA assay using the
peptides were 64 to 74% for peptidel, 56 to 65% for peptide 2, 44 to 68% for peptide
3, 40 to 78% for the MIX and 80% to 91% for the AS. The MIX of peptides showed
the best performance (79%) among the peptides followed by P-1 (74%).The
application of the t-test suggested that P-1 was the best alternative among the
peptides for the diagnosis of ACL.The specificities of antigens ranged from 92% to
100% demonstrating the ability to correctly diagnose the healthy individuals. Cross-
reactions with sera from patients with Chagas Disease, Leprosy and Tuberculosis
were evaluated against all antigens. Cross-reactivity with Chagas Disease was zero
for the P-1 and 60% for AS. These molecules have shown great importance as new
biological targets and with potential for the diagnosis and subsequent early treatment
of patients with ACL.

Key words: Leishmaniosis. Immunodiagnosis. Indirect ELISA. Synthetic peptides.
Biopanning.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as leishmanioses sé&o
doencas negligenciadas, que nao s6 prevalecem em condicbes de pobreza, mas
também contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade, j& que
representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises (OMS, 2010).

A leishmaniose tegumentar (LT) é encontrada em todos os continentes,
porém, representa grave problema de salde publica nas Américas, Europa, Africa e
Asia com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos (OMS, 2010).

O diagnéstico laboratorial da LT consiste em:

1: exames parasitologicos (demonstracao direta do parasito, isolamento em
meio de cultura ou em animais de laboratério) que demonstram sensibilidades
variadas dependendo da fase da doenca e ainda apresentam desvantagens
operacionais em areas endémicas, uma vez que a infra-estrutura pode ser bastante
deficitaria nessas regides (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2000; LACHAUD et
al., 2000).

2: pesquisa de material genético do parasito por técnicas moleculares como,
por exemplo, o exame de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia) que permite
amplificar em escala exponencial uma determinada sequéncia de DNA. Esta
metodologia apresenta sensibilidades de 82 a 98% e especificidades de 95 e 100%.
No entanto, existem dificuldades para implantacdo deste exame no servico publico
pelos elevados custos associados a realizacdo desta técnica e pela necessidade de
equipamento apropriado. Assim, esta reacdo tem sido mais utilizada para fins de
pesquisa, sendo pouco disponivel na rotina diagndéstica no pais (NUZUM et al.,
1995; GONTIJO, 1997; LACHAUD et al., 2000; BRASIL, 2010).

3: testes imunoldégicos que sdo métodos indiretos e incluem
intradermorreacdo (IDR), ensaio imunoenzimatico (ELISA), reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinacédo entre outros.

Entre os métodos imunoldgicos, o teste intradérmico € um método simples que
consiste na avaliacdo da hipersensibilidade tardia de pacientes com leishmaniose. O
antigeno de Montenegro utilizado no teste é obtido a partir de promastigotas em
suspensao. A producgéo foi desenvolvida inicialmente por Montenegro, em 1926, e

modificada por Sales-Gomes em 1939. A técnica € empregada como valioso recurso
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no diagnostico imunolégico da LTA, dada sua sensibilidade (86,4 a 97,5%) (MELO et
al.,1977; MARZOCHI, 1980). No entanto, o teste de Montenegro apresenta
limitacGes ja que sua positividade pode ser interpretada como exposi¢do ao parasito
sem doenca, alergia ao diluente do teste ou reacao cruzada com outras doencgas. O
resultado também pode ser positivo apo6s o tratamento. Em area endémicas, podem
ser encontradas de 20 a 30% de pessoas sadias com reagao positiva (MARZOCHI,
1980; GUERRA et al., 1985; BRASIL, 2010).

O teste de Imunofluorescéncia Indireta usa formas promastigotas e apresenta
sensibilidade estimada em 80% podendo alcancar 100% na forma mucosa, na qual
a resposta imunoldgica do hospedeiro é intensa. No entanto este valor pode sofrer
alteracdoes dependendo do técnico que realiza a leitura. A IFI ndo é facilmente
adaptavel a estudos soroepidemiolégicos de grande escala devido as limitacbes de
disponibilidade de parasitas e microscopios de fluorescéncia (MARZOCHI, 1980;
MENDOCA et al., 1988; RODRIGUES, 2000).

O ensaio imuno-enzimatico (ELISA), utilizando antigeno sollvel apresenta alta
sensibilidade (92 e 95%) e especificidade (92 e 100%). Por tratar-se de um método
facilmente automatizavel ele tem potencial para ser aplicado nos diagndésticos
individuais e epidemiologicos de LTA, permitindo assim seu emprego em diagnostico
de larga escala (RYAN et al., 2002; SZARGIKI et al., 2009).

Uma segunda geracdo de antigenos vem sendo pesquisada para facilitar a
industrializacdo da producdo e a reprodutibilidade dos testes. Os antigenos
recombinantes tiveram seus estudos iniciados nos anos 90 (FARGEAS et al., 1996;
PASSOS et al., 2005; PORROZZI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011; SOUZA et al.,
2013).

Avancos biotecnolégicos tém contribuido para o desenvolvimento de antigenos
mais seguros e eficazes. Dentro deste contexto, insere-se a pesquisa de mimotopos
de antigenos, que se iniciou a partir de 2000, especialmente para as espécies L.
infantum e L. amazonensis (FUMAGALLI, 2008; FUMAGALLI et al., 2013).

Em relacdo a L. braziliensis, ndo existem relatos na literatura de selecdo de
peptideos utilizando Phage display. Essa investigacdo € importante para atender a
demanda de insumos diagndésticos para a doenca e assim auxiliar para que o
tratamento seja 0 mais precoce possivel visando reduzir sequelas (FUMAGALLLI,
2008; KUMAR et al., 2012; FUMAGALLI et al., 2013).



106

Este trabalho visa, portanto, avaliar peptideos sintéticos obtidos pela técnica
de Phage display que possam ser usados no diagnostico sorologico da LTA causada
por L. braziliensis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE SOROS POSITIVOS E NEGATIVOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa para seres
humanos (Protocolo 107/11).

Foram coletadas amostras de sangue de pacientes com suspeita clinica de
LTA para a obtencéo de soro (n=198). Os voluntarios foram provenientes do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana e de varias Regionais de Saude do
Estado do Parana. Dois grupos de pacientes foram formados:

- grupo 1 (n=25) individuos com clinica, provenientes de zona endémica e exame
parasitologico positivo.

- grupo 2 (n=57) individuos com clinica, provenientes de zona endémica e com
exame soroldgico positivo.

Foram também coletadas amostras de individuos saudaveis (n=37) que nao
apresentaram historico de leishmaniose ou doenca de chagas, moravam em zona
indene (livre da doenca) e ndo mantinham contato com pacientes com essas
doencas.

Para pesquisa de reacdo cruzada foram obtidos soros de pacientes com
diagnostico confirmado de doenca de chagas (n=10), tuberculose (n=10) e

hanseniase (n=10). Todos os soros foram armazenados em aliquotas a -20°C.

2.2 CULTURA DO PARASITO PROVENIENTE DE BIOPSIAS DE PACIENTES
PARA PESQUISA DE Leishmania braziliensis

Amostras de bidpsia de borda da lesdo de pacientes foram recebidas no
laboratério de Parasitologia Molecular juntamente com o soro de pacientes com
suspeita de LTA. As amostras foram lavadas (2X) em solugéo fisiologica 0,9%
contendo antibiético (Penicilina 25.000 Ul). Apo6s a ultima lavagem 0,5 mL de soro

fisiol6gico contendo antibiético foram adicionados e a bidpsia foi macerada. O
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conteudo foi distribuido em seis tubos de meio bifasico NNN (Novy-McNeal-Nicolle)
e cultivado em estufa a 24°C. O meio liquido era repicado a cada cinco a sete dias
para novos tubos e observado em microscopio 6ptico (250 e 400X) para pesquisa do
parasito (CASTRO, 2001).

2.3 PREPARO DO ANTIGENO SOLUVEL DE Leishmania braziliensis

Cepas de L. braziliensis (MHOM/BR/94/Cur22) foram cultivadas em meio
bifasico NNN. Apds a obtencdo de tubos ricos em formas promastigotas, 0s
sobrenadantes foram repassados para garrafas de cultura (100 mL), contendo o
meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) enriquecido com
soro fetal bovino (Gibco, Rockville, Maryland, USA) a 10%. Apos a multiplicacdo dos
parasitos, as formas promastigotas foram recuperadas por filtracdo em gaze esteéril
seguido de centrifugacdo a 3.500 g por 10 minutos a 4°C. Foram realizadas
lavagens com solucéao fisiologica 0,9%, 0,3%, 0,9% e PBS (tampéo fosfato-salino)
pH 7,2 respectivamente. A recuperacao das células foi feita por centrifugacoes a
3.500 g por 10 minutos a 4°C.

O rompimento dos parasitos foi realizado ressuspendendo-se o sedimento
com agua destilada esterilizada. Também foram realizados seis ciclos de
congelamentos e descongelamentos subitos imergindo os tubos em nitrogénio
liquido até seu congelamento e imediato descongelamento em banho-maria a 37°C.
Mantendo os antigenos conservados em banho de gelo foi aplicada a acdo do Ultra-
Som (Bandelin, Berlim, Alemanha) a 150 W por seis séries de 30 segundos com
intervalos de um minuto (SZARGIKI et al., 2009).

O produto resultante foi centrifugado por 30 minutos em ultra-centrifuga a 4°C
e 14.000 g. Os sobrenadantes foram recuperados e filtrados em sistema esterilizante
(membrana 0,22 uym). Em seguida foi realizada dosagem de proteinas pelo método
de Lowry (LOWRY, 1951). Foram feitas aliquotas dos antigenos produzidos que

foram armazenadas em tubos criogénicos a - 20°C.
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2.4 SINTESE DE PEPTIDEOS IDENTIFICADOS PELA TECNICA DE PHAGE
DISPLAY

Os peptideos identificados pela técnica de Phage display (Conforme capitulo
1) foram sintetizados quimicamente pela estratégia Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonila),
utilizando- se, para tal, um protocolo de sintese de peptideos em fase sélida (resina
como suporte sélido insoltvel), que usa aminoacidos especiais para a sintese in
vitro. Esses amino&cidos possuem o0 grupamento amina protegido pelo grupamento
Fmoc e sdo acoplados a resina. O protocolo foi realizado conforme Merryfiel (1965)
e usando o sintetizador de peptideos automatico MultiPep RS (Intavis Bioanalytical,
Nattermannallee, Alemanha).

A técnica do ALA (alanina) scan foi utilizada para avaliagdo dos aminoacidos
essenciais para o reconhecimento da proteina pelos anticorpos. Este ensaio
consiste na sintese de peptideos onde cada aminoacido da sequéncia original é
substituido por uma alanina. No caso de alaninas presentes na sequencia inicial,

esta é substituida por uma glicina. A sintese é realizada como descrita na FIGURA
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FIGURA1- TECNICA ALA — SCAN - Alanina é utilizada para substituir os
residuos de aminoacidos em cada posicdo do peptideo inicial. A
técnica pode ser utilizada para determinar a importancia de cada
um dos residuos substituidos em relacdo a funcionalidade do
peptideo original. Fonte: http://www.genscript.jp/peptide_screening_tools.html
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2.5 AVALIACAO DO ANTIGENO SOLUVEL DE L. braziliensis EM TESTE ELISA
INDIRETO

Os soros dos pacientes e dos controles negativos foram avaliados por ELISA
utilizando-se antigeno soltuvel (AS) como antigeno para sensibilizacdo das placas.
Foram aplicados 100 uL do AS (500 ng) em tampao carbonato (Na,CO3; 0,16%,
NaHCO3 0,29%, pH 9,6), por poco e incubacdo overnight a 4°C. Apés esta etapa, a
solucdo de antigeno foi descartada e as placas lavadas, por duas vezes, com
solucdo de lavagem (NaCl 0,9% - Tween 20 0,05%). O bloqueio foi realizado por
uma hora a 37°C, adicionando-se 120 pL de solucdo de bloqueio (caseina 2% em
PBS pH 7,4) por pogo. Apos incubacgdo, nova lavagem da placa foi realizada. Os
soros foram diluidos 1:100 em tampéao de incubacéo (0,25% de caseina em PBS pH
7,4 - Tween 20 0.05%) adicionados a placa e incubados em estufa a 37°C por uma
hora. ApOs esta etapa, as placas foram novamente lavadas, por quatro vezes, e 100
pL, por poco, do conjugado anti-lgG humana Fc especifica diluido 1:10.000 em
tampdo de incubacao foi adicionado e incubado por uma hora a 37°C. Foram
realizadas quatro lavagens da placa e o substrato, composto por uma pastilha de
OPD (2 mg) diluida em 10 mL de tampao citrato 0,15M, pH 5,0 e 2 yL de peroéxido
de hidrogénio a 30% foi aplicado. Apdés 15 minutos ao abrigo de luz foi efetuada a
parada da reacdo adicionando-se 20 uL de acido sulfurico 1:20. A leitura foi

realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm.

2.6 AVALIACAO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS NO TESTE ELISA INDIRETO

A fim de se buscar uma aplicabilidade em imunodiagndsticos, os peptideos 1
(P-1), 2 (P-2), 3 (P-3) e o MIX destas moléculas (P-1 + P-2 + P-3) identificados pela
técnica de Phage display (conforme capitulo 1 desta tese), foram empregados como
antigenos para sensibilizar placas de 96 pocos e avaliados no teste ELISA indireto.

Para padronizacdo do teste ELISA diferentes condi¢cées foram testadas,
incluindo alteragbes na concentracdo dos peptideos (0,250, 0,5, 1, 2 e 3 ug por

poco), no uso de peptideos isolados ou em MIX, no uso de peptideos conjugados a
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molécula KLH (Keyhole limpet hemocyanin), no uso de peptideos com ou sem a
sequéncia KKG adicionada a sua estrutura, na solu¢do de bloqueio (com caseina
2% ou com BSA 3% em PBS pH 7,4), na diluicdo do soro (1:25, 1:50 e 1:100), na
concentracdo do conjugado anti-humano porcao Fc especifica ligado a biotina (2,5,
1,0 e 0,5 pg/mL), no conjugado anti-lgG-humana Fc especifica ligado a peroxidase
(2:2.500, 1:5.000 e 1:10.000) e na neutravidina conjugada a peroxidase (12,5, 25,
50, 100 e 200 ng/mL).

Ap6s a determinacdo da melhor condicdo a ser utilizada, as placas foram
sensibilizadas com o MIX dos peptideos ou com os peptideos isolados em tampéo
carbonato pH 9,6 onde permaneceram overnight a 4°C. ApGs incubacédo, a solucao
de sensibilizacdo foi descartada e foi realizada a lavagem por duas vezes com
solucdo de lavagem para remocdo de antigenos nado ligados. Os pocos foram
blogueados com 120 pL de PBS acrescido de BSA 3% por uma hora em
temperatura de 37°C. ApoOs incubagédo e nova lavagem, foram adicionados soros
diluidos 1:50 em BSA 3%, PBS pH 7,4 por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada quatro
vezes e foi adicionado o conjugado anti-lgG humana Fc especifica, ligado a biotina
(0,25 pg/mL) por uma hora a 37°C. ApOs a realizacdo de quatro lavagens para
remocao de anticorpos secundarios nao ligantes, foram adicionados 100 pyL de
neutravidina ligada a peroxidase (12,5 ng/mL) e foi realizada a incubacao das placas
por uma hora. Quatro lavagens foram efetuadas seguidas da adicdo de substrato em
10 mL de tampé&o citrato e 2 pL de perdxido de hidrogénio a 30% foi aplicado onde
permaneceram, em ambiente escuro, por 15 minutos. A parada da reacédo aconteceu

com adicéo de 20 pL de &cido sulfarico 1:20.

2.7 AVALIACAO DO PONTO DE CORTE E ANALISE ESTATISTICA

Apbs a padronizacao final dos testes ELISA, a partir das absorbancias obtidas
para as andlises dos antigenos P-1, P-2, P-3 e MIX e AS, duas abordagens foram
adotadas para a determinacdo de pontos de corte (Cut-off) e definicdo de soros

positivos e negativos.
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Na primeira foram calculadas as médias das absorbancias de um grupo de
individuos considerados negativos (n=37). A partir desses resultados, os pontos de
corte corresponderam as medias acrescidas de dois desvios padréo.

Na segunda abordagem foram empregadas curvas ROC (Receiver Operating
Characteristics) (METZ, 1978; ZWEING, CAMPBELL, 1993). A curva ROC é
uma ferramenta estatistica avancada para avaliacdo e comparag¢do dos resultados
de testes diagnésticos. Este programa possibilita a avaliacdo da acuracia global
através da Area sob a Curva ROC (Area Under Curve - AUC) e o estudo da
sensibilidade e especificidade com varios pontos de corte. Os dados geram uma
tabela onde cada ponto de corte impacta na sensibilidade e especificidade. As
informacgbes geradas subsidiam a identificacdo do ponto de corte ideal. Neste caso
os pontos de corte foram determinados separadamente para G1 e G2 (0s grupos
estéo descritos no item 2.1).

Apoés a classificacdo de cada soro de individuo como sendo positivo ou
negativo foi possivel estimar indices de qualidade como sensibilidade, especificidade
e precisdo (GALEN e GAMBINO, 1975).

Os calculos dos valores preditivos positivos e negativos foram realizados
considerando-se duas estimativas de prevaléncia da doenca: uma na populacéo
geral estudada (6,1%, - dado obtido de CRUZ, 2008) e outra na populacdo de
individuos com suspeita da doenca (28,8%).

Foi estimada a concordancia de peptideo com o AS utilizando-se o coeficiente
de Kappa e seguindo o critério proposto por Landis e Koch (1977) para a
classificacdo do resultado (<0,20%: fraca; 0,20 a 0,40%: minima; 0,40 a 0,60%:
regular; 0,60 a 0,80%: bom; >0,80%: excelente).

Para estimar parametros de interesse foram construidos intervalos de
confianca de 95%. Para a comparacdo dos peptideos com o AS, em relacdo a
absorbancia, foi usado o teste t de Student para amostras pareadas. A condicao de
normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
foram analisados com o programa computacional MedCalc 13.2.0 (MedCalc

Software, Mariakerke, Bélgica).
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3 RESULTADOS

3.1 AMOSTRAS DE SOROS POSITIVOS E NEGATIVOS

A amostragem de soros obtidos e utilizadas no presente trabalho foram:

% 37 soros de individuos saudaveis de zona indene
% 10 soros de pacientes com doenca de chagas

% 10 soros de pacientes com hanseniase

% 10 soros de pacientes com tuberculose

% 198 soros de pacientes com suspeita clinica de LTA

3.2 CULTURA DE BIOPSIAS DE PACIENTES PARA PESQUISA DE Leishmania

braziliensis

Dos 198 soros de pacientes com suspeita clinica de LTA, 25 foram positivos

para cultura de L. braziliensis e foram utilizados para compor o Grupo 1 de estudo.

3.3 AVALIACAO DOS SOROS NO TESTE ELISA INDIRETO UTILIZANDO-SE O
ANTIGENO SOLUVEL DE Leishmania braziliensis

Dos 198 soros 57 foram positivos no teste ELISA indireto inicial utilizando-se

0 AS como antigeno. Estes pacientes constituiram o Grupo 2 de estudo.
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3.4 AVALIACAO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS NO TESTE ELISA INDIRETO

Ao longo do desenvolvimento deste projeto, foram testadas varias parametros
experimentais para definir a melhor condicdo, para a realizacdo do teste ELISA
indireto usando peptideos como antigeno.

Para verificar se os peptideos identificados seriam reconhecidos pelo soro
dos pacientes com LTA (e que ndo fossem reconhecidos pelo soro de voluntarios
saudaveis) um teste inicial foi realizado. Para isto foram avaliadas as seguintes
condicdes: MIX dos peptideos nas concentracbes de 0,125 g, 0,250 pg, 0,5 uge 1
Mg por poco da placa, conjugado anti-lgG humana Fc especifica ligado a peroxidase
diluido 1:5.000, 1:7.500 e 1:10.000, pool de 3 soros positivos e de 3 soros negativos
nas diluicbes 1:25, 1:50 e 1:100 (TABELAS 1 e 2).

Os melhores resultados obtidos foram: peptideos na concentracéo de 0,125
Mg por poco, soro diluido 1:25 e conjugado 1:10.000 (TABELA 2). A partir desse
experimento foi possivel observar que os peptideos eram capazes de reagir com o
soro de pacientes com LTA e ndo reagiam com o soro de individuos saudaveis.

Para avaliacao dos peptideos, os mesmos foram usados individualmente para
sensibilizar pocos da microplaca e testados contra 3 soros com absorbancia acima
de 0,4 em teste anterior utilizando-se o AS como antigeno. O peptideo 1 apresentou
os melhores resultados e foi selecionado juntamente com o MIX para sensibilizar
placas para teste de 34 individuos saudaveis (FIGURA 2).

O Cut-off obtido foi de 0,499 para o teste com o peptideo 1 e quando a placa
foi sensibilizada com o MIX dos trés peptideos o Cut-off foi de 0,553 (FIGURA 2).



115

TABELA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UMA MICROPLACA
UTILIZADA PARA A ESCOLHA DA CONCENTRAGCAO IDEAL DE
PEPTIDEO POR POCO DA PLACA, DA DILUICAO DO
CONJUGADO E DOS SOROS POSITIVOS E NEGATIVOS
TESTADOS

Soro
1:25

Soro
1:50

Soro
1:100

Soro
1:25

Soro
1:50

Soro
1:100

Soro | Soro
1:25 | 1:50

Soro
1:100

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125 | 0,125 | 0,125

0,250

0,250

0,250

0,250

0,250

0,250

0,250 | 0,250 | 0,250

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

1

1

1

1

1

1

1

1

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125 | 0,125 | 0,125

0,250

0,250

0,250

0,250

0,250

0,250

0,250 | 0,250 | 0,250

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

1

1

1

1

1

1

1

1

Conjugado 1:5000

Conjugado 1:7500

Conjugado 1:10.000

Nota: Os numeros da tabela representam a concentracdo de antigeno. Coloracédo cinza
representa os locais de adicdo dos soros positivos, a coloracdo branca representa os locais
de adicdo dos soros negativos.

TABELA 2 - ABSORBANCIA~S OBTIDAS'APOS LEITURA DA PLACA COM
REPRESENTACAO ESQUEMATICA APRESENTADA NA TABELA 1

Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro

1:25 1:50 1:100 1:25 1:50 | 1:100 | 1:25 1:50 1:100

0,25 0,14 0,09 0,33 0,17 0,10 0,24 0,16 0,10 +
0,23 0,13 0,08 0,23 0,12 0,09 0,26 0,13 0,08 +
0,22 0,13 0,08 0,27 0,13 0,09 0,26 0,14 0,09 +
0,25 0,13 0,08 0,25 0,15 0,10 0,06 0,13 0,09 +
0,10 0,05 0,04 0,09 0,05 0,04 0,06 0,05 0,09 -
0,07 0,04 0,04 0,08 0,04 0,04 0,05 0,04 0,05 -
0,09 0,05 0,04 0,05 0,04 0,05 0,06 0,04 0,04 -
0,09 0,05 0,04 0,06 0,04 0,04 0,06 0,04 0,05 -

Conjugado 1:5000 Conjugado 1:7500 Conjugado 1:10.000

Nota: Coloracdo cinza representa os locais de adicdo dos soros positivos, a coloragédo

branca representa os locais de adi¢gdo dos soros negativos.
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FIGURA 2 - ABSORBANCIAS OBTIDAS EM TESTE ELISA INDIRETO REALIZADO COM

MIX DOS PEPTiDEQS (A) OU COM O PEPTIDEO 1 (B) E O SORO DE 34
INDIVIDUOS SAUDAVEIS. Placas foram sensibilizadas com 0,125 ug/poco e
incubadas com soro humano de individuos saudaveis diluido 1:25. A detec¢éo foi

realizada com conjugado anti-humano ligado a peroxidase e o OPD foi utilizado como
cromégeno.

Para avaliar uma possivel concordancia dos resultados utilizando-se o MIX

dos peptideos e 0 AS, estes foram utilizados para sensibilizacdo da placa ELISA e
avaliacdo da soro-reatividade das 57 amostras de soro de individuos com suspeita
de LTA (FIGURA 3).
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FIGURA 3- ABSORBANCIAS OBTIDAS EM TESTE ELISA INDIRETO
REALIZADO COM MIX DOS PEPTIDEOS SINTETICOS (A) OU
ANTIGENO SOLUVEL (B) DE Leishmania braziliensis FRENTE AO
SORO DE 57 INDIVIDUOS COM SUSPEITA DE LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA. Placas foram sensibilizadas com 0,125
pg/pogo dos peptideos ou 0,5 pg/pogo do AS e incubadas com soro humano
diluido 1:25. A deteccao foi realizada com conjugado anti-humano ligado a
peroxidase e o OPD foi utilizado como cromoégeno
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Nesta etapa, duas diferentes solu¢cdes de bloqueio foram também testadas.
Além disso, uma placa idéntica foi realizada utilizando-se como antigeno os
peptideos 1, 2, 3 isolados e conjugados a molécula KLH. Observou-se que a
conjugacdo com KLH ndo melhorou os resultados até entdo obtidos e tampouco as
solucbes de bloqueio com caseina 2% e com BSA 3% (dados ndo mostrados).
Desta forma, optou-se pela realizacdo dos demais testes com solugcédo de BSA 3% e
peptideos 1, 2, 3 ndo conjugados a molécula KLH. Foi realizado também o teste
ELISA com os peptideos com a sequéncia KKG adicionada em sua estrutura.
Porém, o resultado ndo foi alterado demonstrando que essa sequéncia néo interferiu
nos resultados obtidos. Foram selecionados para a realizacdo de testes peptideos
sem a adicdo da sequéncia KKG.

Como os resultados desta primeira analise ndo foram satisfatorios (visto que
0os peptideos nédo foram capazes de identificar pacientes com anticorpos anti-
Leishmania - FIGURA 3A), 48 peptideos derivados dos trés primeiramente obtidos
foram sintetizados baseando-se na técnica ALA-scan, a fim de avaliar a importancia
de cada residuo de aminoacido na sequéncia peptidica. O objetivo foi identificar
sequéncias com maior reatividade frente a amostras positivas para LTA e baixa
reatividade com amostras de individuos saudaveis. O teste ELISA foi realizado nas
condi¢cBes padronizadas anteriormente (0,125 pg de peptideo, soro 1:25 e conjugado
anti-lgG humana Fc especifica-peroxidase), um pool de dois soros positivos, que
apresentavam alta absorbancia nos testes anteriores, e um soro negativo para uma
triagem inicial dos resultados. Em uma primeira analise seis dos 48 novos peptideos
sintetizados apresentaram resultados promissores. Os melhores resultados foram
observados com os peptideos 6, 9, 12, 18, 19, 26 (FIGURA 4). Os seis peptideos
foram testados posteriormente, em diferentes condi¢cdes, a fim de se chegar a

resultados satisfatorios.
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FIGURA 4 - ABSORBANCIAS OBTIDAS EM TESTE ELISA INDIRETO REALIZADO COM

48 PEPTIDEOS SINTETICOS FRENTE SOROS DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS
(BARRAS CLARAS) OU COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
(BARRAS ESCURAS). Os peptideos 1, 17 e 33 referem-se aos peptideos
originais (P-1, P-2 e P-3 respectivamente). Moléculas 2 a 16 (derivados do
peptideo 1), 18 a 32 (derivados do peptideo 2) e 34 a 48 (derivados do
peptideo 3). Placas foram sensibilizadas com os 48 peptideos sintéticos (0,125
pg/pogo) e incubadas com soro humano diluido 1:25. A deteccéo foi realizada com
conjugado anti-humano ligado a peroxidase e o OPD foi utilizado como cromégeno.
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Definidas as melhores condi¢fes, os seis peptideos foram avaliados frente ao
soro de pacientes com LTA e individuos saudaveis. No entanto, os resultados dos
testes ELISA com esses peptideos ndo demonstraram melhora em relacdo aos
resultados utilizando os peptideos originais e neste momento retomaram-se 0S
estudos com os trés peptideos primeiramente identificados.

Em uma tentativa de amplificar a reag&o e diminuir o background foi utilizado
um novo conjugado anti-lgG humana Fc especifica, agora ligado a biotina, que
posteriormente reage com a neutravidina-peroxidase. Novo teste foi realizado em
diferentes condi¢cbes (concentracdo de peptideo 0,5 pug a 3 ug, soro diluido 1:25 e
1:50, anti-IlgG humana Fc especifica-biotina 0,25 pg/mL a 2,5 pg/mL, neutravidina-
peroxidase 12,5 ng/mL a 200 ng/mL e avaliando a relacdo entre pool de soros
positivos e pool de soros negativos (valor obtido dividindo a absorbancia do soro
positivo pela absorbancia do soro negativo procurando pelo valor mais alto). Ficaram
estabelecidas as melhores condi¢cdes de teste com 1 pg de peptideo/pocgo, soro
diluido 1:50, 0,25 pg/mL de conjugado anti-lg G humana biotinilado especifico para
porcdo Fc e 12,5 ng/mL de neutravidina-peroxidase.

A partir destas definicdes foram testados todos 0s soros positivos, negativos e
de individuos com outras doencas contra o MIX de peptideos e contra os peptideos
1, 2 e 3 isolados para que se pudesse calcular a sensibilidade, especificidade e
reacao cruzada do teste ELISA indireto para diagndstico da LTA.

Uma analise prévia das absorbancias dos soros de individuos de area indene
frente aos antigenos em estudo foi realizada. Nos testes utilizando o AS o soro de
um individuo se comportou como extremo e por isso foi retirado do estudo (FIGURA
5).
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FIGURA5—- RESULTADO INICIAL DOS SOROS DO GRUPO CONTROLE
NEGATIVO FRENTE AOS ANTIGENOS DO ESTUDO. Teste ELISA
indireto foi realizado sensibilizando-se as placas com os antigenos P1
(peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3 (peptideo 3), MIX (P1+P2+P3) ou AS
(antigeno soluvel) e utilizando-se o soro de individuos saudaveis.

3.5 COMPARACAO DAS ABSORBANCIAS DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO
SOLUVEL

No Grupo 1, quando compara-se P-1, P-2, P-3 e MIX com AS, encontra-se
diferenca significativa entre MIX e AS (p=0,045) (FIGURA 6). No Grupo 2, é
encontrada diferenca significativa entre P-3 e AS (p<0,001) e entre MIX e AS
(p<0,001) (FIGURA 7).

Em ambos os grupos, nao foi encontrada diferenca entre P-1 e AS e entre P-2 e
AS. Os peptideos P-1 e P-2 ndo sao significativamente diferentes do AS, sugerindo
poder apresentar resultados similares no diagndstico da LTA. Ja o P-3 e 0 MIX
subestimam o valor da absorbancia, quando comparado ao AS. Sendo assim, sob

esta otica, ndo parecem ser uma boa alternativa no diagnéstico da LTA (TABELA 3).
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TABELA 3 - MEDIAS DAS ABSORBANCIAS, DESVIO PADRAO, VALOR DE P DOS
SOROS DOS PACIENTES DOS GRUPOS 1 E 2 FRENTE AQOS

Absorbancia em 492 nm

ANTIGENOS DO ESTUDO EM TESTE ELISA

Grupos  Antigenos n Média Desvio Valor de p
padrdo (Peptideos x AS)

Gl
P-1 25 0,378 0,155 0,698
P-2 25 0,340 0,140 0,754
P-3 25 0,259 0,108 0,087
MIX 25 0,242 0,113 0,045
AS 25 0,357 0,287 -

G2
P-1 57 0,412 0,136 0,794
P-2 57 0,362 0,132 0,198
P-3 57 0,275 0,093 <0,001
MIX 57 0,272 0,104 <0,001
AS 57 0,404 0,229 -

G1: PACIENTES DO GRUPO 1 (TESTE PARASITOLOGICO POSITIVO), G2: PACIENTES
DO GRUPO 2 (TESTE SOROLOGICO POSITIVO).

0,7 ¢

0,6

0,5t

04}

03}

0,2

0,1¢}

0,0

0 Média
B Média + ep

FIGURA 6 —

P1

P3

MIX

* T Média + dp

ABSORBANCIAS OBTIDAS EM TESTE ELISA UTILIZANDO SORO
DE PACIENTES DO GRUPO 1 (TESTE PARASITOLOGICO
POSITIVO) FRENTE AOS ANTIGENOS P1 (PEPTIDEO 1), P2
(PEPTIDEO 2), P3 (PEPTIDEO 3), MIX (P1+P2+P3) OU AS
(ANTIGENO SOLUVEL). Ep:erro padréo, dp:desvio padrio
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FIGURA 7 — ABSORBANCIAS OBTIDAS EM TESTE ELISA UTILIZANDO SORO
DE PACIENTES DO GRUPO 2 (TESTE SOROLOGICO POSITIVO)
FRENTE AOS ANTIGENOS P1 (PEPTIDEO 1), P2 (PEPTIDEO 2), P3

(PEPTIDEO 3), MIX (P1+P2+P3) OU AS (ANTIGENO SOLUVEL).
Ep:erro padrao, dp:desvio padrédo

3.6 REATIVIDADE DOS PEPTl’pEos SINTETICOS E DO ANTIGENO SOLUVEL
FRENTE A SORO DE INDIVIDUOS SADIOS E DOENTES EM TESTE ELISA

As reatividades obtidas com o P-1, P-2, P-3, MIX e AS frente ao soro de
individuos sadios e de pacientes dos Grupos 1 e 2 sdo apresentadas nas FIGURAS
8 (ponto de corte definido pela média das absorbancias do grupo controle negativo

mais dois desvios padrao - 2SD) e 9 (ponto de corte fornecido pela curva ROC).
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FIGURA 8 — REATIVIDADE DO PEPTIDEO 1, PEPTIDEO 2, PEPTIDEO 3, MIX E

AS CONTRA O SORO DE INDIVIDUOS SADIOS (NEG) OU COM LTA
(G1=GRUPO 1 E G2=GRUPO 2) - 2SD (CALCULO DE DOIS

DESVIOS PADRAO). Placas foram sensibilizadas com 1 pg/mL do peptideo 1,
2, 3 ou MIX (concentracdo iguais dos trés peptideos totalizando 1 pg) e incubadas
com soro humano diluido 1:50. A detec¢é@o foi realizada com anti-lgG humana
(porcé@o Fc especifica) ligada a biotina e com neutravidina conjugada a peroxidase.
Para o teste com AS as placas foram sensibilizadas com 0,5 pg/mL de AS e
incubadas com soro diluido humano diluido 1:100. A detec¢éo foi realizada com
conjugado anti-humano ligado a peroxidase e o OPD foi utilizado como cromdgeno.
A linha horizontal representa o Cut-off (média das absorbancias em 492 nm mais
duas vezes o desvio padrdo). As formas geométricas representam o resultado de um

individuo.
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FIGURA 9 — REATIVIDADE DO PEPTIDEO 1, PEPTIDEO 2, PEPTIDEO 3, MIX E

AS CONTRA O SORO DE INDIVIDUOS SADIOS (NEG) OU COM LTA
(G1=GRUPO 1 E G2=GRUPO 2) - CURVA ROC (RECEIVER

OPERATING CHARACTERSTICS). Placas foram sensibilizadas com 1 pg/mL
do peptideo 1, 2, 3 ou MIX (concentracéo iguais dos trés peptideos totalizando 1 pg)
e incubadas com soro humano diluido 1:50. A detecc¢édo foi realizada com anti-lgG
humana (porcdo Fc especifica) ligada a biotina e com neutravidina conjugada a
peroxidase. Para o teste com AS as placas foram sensibilizadas com 0,5 pg/mL de
AS e incubadas com soro diluido humano diluido 1:100. A deteccéo foi realizada
com conjugado anti-humano ligado a peroxidase e o OPD foi utlizado como
cromégeno. A linha horizontal representa o Cut-off (fornecido pela curva ROC). As
formas geométricas representam o resultado de um individuo.
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Nos testes realizados com os peptideos e soro de pacientes dos Grupos 1 e 2
(2SD) observou-se que o melhor desempenho foi encontrado com o P-1 (FIGURA
8).

Uma alteracé@o nas reatividades foi verificada com auxilio da curva ROC, pois,
neste caso, observou-se que entre os peptideos, o MIX detectou o maior nimero de
pacientes dos Grupos 1 e 2 (FIGURA 9).

Quanto ao AS, as reatividades obtidas sofreram pequenas variagdes com
aplicacdo dos diferentes calculos.

As andlises realizadas que consideram a linha de corte do teste o calculo
2SD demonstraram que entre os 25 pacientes do Grupo 1 sete (28%) foram
positivos em todos os testes (P-1, P-2, P-3, MIX e AS) e 16 (64%) foram positivos
em dois ou mais testes. Dois pacientes (8%) foram considerados negativos em todos
os testes, incluindo o AS de L. braziliensis. Neste Grupo (1) observa-se também que
cinco soros (20%) de pacientes com LTA foram negativos no teste utilizando-se o
AS, enquanto que oito (32%) foram negativos para o teste utilizando-se os peptideos
ou o MIX para sensibilizar as microplacas. Interessantemente trés soros de
pacientes do Grupo 1, ndo reagentes no teste utlizando-se o AS apresentaram
positividade no teste com os peptideos (TABELA 4, APENDICE 2).

Considerando a linha de corte obtida com a curva ROC verifica-se que no
Grupo 1 o antigeno que apresentou maior capacidade de diagnosticar pacientes foi
0 AS seguido do MIX de peptideos, sendo que este apresentou aumento de 40 para
72% na capacidade de diagnosticar pacientes com aplicacdo deste célculo (TABELA
4).

Na analise global dos 57 soros de individuos suspeitos de LTA 81% (Grupo 2
- 2SD) e 84% (Grupo 2 - ROC) foram positivos nos testes utilizando-se os peptideos
ou MIX como antigenos sensibilizadores no teste ELISA proposto (APENDICES 3 e
6), demonstrando a habilidade destas moléculas para atuacdo no diagndstico da
leishmaniose.

Apenas dois pacientes foram negativos em todos os testes avaliados (P-1, P-
2, P-3, MIX e AS), representando 3,7% do total de pacientes que nao seriam

diagnosticados ao utilizar-se todos os antigenos aqui testados (APENDICES 3 e 6).
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TABELA 4 - ABSORBANCIAS E RESULTADOS OBTIDOS APOS REALIZACAO DE
TESTE ELISA COM SORO DE PACIENTES DO GRUPO 1 (TESTE
PARASITOLOGICO POSITIVO) CONTRA O PEPTIDEO 1,
PEPTIDEO 2, PEPTIDEO 3, MIX E ANTIGENO SOLUVEL

2SD ROC
INDIVI- P-1 P-2 P-3 MIX AS P-1 P-2 P-3 MIX AS
DUOS C.o.= C.o0.= C.0.= C.0.= C.0.=|C.0.= C.0.= C.o.= C.0.= C.o.=
0,361 0,344 0,278 0,255 0,107 | 0,351 0,327 0,235 0,192 0,101

031 028 023 035

|

|

|

|

|

0,21 |
0,15 |
|

|

|

|

|

|

0,19
0,18
0,22

0,22 0,03
0,23 |
0,16 |
0,06 |

0,02
0,05

0,21
|

25 031 0,22 0,20 0,07 0,31 0,22 | 0,20 0,07
Total+ 16 14 11 10 20 | 16 14 14 18 20
% 64 56 44 40 80 | 64 56 56 72 80

NNMNNNNRPRRRPRRRPRRRRE
RONROQOWOM~NOURWNROOINOOAWNE

Nota: Coloracdo cinza e azul representam resultados positivos no teste com aquele antigeno,
C.o:Cut-off, 2SD: dois desvios padrido, ROC: Receiver Operating Characteristic. P1 (peptideo 1),
P2 (peptideo 2), P3 (peptideo 3), MIX (P1+P2+P3) ou AS (antigeno soluvel).

3.7 REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL EM TESTE
ELISA CONTRA SORO DE PACIENTES COM DOENCA DE CHAGAS,
HANSENIASE OU TUBERCULOSE

As reatividades dos soros de pacientes com doenca de chagas, hanseniase e
tuberculose nos teste ELISA contra peptideos sintéticos e AS sao apresentadas nas
FIGURAS 10, 11 e APENDICES 4 e 7.
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A utilizacdo do AS como antigeno e soro de pacientes com doenca de chagas
apresentou 0 maior numero de reacdes cruzadas (6/10). Utilizando-se o MIX a
reatividade com soros de pacientes com doencas de Chagas foi resolvida (0% em
2SD e ROC) e com o P-1 esta reatividade se restringiu a 1 em 10 soros. Entre os
peptideos a maior reatividade cruzada foi observada com o MIX e soro de pacientes

com tuberculose (4/10).
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FIGURA 10 - REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL CONTRA
O SORO DE PACIENTES COM DOENCA DE CHAGAS HANSENIASE E
TUBERCULOSE (PONTO DE CORTE DEFINIDO PELA MEDIA DAS
ABSORBANCIAS DO GRUPO CONTROLE NEGATIVO MAIS DOIS
DESVIOS PADRAO). C: soro de pacientes com doenca de chagas, H: soro de
pacientes com hanseniase, T: soro de pacientes com tuberculose. P1
(peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3 (peptideo 3), MIX (P1+P2+P3) ou AS
(antigeno soluvel).
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FIGURA 11 - REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL

CONTRA O SORO DE PACIENTES COM DOENCA DE CHAGAS
HANSENIASE E TUBERCULOSE (PONTO DE CORTE
FORNECIDO PELA CURVA ROC). C: soro de pacientes com
doenca de chagas, H: soro de pacientes com hanseniase, T: soro de
pacientes com tuberculose. P1 (peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3
(peptideo 3), MIX (P1+P2+P3) ou AS (antigeno soluvel).
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3.8 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO
SOLU\{EL NO TESTE ELISA UTILIZANDO O CALCULO DE DOIS DESVIOS
PADROES

As sensibilidades e especificidades do teste ELISA utilizando-se os peptideos
ou o AS como antigenos e considerando o calculo de dois desvios padrdo sao dados
nas TABELAS 5e 7.

Em relacéo ao Grupo 1, a realiza¢do do teste ELISA com o P-1 ou AS como
antigenos apresentou 0s maiores valores de sensibilidade (64 e 80%
respectivamente). No Grupo 2 as sensibilidades obtidas foram superiores (74 e 91%
para o P-1 e AS respectivamente). Ja as especificidades do teste variaram de 92 a
97%, representando uma boa capacidade do ensaio em identificar o0s

verdadeiramente negativos.

TABELA 5 — VALORES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO TESTE ELISA
COM OS PEPTIDEOS 1, 2, 3, MIX E ANTIGENO SOLUVEL

Sensibilidade % Especificidade %

P-1-G1 64 97
P-1-G2 74 97
P-2 -G1 56 97
P-2 - G2 65 97
P-3-G1 44 97
P-3- G2 54 97
MIX - G1 40 92
MIX- G2 61 92
AS -G1 80 97
AS - G2 91 97

P-1: Peptideo 1, P-2: Peptideo 2, P-3: Peptideo 3, MIX: P-1+P-2+P3, G1: Grupo 1, G2:
Grupo 2, 2SD: dois desvios padrdao, ROC: Receiver Operating Characteristic.

3.9 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO
SOLUVEL NO TESTE ELISA UTILIZANDO CALCULO ROC

O nivel de corte da reacdo (Cut-off) estabelecido pela Curva ROC variou
conforme o antigeno utilizado (FIGURA 12, TABELA 6).
As sensibilidades do teste ELISA aqui proposto em pacientes do Grupo 1 e 2,

variaram entre 56 a 79%, quando usado como antigeno os peptideos (s6 ou em
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combinacdo). Para o antigeno soluvel as sensibilidades foram de 80 a 91%
(TABELA 5).

Analisando os valores obtidos para os Grupos 1 e 2, verificou-se que a
especificidade do teste variou de 78 a 100% quando se utilizou os peptideos
individualmente ou em MIX como antigenos. Para o AS a especificidade foi de 97%
nos dois grupos (TABELA 6).

No Grupo 1, a realizagcdo do teste com o MIX e AS como antigenos
apresentou 0os maiores valores de sensibilidade (72 e 80% respectivamente). No
Grupo 2 as sensibilidades obtidas foram superiores (79 e 91% para o MIX e AS
respectivamente).

Todas as areas sob a curva (AUC) foram significativamente maiores que 0,5
indicando que os antigenos avaliados discriminam bem os resultados positivos e
negativos (FIGURA 12).

TABELA 6 — VALORES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO TESTE
ELISA COM OS PEPTIDEOS 1, 2, 3, MIX E ANTIGENO SOLUVEL

C.0. SENS I.C. ESP I.C.
> % %
P-1/G1 0,351 64 42 5-82,0 97 85,8-99,9
P-1/G2 0,361 72 58,5-83,0 100 90,5-100,0

P-2/G1 0,327 56  34,9-756 97 85,8 -99,9

P-2/G2 0,327 65 51,1-77,1 97 85,8-99,9
P-3/G1 0,235 56 34,9-756 86 71,2-95,5
P-3/G2 0,235 68 54,8-80,1 86 71,2-95,5
MIX/G1 0,192 72 50,6-87,9 78 61,8-90,2
MIX/G2 0,200 79 66,1-88,6 81 64,8-92,0
AS/G1 0,101 80 99,3-93,2 97 85,1-99,9
AS/G2 0,101 91 80,7-97,1 97 85,1-99,9

P-1: Peptideo 1, P-2: Peptideo 2, P-3: Peptideo 3, MIX: P-1+P-2+P3, G1: Grupo 1, G2:
Grupo 2, SENS: Sensibilidade, ESP: Especificidade, I.C: Intervalo de confianga, C.o:Cut-off,
2SD: dois desvios padrdo, ROC: Receiver Operating Characteristic
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FIGURA 12 - CURVAS ROC PARA O ANTIGENO SOLUVEL (AS) E PEPTIDEOS
INDIVIDUALMENTE OU EM COMBINACAO (MIX) NOS GRUPOS 1
E 2. P1 (peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3 (peptideo 3), MIX
(P1+P2+P3) ou AS (antigeno solavel).
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3.10 COMPARACAO DOS VALORES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
OBTIDOS

Ao analisar os valores de sensibilidade e especificidade obtidos verifica-se que
0s antigenos em estudo apresentam bons indicadores para o diagnéstico da LTA
(TABELA 7).

Observa-se comportamento semelhante entre os dois grupos no que diz
respeito aos valores obtidos nos dois calculos para obtencdo da linha de corte
(FIGURAS 13 e 14). No entanto, o célculo baseado em analises da curva ROC
aumentou consideravelmente a sensibilidade do MIX e do P-3. Para o P-1 e P-2 nédo
foram observadas grandes melhoras ao utilizar-se esta ferramenta (TABELA 7).

Entre os dez valores de sensibilidades obtidos observa-se que 8 foram maiores
utilizando-se o célculo ROC. Entre os peptideos a maior sensibilidade encontrada,
foi utilizando-se o MIX e o calculo ROC. Por outro lado a menor sensibilidade

encontrada (40% para o MIX) foi verificada no calculo utilizando 2SD.

TABELA 7 - COMPARACAO GERAL DAS SENSIBILIDADES E ESPECIFICIDADES
OBTIDAS

SENS ESP SENS ESP
% % % %
2SD ROC
P1-G1 64 97 64 97
P1-G2 74 97 72 100

P2-G1 56 97 56 97

P2-G2 65 97 65 97
P3-G1 44 97 56 86
P3-G2 54 97 68 86
MIX-G1 40 92 72 78
MIX-G2 61 92 79 81
AS-G1 80 97 80 97
AS-G2 91 97 91 97

G1: Grupo 1, G2: Grupo 2, SENS: Sensibilidade, ESP: Especificidade, 2SD = dois desvios padrao,
ROC= Receiver Operating Characteristic. P1 (peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3 (peptideo 3),
MIX (P1+P2+P3) ou AS (antigeno soluvel).
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FIGURA 13 — SENSIBILIDADES, INTERVALOS DE CONFIANCA, ANTIGENOS,

GRUPOS E SEUS RESPECTIVOS CALCULOS PARA OBTENCAO
DA LINHA DE CORTE. D: CALCULO DE DOIS DESVIOS PADRAO, R:
CURVA ROC, G1: PACIENTES DO GRUPO 1, G2: PACIENTES DO GRUPO 2
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FIGURA 14 — ESPECIFICIDADES, INTERVALOS DE CONFIANCA, ANTIGENOS,

GRUPOS E SEUS RESPECTIVOS CALCULOS PARA OBTENCAO DA LINHA
DE CORTE. D: CALCULO DE DOIS DESVIOS PADRAO, R: CURVA ROC, G1: PACIENTES
DO GRUPO 1, G2: PACIENTES DO GRUPO 2. P1 (peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3
(peptideo 3), MIX (P1+P2+P3) ou AS (antigeno soluvel).
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3.11 CONCORDANCIA DOS PEPTIDEOS COM O ANTIGENO SOLUVEL EM TESTE

ELISA

Os testes ELISA realizados com P-1, P-2, P-3 e MIX versus o AS sao dados
nas TABELAS 8 e 9.

TABELA 8 — CONCORDANCIA DOS TESTES ELISA REALIZADOS COM O P-1, P-
2, P-3 OU MIX VERSUS ANTIGENO SOLUVEL EM SOROS DO
GRUPO 1 E 2 CONSIDERANDO A UTILIZACAO DO CALCULO DE
DOIS DESVIOS PADRAO PARA DETERMINACAO DA LINHA DE
CORTE INICIAL

GRUPO 1 GRUPO 2
Antigeno | Concordancia | Discordancia | Kappa | Concordancia | Discordancia | Kappa
(%) (%) (%) (%)
P-1 64 36 0,16 74 26 0,16
P-2 64 36 0,23 67 33 0,16
P-3 60 40 0,25 58 42 0,15
MIX 56 44 0,20 68 32 0,23
GERAL 68 32 0,21 81 19 0,25

TABELA 9 — CONCORDANCIA DOS TESTES ELISA REALIZADOS COM O P-1, P-
2, P-3 OU MIX VERSUS ANTIGENO SOLUVEL EM SOROS DO
GRUPO 1 E 2 CONSIDERANDO A UTILIZACAO DO CALCULO DA
CURVA ROC PARA DETERMINACAO DA LINHA DE CORTE

INICIAL

GRUPO 1 GRUPO 2
Antigeno | Concordancia | Discordancia | Kappa | Concordancia | Discordancia | Kappa

(%) (%) (%) (%)
P-1 64,0 36,0 0,16 71,9 28,1 0,08
P-2 64,0 36,0 0,23 66,7 33,3 0,12
P-3 72,0 28,0 0,40 73,7 26,3 0,24
MIX 76,0 24,0 0,41 80,7 19,3 0,26
GERAL 72,0 28,0 0,27 84,2 15,8 0,31
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3.12 VALOR PREDITIVO POSITIVO E NEGATIVO DO TESTE ELISA COM
PEPTIDEOS E ANTIGENO SOLUVEL

Para andlise dos valores preditivos positivos e negativos dois cenarios foram
constituidos. O primeiro levou em consideracao a taxa de prevaléncia de LTA obtida
da populacdo em inicial deste estudo (198 suspeitos de LTA - 28,8%). O cenario
dois considerou em seu célculo a prevaléncia de 6,1% (valor este obtido em andlises
de individuos da regiao Norte do Parana - CRUZ, 2008).

No cendrio um, que considera a prevaléncia superior (28,8%) o valor preditivo
positivo foi alto (por exemplo 90,5% para P1-G1-R). Desta forma, dado que um teste
se apresente positivo a probabilidade do mesmo ser verdadeiro é alta. No cenario
dois o valor foi inferior (por exemplo 60,6% para P1-G1-R).

Quanto ao valor preditivo negativo, considerando o cenario 1, quando o teste
for negativo a chance de néo ter a doenca € menor que para o cenario 2 (TABELA
10).

TABELA 10 — VALOR PREDITIVO POSITIVO E NEGATIVO DO TESTE ELISA COM
OS PEPTIDEQOS 1, 2, 3, MIX E ANTIGENO SOLUVEL

VP+(28,8%)  VP+(6,1%)  VP-(28,8%)  VP- (6,1%)

P1-G1-D 90,5 60,6 87,0 97,7
P1-G1-R 90,5 60,6 87,0 97,7
P2-G1-D 100,0 100,0 84,9 97,2
P2-G1-R 89,3 57,4 84,5 97,1
P3-G1-D 86,8 51,4 81,1 96,4
P3-G1-R 62,6 21,2 82,9 96,8
MIX-G1-D 66,6 24,3 79,1 95,9
MIX-G1-R 57,4 17,8 87,4 97,7
AS-G1-D 91,9 64,5 92,3 98,7
AS-G1-R 91,9 64,5 92,3 98,7
P1-G2-D 91,7 64,0 90,2 98,3
P1-G2-R 100,0 100,0 89,5 98,2
P2-G2-D 100,0 100,0 87,6 97,8
P2-G2-R 90,5 60,6 87,0 97,7
P3-G2-D 89,0 56,5 83,9 97,0
P3-G2-R 67,1 24,6 87,0 97,7
MIX-G2-D 75,3 32,8 85,3 97,3
MIX-G2-R 62,5 21,1 90,1 98,3
AS-G2-D 100,0 100,0 96,6 99,4
AS-G2-R 100,0 100,0 96,5 99,4

VP+VALOR PREDITIVO POSITIVO, VP-: VALOR PREDITIVO NEGATIVO, CENARIO 1: 28,8%,
CENARIO 2: 6,1%, D: CALCULO DE DOIS DESVIOS PADRAO, R: CURVA ROC, G1: PACIENTES
DO GRUPO 1, G2: PACIENTES DO GRUPO 2.
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3.13 PRECISAO DOS TESTES ELISA COM OS PEPTIDEOS SINTETICOS E COM
O ANTIGENO SOLUVEL

A andlise de precisdo demonstrou comportamento semelhante entre os
Grupos 1 e 2. As maiores probabilidades de acerto dos testes foram apresentadas
pelo P-1, P-2, MIX e AS (TABELA 11).

TABELA 11 — PRECISAO DOS TESTES ELISA AVALIADOS

ANTIGENOS, GRUPOS PRECISAO

E CALCULOS %
CONSIDERADOS
P1-G1-D 83,9
P1-G1-R 83,9
P2-G1-D 82,3
P2-G1-R 80,6
P3-G1-D 75,8
P3-G1-R 74,2
MIX-G1-D 71
MIX-G1-R 75,8
AS-G1-D 90
AS-G1-R 90
P1-G2-D 83
P1-G2-R 84
P2-G2-D 78,7
P2-G2-R 77,7
P3-G2-D 71,3
P3-G2-R 75,5
MIX-G2-D 73,4
MIX-G2-R 79,8
AS-G2-D 94,6
AS-G2-R 93,5

D: CALCULO DE DOIS DESVIOS PADRAO, R: CURVA ROC, G1: PACIENTES DO GRUPO 1, G2:
PACIENTES DO GRUPO 2. P1 (peptideo 1), P2 (peptideo 2), P3 (peptideo 3), MIX
(P1+P2+P3) ou AS (antigeno solavel).
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4 DISCUSSAO

Um dos desafios para a superacdo das limitacbes das técnicas de
imunodiagndstico das leishmanioses encontra-se na producdo de antigenos. Como
fonte de producdo dos mesmos, tem sido usado o parasito completo, extratos
sollveis, peptideos sintéticos ou antigenos recombinantes.

Pela gama de antigenos avaliados sensibilidades variaveis sdo observadas
na literatura para o teste ELISA, tornando dificil a comparacdo de estudos. Isto fica
claro quando na andlise do Kit EIE-LVC Bio-Manguinhos feita por Lira (2005)
verificou-se sensibilidade de 72% e especificidade de 87,5%, dados estes que
diferem significativamente dos de Faria et al., 2011 que encontraram 13 e 100% de
sensibilidade e especificidade, respectivamente. Por isso, € fundamental dispor de
testes com antigenos padronizados, com reprodutibilidade e possibilidade de
producédo em larga escala para um diagnostico correto e rapido (LIRA et al., 2005;
REITHINGER et al., 2007, SZARGIKI et al., 2009; FARIA et al., 2011).

Na presente pesquisa 0 antigeno soluvel obtido de formas promastigotas de
L. braziliensis (AS) apresentou sensibilidades de 80 a 91% em analise do Grupo 1 e
2 respectivamente (2SD e ROC), valor semelhante ao obtido por Szargiki e
colaboradores (2009) que obtiveram em teste ELISA com AS de L. braziliensis
sensibilidade de 95%. Diferencas de valores podem estar relacionadas com o painel
de soros avaliados, com os procedimentos realizados durante a producdo dos
antigenos, como por exemplo, no tempo de incubacdo dos reagentes, solucdes de
bloqueio e tipo de microplacas utilizadas (REITHINGER et al., 2007).

VariacGes da populacdo estudada também podem trazer diferencas no perfil
de sensibilidade e especificidade dos testes. Em pacientes com lesées recentes (um
a seis meses de evolucdo) € frequente a negatividade sorolégica e maior
sensibilidade dos testes parasitologicos (MONTENEGRO, 1926). Destacam-se aqui
dois soros pacientes do Grupo 1 (com ambos os calculos empregados) que tiveram
sorologia negativa nos cinco testes soroldgicos avaliados apesar do parasito ter sido
demonstrado em lesdes cutaneas.

Nos casos de sorologia positiva, os titulos médios sédo significativamente
mais elevados nos pacientes que apresentam lesdes mudltiplas, refletindo a maior

antigenicidade induzida pelo maior nimero de parasitos. Apos o tratamento e cura,
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os titulos tendem a cair ou desaparecer em alguns meses (MONTENEGRO, 1926;
CHIARI, 1973). Estes fatos representam o desafio a ser vencido para realizacao do
diagnostico das leishmanioses na atualidade.

Outra preocupacdo em relacdo a utilizacdo do AS em testes ELISA refere-se
ao comportamento de cepas de Leishmania em diferentes meios de cultura.
Estudos mostram que pode ocorrer expressao de diferentes epitopos antigénicos
guando os parasitos sao cultivados em meios com formulagcbes diferentes
(SCHUSTER e SULLIVAN, 2002; SOMANNA et al., 2002; MUNIARAJ et al., 2007,
RODRIGUES, 2010).

Analisando as reacdes cruzadas obtidas no presente trabalho percebe-se que
Trypanosoma cruzi € 0 agente que apresentou maior reatividade no teste que com
antigeno soluvel de L. braziliensis no ELISA. Este fato pode ser justificado pela
proxima relacgéo filogenética entre Leishmania e T. cruzi (BADARO et al., 1986). Esta
reatividade cruzada foi resolvida quando foi utilizado o MIX ou o P-1. Neste caso, 0s
peptideos sintéticos, reduziriam a possibilidade de tratamentos desnecessarios em
pessoas que nao sofrem com LTA, ou seja que apresentariam exames falsos
positivos.

O teste ELISA indireto possui vantagens na aplicacdo em imunodiagnostico
da leishmaniose, pois apresenta versatilidade, por seus resultados ndo serem
dependentes do observador e pode ser adaptado a automatizacdo, permitindo seu
emprego em larga escala (MURREL et al., 1986). A obtencdo de antigenos
purificados para diagnostico das doencas infecciosas e parasitarias € promissor ja
gue proporcionam reprodutibilidade dos testes. Essas moléculas sao estaveis e nao
dependerem de cultivo em meios especificos para sua producao.

O calculo com auxilio da curva ROC apresentou a maior sensibilidade entre
0s peptideos (79%) e o calculo utilizando 2SD forneceu a menor sensibilidade
(40%), demonstrando que a aplicacdo da metodologia ROC € importante para
detectar os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar
corretamente os doentes.

De modo geral, o P-1 e o MIX apresentaram os melhores desempenhos (74 e
79% de sensibilidade respectivamente) entre os peptideos. Este valor é
considerando de extrema importancia considerando-se a necessidade de producéo
de novos de testes ELISA para diagnostico da LTA e a escassez de estudos

direcionados para esta forma da doenca.
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A maioria dos estudos relacionados a deteccdo da leishmaniose visam o
diagnéstico da forma canina da doenca e nestes observa-se que a sensibilidades e
especificidades encontradas utilizando-se peptideos recombinantes em teste ELISA
foram respectivamente 75 e 90% (FUMAGALLI et al., 2013), 88 e 95% (FARIA et al.,
2011), 76 a 100% e 90 a 97% (OLIVEIRA et al., 2011) e 100% e 98% (PORROZI et
al., 2007). Ja para LV humana as sensibilidades e especificidades de 100% e 100%
(PASSOS et al., 2005), 81% e 100% (COSTA et al., 2012), 76 a 100% e 90 a 97%
(OLIVEIRA et al., 2011).

Uma proposta que surge desse estudo para o diagnostico imunoldgico da
leishmaniose € a realizacdo de um primeiro teste de ELISA utilizando o AS seguido
de um segundo teste utilizando os peptideos sintéticos. Um algoritmo baseado na
realizacdo de teste ELISA com antigeno soluvel e posteriormente com o P-1 é
sugerido na FIGURA 15.

* Diagnostico *ELISAindireto
) cllnl_co? ) * Coletade sangue comAS *ELISAindireto
epidemiologico para a obtencio comP-1
1 desoro 3

FIGURA 15 - ALGORITMO PROPOSTO PARA DIAGNOSTICO LEISHMANIOSE

TEGUMENTAR AMERICANA. Em individuos com suspeita de LTA
primeiramente é realizado o diagnéstico clinico e epidemiolégico, seguido da coleta
de sangue e obtenc¢éo de soro para realizagdo de um primeiro teste ELISA indireto

como AS como antigenos seguido de um novo teste utilizando o P-1.
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Desta forma, as placas sensibilizadas com um maior nimero de epitopos,
como 0s presentes em antigenos sollveis, proporcionariam bons resultados,
especialmente em testes de triagem, dando oportunidade de identificagdo de
diferentes individuos que respondem de maneira individual a um mesmo agente. Ja
a realizacdo do teste com o P-1 otimizaria, por exemplo, a questao dos soros de
pacientes, ndo reagentes no teste utilizando-se o AS que apresentaram
positividade no teste com os peptideos.

O P-1 apresentou a melhor relagédo sensibilidade/especificidade, precisao e
resolugéo da reatividade cruzada com soro de pacientes com doenga de chagas.
Além disso os resultados da aplicacdo do teste t sugeriram que o P-1 seria melhor
gue o MIX no diagnéstico da LTA.

Propde-se a investigacdo futura de testes ELISA com diferentes combinagdes
dos trés peptideos identificados. Testa-los como antigenos em outros metodologias
sorologicas torna-se interessante, como por exemplo, em testes ELISA multiplex que
tem como vantagem a analise simultdnea de multiplos peptideos.

Visando a realizacdo de diagnosticos em domicilio, no campo ou em regides
com poucos recursos, analises de dispositivos imunocromatograficos poderiam ser
realizadas. Desta forma os antigenos seriam impregnados em membranas. Os
anticorpos anti-Leishmania, se presentes nas amostras, se ligariam ao conjugado
formando um complexo e este, por sua vez, fluiria pela membrana indo ligar-se aos
antigenos imobilizados na area da reacdo positiva, determinando o surgimento de
uma banda colorida. As vantagens dos testes imunocromatograficos incluem o facil
manuseio, o resultado que é fornecido em pouco tempo, o fato de poder ser usado
em clinicas, laboratérios, no campo ou em casa e 0 resultado ser de fécil
interpretacao.

Os resultados verificados nesta pesquisa demonstram a importancia destas

novas moléculas para o diagndstico da leishmaniose e visam dar um passo a frente

neste contexto.
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5 CONCLUSOES

As melhores condi¢des para teste ELISA utilizando-se os peptideos sintéticos

identificados foram testadas e padronizadas.

Os trés peptideos e o MIX foram imunorreativos contra soros de pacientes
com LTA no teste ELISA.

O P-1 apresentou a melhor relagédo sensibilidade/especificidade, precisao e
resolucdo da reatividade cruzada com soro de pacientes com doenca de chagas.
Além disso os resultados da aplicacéo do teste t sugeriram que o P-1 seria melhor

gue o MIX no diagnéstico da LTA.
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6 PERSPECTIVAS

A obtencdo de maior quantidade de soro de pacientes que apresentem
diferentes fomas clinicas de leishmaniose poderia ser Util para desvendar a
possibilidade de utilizacdo dos peptideos como antigenos para diagndstico das de

outras formas clinicas da doenca.

Ainda, seria interessante a obtencdo de soros de pacientes com LTA
caracterizados clinicamente visando investigar, por exemplo, se 0s peptideos
apresentam desempenho diferenciado no diagnostico sorolégico de diferentes fases

desta parasitose no homem.

A obtencéo de soros de animais com leishmaniose e padronizacdo de testes
ELISA com estas amostras abriria a possibilidade de utilizacdo dos peptideos como

antigenos para diagnéstico da leishmaniose animal.
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CAPITULO 3

Avaliacdo de peptideos sintéticos na imunoprofilaxia da
leishmaniose experimental

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar trés peptideos sintéticos selecionados pela
técnica de Phage display e o MIX dos trés peptideos (peptideos 1+2+3) em ensaios
de imunoprotecéo contra leishmaniose experimental (LE) em Mesocricetus auratus.
hamsters fémeas foram utilizadas para formar sete grupos experimentais compostos
por 10 animais cada. Os grupos 1 a 3 receberam os peptideos 1, 2 ou 3
isoladamente e o grupo 4 o MIX. Um grupo (denominado grupo 5) recebeu somente
o adjuvante. O grupo 6 (controle positivo) ndo recebeu imunégeno na primeira etapa.
Ja o grupo 7 representou o grupo controle negativo e ndo recebeu nenhum tipo de
imunizacdo ou desafio durante o experimento. As imuniza¢cdes com o0s peptideos
foram realizadas com 20 pg de cada peptideo sintético ou com 60 pg do MIX dos
trés peptideos juntamente com adjuvante. Quatro doses de antigeno foram
aplicadas nos dias 0, 30, 60 e 90. Dez dias ap0s a ultima imunizacdo, 0s animais
foram desafiados com 10° promastigotas cepas de L. braziliensis. 50% dos animais
foram eutanasiados apos 75 dias do desafio e 50% apds 120 dias. Nestes dois
periodos o escore clinico da doenca foi avaliado, foram realizadas coletas de tecidos
para realizacdo da cultura parasitologica e foram obtidas amostras de sangue para
dosagem de anticorpos especificos anti-IgG total, anti-IgG1 e anti-lgG2a. Apés 75
dias do desafio foram observadas lesdes caracteristicas de leishmaniose cuténea
somente em um animal do grupo 1 e um animal do grupo 6, a producdo de
anticorpos especificos anti-lgG1l e IgG2a foi detectada em todos os grupos (sendo
significativamente baixa no grupo controle negativo) e foram isolados parasitos do
baco de um animal do grupo 6 e de um animal do grupo 1. Apés 120 dias do desafio
foi possivel observar que 100% dos animais do grupo controle positivo apresentaram
lesdes especificas de LE enquanto que no grupo controle negativo nenhum animal
apresentou lesdo. Os animais que receberam o peptideo 2 (grupo 2) apresentaram
100% de protecdo. No grupo 4 (MIX) foi observada protecdo de 80% dos animais e 0
grupo 5 66%. Somente no grupo 2 o titulo de anticorpos IgG e IgG2a obtidos 120
dias apdés o desafio apresentou-se diminuido quando comparado ao titulo de
anticorpos do dia 75 ap0s o desafio. Neste grupo além de ndo serem observadas
lesbes caracteristicas da leishmaniose também ndo foram isolados parasitos na
cultura dos tecidos. Estes resultados relacionam-se com a imunoprotecéo induzida
pela administracdo principalmente do peptideo 2, ja que em processos de
convalescenca verifica-se a diminuicdo dos niveis de anticorpos especificos. Os
resultados referentes ao uso destes peptideos como estratégia vacinal demonstram-
Se promissores e apontam novas perspectivas para aplicacdo destas moléculas em
testes vacinais.

Palavras-chave: leishmaniose. Imunoprofilaxia. Peptideos sintéticos. Vacinas.
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CHAPTER 3

Evaluation of Synthetic Peptides in immunoprophylaxis
of the experimental Leishmaniosis

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate three synthetic peptides selected by
Phage display technique and the MIX of the three peptides (peptides 1+2+3) in
immunoprotection essays against experimental Leishmaniosis (EL) in Mesocricetus
auratus. Female hamsters were used to form seven experimental groups comprising
ten animals each. Groups 1 to 3 received the peptides 1, 2 and 3 separately and
group 4 received the MIX. A group (called group 5) received only the adjuvant. Group
6 (positive control) did not receive the immunogen in the first step. Group 7
represented the negative control and did not receive any kind of immunization or
challenge during the experiment. Immunizations with the peptides were performed
with 20 pg of each synthetic peptide or with 60 pg of a MIX of the three peptides plus
the adjuvant. Four antigen doses were applied on days 0, 30, 60 and 90. Ten days
after the first immunization, the animals were challenged with 106 promastigotes
strains of L. braziliensis. 50% of the animals were euthanized 75 days after the
challenge and 50% after 120 days. In these two periods, the clinical score of the
disease was evaluated. Tissue samples were collected to perform the parasitological
culture and blood samples were obtained for dosing specific antibodies anti-IgG total,
anti-lgG1 and anti-lgG2a. After 75 days after the challenge characteristic lesions of
EL were observed just in one animals of group 1 and one of group 6. The production
of specific antibodies anti- 1gG1 and IgG2a was detected in all groups (it was
significantly low on the negative control group) and parasites were isolated from the
spleen of one animal from group 6 and one animal from group 1. After 120 days after
the challenge, it was possible to observe that 100% of the animals from the positive
control group presented specific EL lesions whereas in the negative control group
animals showed no injury. Animals that received peptide 2 (group 2) showed 100% of
protection. In group 4 (MIX) was observed 80% of protection in animals and group 5
showed 66% of protection. Only in group 2 the antibody titer of the antibodies IgG
and lgG2a obtained 120 days after the challenge presented low values when
compared to the antibody titer after 75 days after the challenge. In this group,
besides not being observed characteristic lesions of leishmaniosis, no parasites were
isolated in tissue culture. These results are related to the immunoprotection induced
by the administration of mainly peptide 2, as in convalescent cases there is a
reduction in levels of specific antibodies. The results concerning the use of these
peptides as a vaccine strategy are promising and showed new perspectives for
application of these molecules in vaccine trials.

Key words: Leishmaniosis. Immunoprophylaxys. Synthetic peptides. Vaccines.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses, tegumentar (LT) e visceral (LV) sdo causadas por pelo
menos 30 espécies de Leishmania spp. as quais sao transmitidas por 70 espécies
de flebotomineos e que podem infectar varios mamiferos. O desenvolvimento ou ndo
da doenca depende da relacdo parasito-hospedeiro e da espécie de parasito
envolvida (DEDET, 2007; BATES, 2007).

No homem, a doenca ocorre em quatro formas clinicas principais: cutanea,
muco-cutanea, Difusa e visceral. A forma visceral é a mais grave e pode causar
febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia, chegando a
ser fatal, se néo for tratada (DESJEUX, 2004; DEDET, 2007).

No Brasil e na regido neotropical, as principais espécies causadoras das
formas tegumentares da doenca sao Leishmania (Viannia) braziliensis (L.
braziliensis), L. (Leishmania) amazonensis (L. amazonensis), e L. (V.) guyanensis (L.
guyanensis). As trés espécies podem produzir a forma clinica mais comum da
doenca, a cutanea Localizada (LC), que se caracteriza por lesdo ulcerada e de
contorno regular na pele e que pode curar espontaneamente apés algumas
semanas ou meses. A forma muco-cutanea inicia-se com ulceras de pele e que se
nao tratada adequadamente apds cinco a 20 anos podem produzir metastases na
regido oronasal, causando destruicdo tecidual que sdo mutilantes. A espécie
responsavel por esta forma clinica é L. braziliensis. JA a forma cutanea Difusa
caracteriza-se por lesfes disseminadas e sao mais dificeis de curar. Estas lesGes
multiplas, dificilmente ulceram e contém alto nimero de parasitos. No Brasil sédo
causadas por L. amazonensis. Ao contrario da forma muco-cutanea, que induz o
aumento da imunidade celular do hospedeiro, a leishmaniose cutanea Difusa é
caracterizada por auséncia de resposta celular e ndo responde ao teste de
Montenegro (LAINSON, 1983; DEDET, 2007).

Por ser uma doenca negligenciada e de natureza complexa, o controle da
leishmaniose tem apresentado falhas tanto no Velho quanto no Novo Mundo.

O desmatamento de &reas rurais, as mudancas no meio ambiente e a

urbanizacdo nédo planejada aumentaram o contato do homem com o vetor e a
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interacdo com o reservatorio animal. Considerando a multiplicidade de fatores que
envolvem a transmissao da leishmaniose nota-se a dificuldade para se formular
estratégias eficientes para o controle desta doenca (LAINSON, 1983). Neste sentido,
progressos ocorrem nos estudos de novos antigenos candidatos a vacinas de contra
0 parasito.

Uma das principais espécies de Leishmania usada para estudos sobre
imunidade e ensaios vacinais tem sido L. major. Certamente estes estudos
contribuiram consideravelmente para o entendimento das respostas imune de tipo
Th1/Th2. Estes estudos chegaram ao consenso de que a resposta Thl é
caracterizada por elevados indices de IFN-y e de baixo nivel de producao de IL -4 e
IL-10 o que permitiria o controle da infeccdo por L. major. Enquanto que uma
resposta Th2 (IL-4, IL-10, IL-13) e ndo conduziria a este controle da doenca. O
mesmo modelo demonstrou ser aplicavel para as outras espécies causadoras de LT,
onde a resposta imune do tipo Thl apresenta-se protetora (LOIS et al., 1998;
STAGER et al., 2003; MILES et al., 2005; WOELBING et al., 2006).

Outra maneira de se avaliar o perfil de resposta imune desencadeado apos
administracdo de uma molécula seria a determinacdo da cinética de producéo de
anticorpos, visto que os titulos de IgG1l correlacionam-se com o tipo de reposta
imune Th2 enquanto que os titulos de anticorpos IgG2a indicam uma resposta
imune polarizada para o perfil Thl (SNAPPER e PAUL, 1987; COFFMAN et al.,
1993).

Muitas das vacinas testadas atualmente para leishmaniose utilizam parasitos
mortos. Ressalta-se que 0s primeiros ensaios clinicos de imunizacdo com
promastigotas de Leishmania inativados contra leishmaniose sdo datadas de 1939.
No Brasil, Salles-Gomes em 1939, Pessoa e Pestana (1940) imunizaram individuos
com este tipo de preparacao vacinal. Os resultados sugeriram um efeito protetor do
esquema vacinal com diminuicdo do tamanho das lesdes apds inoculacdo da
suspensao nos participantes da pesquisa (SALLES GOMES, 1939; PESSOA e
PESTANA, 1940).

Estimulados com os resultados obtidos das pesquisas realizadas nos anos
40, Mayrink e colaboradores realizaram novos testes contra a leishmaniose em
humanos e uma "Vacina Terapéutica para leishmaniose" foi desenvolvida e
denominada de Leishvacin. A Organiza¢cdo Mundial da Saude autorizou a fabricacéo

da vacina pela extinta Bioquimica do Brasil S/A (Biobras). Ap6s quatro anos o
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Ministério da Saude suspendeu a autorizacdo para a producdo (MAYRINK et al.,
1979). Essa vacina foi testada com o uso de adjuvantes em voluntarios saudaveis,
sendo que esse grupo apresentou maior porcentagem de individuos com resposta
imunolégica protetora frente a vacinacdo do que o grupo placebo. A utilizacdo de
adjuvante otimizou a resposta imune indicando que ele poderia melhorar a resposta
imunologica da vacina (FOLLADOR et al., 2002).

A terceira geracdo de vacinas estudadas e produzidas foram as de DNA
sendo que foi usado como antigenos Glicoproteina de 63 KDa (GP63) entre outros.
A imunizacdo com plasmideo que codifica GP63 foi capaz de induzir uma resposta
imune de perfil Thl e observou-se reducéo significativa do tamanho da leséo depois
do desafio em camundongos imunizados (XU e LIEW, 1994; XU et al.,1995;
WALKER et al., 1998). Estudos investigaram vacinas de DNA que codificam para
uma variedade de proteinas de Leishmania e mostrou que muitas vacinas de DNA
eram capazes de induzir resposta imune Thl e foram capazes de conferir graus
variaveis de protecdo quando avaliada a reducdo do tamanho da lesdo da pele e/ou
cargas parasitarias em modelo Balb/c. As vacinas de DNA foram capazes de induzir
forte resposta Thl indutora de imunidade de longa duracéo, e/ou melhor protecao
contra a progressdo da doenca. Embora a maioria dos estudos usasse rotas nao
naturais e doses elevadas de parasito a vacinacdo tanto de DNA como de proteinas
foram capazes de induzir, niveis similares de imunidade (SJOLANDER et al., 1998;
MENDES et al., 2001; IBORRA et al., 2003, DUMONTEIL et al., 2007). Entretanto,
ha uma grande variedade nos modelos animais usados e nos desenhos
experimentais o que torna dificil a comparacdo da eficacia de diferentes vacinas
para induzir uma protecdo imune.

Na busca de candidatos que oferecam eficAcia na protecdo contra a
leishmaniose tegumentar e considerando que contamos com peptideos sintéticos
gue apresentam homologia com fatores de viruléncia de Leishmania spp. este
trabalho visou avaliar peptideos produzidos por sintese quimica na imunoprofilaxia

contra L. braziliensis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AVALIACAO DOS PEPTIDEOS EM MODELO EXPERIMENTAL

Os peptideos sintéticos 1, 2 e 3 individualmente ou em MIX (1+2+3) obtidos
no capitulo um desta tese foram utilizados para imunizar hamsters golden
(Mesocricetus auratus), conforme protocolo proposto por GAMBOA, 2008. hamsters
fémeas de quatro semanas de idade foram adquiridos do fornecedor Anilab de
Paulinea — SP. Estes animais foram mantidos com ragao e agua ad libitum durante
todo o experimento.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com animais.
Foram formados sete grupos experimentais compostos por dez animais cada. Os
grupos 1 a 3 receberam os peptideos 1, 2 ou 3 isoladamente ou em MIX (1+2+3).
Um grupo (denominado grupo 5) recebeu somente o adjuvante e posteriormente o
desafio com os parasitos. Um grupo considerado controle positivo ndo recebeu
imunégeno durante o experimento e posteriormente foi submetido ao desafio com
10° de promastigotas de cepas de L. braziliensis. Outro, denominado controle
negativo ndo recebeu nenhum tipo de imunizacédo durante o experimento (FIGURA
1).

Para realizacdo das imunizacgdes, 20 pg de cada peptideo sintético ou o MIX
(neste caso 20 pug de cada peptideo, resultando em 60 pg a cada imunizacéo)
destas substancias foram emulsionados. Na primeira imunizacdo a emulsdo foi
realizada com adjuvante completo de Freund e nas demais, utilizou-se adjuvante
incompleto de Freund. ApGs a composicdo da emulsdo o conteudo foi inoculado na
regido dorsal, via subcutanea, num volume total de 100 yL. Foram aplicadas quatro
doses deste antigeno nos dias 0, 30, 60 e 90 (FIGURA 2).

Previamente ao desafio, a cepa de L. braziliensis (MHOM/BR/94/Cur22) foi
inoculada em hamsters para que sua viruléncia fosse mantida. O parasito foi
reisolado de lesBes dos animais e cultivadas conforme descrito no item 2.4 do
capitulo | desta tese.

Dez dias ap0s a ultima imunizacéo, os animais foram desafiados com in6culo

de 10° promastigotas vivos de L. braziliensis. A inoculacéo das formas promastigotas
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foi realizada na pata direita traseira dos animais pela via intradérmica. Estes animais
foram acompanhados quanto ao desenvolvimento de lesdes, bem como monitorados
por meio de leituras da espessura da pata infectada. Apdés 75 dias do desafio 50%
dos animais foi submetido a eutanasia e foi coletado sangue para dosagem de
anticorpos e células do baco, figado e lesdes para pesquisa do parasito nas lesées.

Os animais que permaneceram no estudo foram eutanasiados 120 dias ap6s o

desafio.
GRUPO1 GRUPO2 GRUPO3 GRUPO 4 GRUPOS GRUPO6 GRUPO7
Pep 1 +Adj Pep2 + Adj Pep3 +Adj Pep 1+ 2+3+Adj Adjuvante Controle + *Controle -

Desafio com 108 Leishmania braziliensis por animal

!

Coleta de sangue para dosagem de anticorpos IgG, IgGl, IgG2a
Escore clinico da doenca
Coleta de 6rgdos para cultura do parasito

FIGURA 1 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DEMONSTRANDO RESUMIDAMENTE

AS ETAPAS DO EXPERIMENTO REALIZADO. Sete grupos experimentais de
dez animais foram formados. Os animais foram imunizados com peptideos individuais ou
combinados. O grupo 5 recebeu somente o adjuvante em veiculo de imunizagdo. O grupo
6 ndo recebeu imunizacdo com os peptideos. O grupo 7 corresponde ao controle negativo
e ndo recebeu nenhum tipo de imunizacéo durante todo o experimento. Apos o periodo de
imunizacdo os animais foram desafiados com 10° promastigotas de L. braziliensis. Os
animais foram eutanasiados 75 e 120 dias apds o desafio e as analises foram realizadas.
Nota: Pep 1: peptideo 1, Pep 2: peptideo 2, Pep 3: peptideo 3, Adj: adjuvante, Controle
positivo: animais que receberam somente o desafio com parasitos, Controle negativo*:
animais que ndo receberam inocula¢des e nem o desafio com parasitos.

i >0

Periodo de imunizacio Desafio Avaliacoes

FIGURA 2 — CRONOGRAMA DEMONSTRANDO RESUMIDAMENTE AS ETAPAS
DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL REALIZADO.
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2.2 ISOLAMENTO DO PARASITO POR CULTURA EM ORGAOS DOS ANIMAIS
DESAFIADOS

Com o intuito de avaliar a presenca ou auséncia de L. braziliensis nos animais
imunizados e desafiados, células do baco, figado e lesdo cutdnea dos animais foram
maceradas em solucao fisiolégica estilizada, contendo antibiético (Penicilina
25.000UlI e estreptomicina 100 pg/pL) em ambiente estéril.

As células, apés homogeneizacao, foram colocadas em dois frascos de meio
bifasico NNN (conforme apresentado no item 2.4 do capitulo I) e repicadas
semanalmente por 30 dias, para um novo tubo. Para controle de positividade uma
gota do liquido era visualizada ao microscopio optico nos aumentos de 250 e 400 x
para pesquisa de L. braziliensis (CASTRO, 2001).

2.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS IgG TOTAL E DAS SUB-
CLASSES IgG1 E IgG2a

A pesquisa de anticorpos IgG total e das sub-classes IgG1l e IgG2a foi
avaliada por teste de imunoensaio (ELISA) sensibilizando-se placas de 96 pocos
com 0,5 pug de antigenos de L. braziliensis para verificar o perfil de resposta imune
predominante nos animais de cada grupo experimental. ApGs incubacao overnight a
4°C, a solucao foi descartada, e realizada a lavagem, por duas vezes, com solucao
de lavagem (NaCl 0,9% - Tween 20 0,05%). Os pocos foram bloqueados com 120
pL de PBS acrescido de BSA 3% por 1 hora em temperatura de 37°C. ApOs
incubacdo e nova lavagem foram adicionados de soros de um pool de animais dos
grupos 1, 2 e 3 diluidos 1:25 em BSA 1%, PBS pH 7,4, onde permaneceram por 1
hora a 37°C. A placa foi entdo lavada e foi adicionado o conjugado anti-IgG de
hamster especifico-biotina (1 pg/mL) por 1 hora a 37°C. Depois de novas lavagens
foram adicionados 100 uL de neutravidina ligada a peroxidase (diluida 1:8.000) e foi
realizada a incubacdo das placas por 1 hora a 37°C. Novas lavagens foram

efetuadas seguidas da adicdo de cromdgeno composto por uma pastilha de OPD (2
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mg) diluidas em 10 mL de tampao citrato 0,15M, pH 5,0 e 2 ul de peroxido de
hidrogénio a 30% aplicado e mantido em ambiente escuro por 15 minutos. A parada
da reacao aconteceu com adicao de 20 pL de uma solucéo de acido sulfarico 1:20. A

leitura foi realizada em leitor de microplaca em 492 nm.
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3 RESULTADOS

Na avaliacdo da enduracéo da lesdo da pata foi possivel observar que 75 dias
apos o desafio com L. braziliensis apenas dois animais apresentaram lesdes
caracteristicas de leishmaniose experimental (FIGURA 3, TABELA 1). J&4 120 dias
apos o desafio todos os animais do grupo controle positivo apresentaram lesdes
caracteristicas, enquanto que 0s animais imunizados com os peptideos tiveram
menor numero de lesGes ou nao apresentaram lesdes (FIGURA 3 e TABELA 1 e 2).

Os animais do grupo controle negativo, como esperado, ndo apresentaram lesdo em

nenhum periodo do estudo.

FIGURA 3 — LESOES :I'I'PICAS DE LEISHMANIOSE CUTANEA EM HAMSTER, 120
DIAS APOS O DESAFIO COM 10° CEPAS DE L. braziliensis.
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TABELA 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS E LESOES CARACTERISTICAS DE
LEISHMANIOSE EXPERIMENTAL EM HAMSTERS 75 DIAS APOS O

DESAFIO
NUumero de % de animais

animais com com leséo

lesdes (infeccao)
Grupo 1: Pep 1 1/5 20
Grupo 2: Pep 2 0/5 0
Grupo 3: Pep 3 0/5 0
Grupo 4: MIX dos trés peptideos 0/5 0
Grupo 5: Adjuvante e desafio 0/5 0
Grupo 6: Controle positivo 1/5 20
Grupo 7: Controle negativo 0/5 0

*As premissas dos testes estatisticos ndo permitem analisar os dados de proporgcdo de
lesdo/protecdo dos diferentes grupos. Pep 1 (peptideo 1), Pep 2 (peptideo 2), Pep3 (peptideo 3), MIX
(P1+P2+P3). Controle negativo: Grupo que ndo recebeu nenhuma imunizagdo durante o
experimento. Controle positivo: animais que receberam somente o desafio com o parasito.

TABELA 2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS E LESOES CARACTERI’STICAS' DE
LEISHMANIOSE EXPERIMENTAL EM HAMSTERS 120 DIAS APOS O

DESAFIO
Numero de % de animais % de
animais com com lesao protecédo
lesbes (infeccao)

Grupo 1: Pep 1 1/4 25 75
Grupo 2: Pep 2 0/5 0 100
Grupo 3: Pep 3 2/5 40 60
Grupo 4: MIX dos trés peptideos 1/5 20 80
Grupo 5: Adjuvante e desafio 1/3 33 66
Grupo 6: Controle positivo 5/5 100 -
Grupo 7: Controle negativo 0/4 0 -

*As premissas dos testes estatisticos ndo permitem analisar os dados de propor¢do de
lesdo/protecéo dos diferentes grupos. Pep 1 (peptideo 1), Pep 2 (peptideo 2), Pep3 (peptideo 3), MIX
(P1+P2+P3). Controle negativo: Grupo que ndo recebeu nenhuma imunizacdo durante o
experimento. Controle positivo: animais que receberam somente o desafio com o parasito.

Apés 75 dias do desafio com promastigotas vivas de L. braziliensis a cultura
dos 6rgaos dos animais eutanasiados revelou a presenca do parasito no baco de um
animal do grupo 1 e na lesdo cutanea de um animal do grupo 6. Ja 120 dias ap6s o
desafio, L. braziliensis foi detectada nos grupos experimentais 1, 3, 4, 5 e 6

(TABELA 3). No grupo 2 nao foram observados parasitos, corroborando com o0s
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dados obtidos na analise macroscopica deste grupo de animais onde nao foram

observadas lesdes tipicas de leishmaniose.

TABELA 3 - GRUPOS EXPERIMENTAIS E RESULTADOS REFERENTES A
PRESENCA DE Leishmania braziliensis NOS TECIDOS ANIMAIS
APOS CULTURA

Grupos 75 dias 120 dias Tecidos

Experimentais ap6s o desafio apo6s o desafio positivos

1 1/5 2/4 1 baco e 1 figado

2 0/5 0/5 -

3 0/5 1/5 1 baco

4 0/5 2/5 1 baco e 1 leséao

5 1/5 1/5 1 baco

6 1/5 5/5 3 baco e 2 lesao

7 0/5 0/5 -

Na FIGURA 4 sao apresentados os dados referentes a producéo de IgG total
e IgG2a no soro de animais imunizados com 0s peptideos e posteriormente
desafiados com os parasitos. Ja em relacdo a IgG1 nao foram detectados titulos no
soro dos animais e novos testes necessitam ser realizados. 75 dias ap0s o desafio,
todos os grupos experimentais produziram anticorpos IgG e IgG2a (FIGURA 4a). Ja
120 dias apd6s o desafio verificou-se producdo aumentada de IgG e IgG2a nos
grupos 1, 3, 4, 5 e 6 contrastando com a diminuicdo tanto de IgG total quanto de
IgG2a no grupo 2 (FIGURA 4b).

08

07

06

0,5

migG 0,4 mige

Big62a mlgG2a

03 -

G1(P1) G2(P2) G3(P3) G4(P4) G5(Adj) G6(C+) G7(C) G1(P1) G2(P2) G3(P3) G4(P4) G5(Adj)) G6(C+) G7(C)

FIGURA 4 - PRODUCAO DE IgG E IGg2a POR ANIMAIS IMUNIZADOS
COM OS PEPTIDEOS ISOLADOS OU EM MIX E
POSTERIORMENTE DESAFIADOS COM L. braziliensis. 4a:
dosagem 75 dias apds o desafio, 4b: dosagem 120 dias apds o
desafio.
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4 DISCUSSAO

A protecdo induzida pela imunizacdo com os trés peptideos sintéticos ou o
MIX dos mesmos é associada a presenca ou auséncia de lesGes caracteristicas da
leishmaniose experimental. Apdés 120 dias do desafio com promastigotas de L.
braziliensis os animais do grupo que recebeu o peptideo 2 ndo apresentaram lesdes
de leishmaniose experimental. Desta forma considera-se que o peptideo dois foi
capaz de induzir protecdo em hamsters contra a leishmaniose experimental. Os
demais peptideos também foram capazes de proteger 60 a 80% dos animais. Neste
estudo verificou-se ainda que alguns animais que receberam somente o adjuvante
apresentaram protecao de 66% contra a doenca em questdo. Este fato pode estar
relacionado a imunizacdo com adjuvante completo de Freund. Corroborando com
estes resultados, uma vacina elaborada pela combinacédo de formas promastigotas
mortas de L. mexicana ou L. braziliensis juntamente com Mycobacterium bovis de
BCG (Bacillus Calmette—Guérin) apresentou atividade profilatica e terapéutica contra
a leishmaniose humana. Quando usada para fins terapéuticos a vacina induziu a
cura de pacientes, acompanhada da inducdo da resposta imune do tipo Thi,
producédo da citocina IFN-y e auséncia da citocina IL-4 (CASTES, 1989; CABRERA
et al., 2000).

No Ird uma vacina composta por L. major morta mais BCG demonstrou pouca
diferenca no desenvolvimento da doenca entre o grupo vacinado com BCG sozinho
e 0 grupo imunizado com BCG mais a vacina, sugerindo que o BCG leva a protecéo
parcial contra a leishmaniose (MOMENI et al., 1999).

Um pré-requisito para uma boa resposta imune € um estado de inflamacéo no
local do corpo onde os antigenos sdo injetados. Em geral, a imunizacdo com
peptideos purificados leva a uma resposta imune fraca. Embora estes peptideos
sejam antigenos reais, que, em principio podem ser reconhecidos pelo sistema
imune e provocar a formacdo de anticopos especificos. Uma resposta a estes
antigenos pode ser reforcada por substancias que induzem a inflamacéo por
mecanismos independentes do antigeno. Estas substancias de reforco sé&o
chamadas adjuvantes (PARHAM, 2011).
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Em imunologia experimental a substancia mais efetiva para esta finalidade é o
adjuvante completo de Freund, uma emulsdo de micobactérias mortas em 6leo
mineral em que os antigenos séo vigorosamente misturados. As caracteristicas
fisicas da emulsdo causam o agregado e a precipitacdo das proteinas solluveis
formando particulas. Isso previne o adjuvante e o antigeno de serem rapidamente
dispersos e degradados pelo corpo e prove ao sistema imune um estimulo localizado
e persistente (PARHAM, 2011).

Spitzer e colaboradores (1999), utilizando um peptideo sintético derivado da
GP63 e sintetizado pela técnica FMOC, obtiveram protecdo de camundongos contra
cepas virulentas de L. major. Os peptideos foram inoculados subcutaneamente e, no
entanto, o grupo que recebeu somente o adjuvante (poloxamero 407) também
apresentou protecdo em 6 dos 8 animais do grupo experimental (6 animais livres de
lesdes por até dez meses depois da inoculagéo). Esta protecdo pode ser explicada
pela caracteristica do polaxamero de induzir uma resposta imune Thl e atrair
macrofagos para o local da leséo.

Linfécitos Thl e Th2 participam da diferenciacdo dos isotipos de
imunoglobulinas. O nivel de anticorpos IgGL1 correlaciona-se com o tipo de reposta
imune Th2 enquanto que os anticorpos IgG2a indicam uma resposta imune
polarizada para o perfil Thl (SNAPPER e PAUL, 1987; COFFMAN et al., 1993).

Constatou-se a producao de anticorpos anti-peptideos em todos os grupos de
animais estudados, representando a imunogenicidade destas moléculas.
Interessantemente, no grupo que recebeu o peptideo 2, foi observada a diminuicao
dos anticorpos IgG totais e IgG2a 120 dias apos o desafio com os peptideos
sintéticos. Neste grupo também ndo foram verificadas lesGes caracteristicas de
leishmaniose experimental. Esta auséncia relaciona-se com a diminuicdo dos niveis
de anticorpos, ja que em animais em processo de convalescenca ocorre diminui¢ao
do titulo de anticorpos especificos (MONTENEGRO, 1926).

Um aumento de imunoglobulinas da subclasse IgG2a (que esta relacionada
ao perfil Thl de resposta imune) também é observado em todos os grupos. JA em
relacéo a IgG nao se observou este aumento. Estes dados ainda ndo séo suficientes
para revelar o tipo de resposta imune que estd sendo desencadeado. Uma
informacé&o essencial para a conclusdo deste experimento seria a dosagem de

citocinas, experimento possivel e encontra-se em etapa de finalizacéo.
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Salay e colaboradores (2007) avaliaram a administracdo de dois peptideos
sintéticos inoculados com Adjuvante Completo e Incompleto de Freund com
posterior desafio dos camundongos Balb/c com L. braziliensis, sendo que os autores
nao verificaram protec¢ao (redugéo no tamanho das lesGes nos animais imunizados
comparados aos animais controle) e nem mesmo a deteccdo aumentada dos niveis
da citocina IFN-y.

Fumagalli e colaboradores (2008) verificaram protecdo de camundongos
vacinados com peptideos sintéticos (obtidos pela técnica de Phage display) ap6s o
desafio foi realizado com L. amazonensis em camundongos Balb/c. Esta prote¢éo foi
relacionada a producdo elevada de IFN-y, baixos niveis de IL-4, IL-10 apds o
desafio, reducdes significativas no tamanho médio das lesbes e niveis mais baixos
de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a especificos ao parasita.

Existe uma tendéncia mundial para reavaliar a utilizacdo de animais nos
experimentos que objetiva além de diminuir o nUmero de animais, minimizar a dor e
o desconforto e buscar alternativas para a substituicdo dos testes in vivo. Em
relacéo a reducédo do numero de animais, como nao foi possivel diminuir as variaveis
do desenho experimental proposto e visando a aplicacdo do Principio Humanitario
da Experimentacdo Animal, denominado Principio dos 3 Rs (replacement, reduction
e refmement) foram definidos como dez o numero de animais por grupo
experimental (DAMY et al., 2010).

A publicacdo de resultados experimentais, mesmo que ndo tenham
significancia estatistica, € fundamental para assegurar a ndo redundancia de estudo.
A variabilidade da amostra pode ser reduzida usando animais genética e
sanitariamente homogéneos, além de controlar variaveis ambientais. Procedimentos
padronizados, métodos acurados para medir as respostas e objetivos bem definidos
permitem aceitar ou rejeitar a hipotese inicial, mesmo com o numero de animais
reduzido (DAMY et al., 2010).

Os resultados referentes ao emprego dos peptideos sintéticos como
estratégia de imunizacdo sao promissores (60 a 100% de protecdo) e apontam
novas perspectivas para aplicacdo destas moléculas em testes vacinais,
principalmente quando observadas as porcentagens de protecdo contra
leishmaniose experimental nos animais que receberam imunizacdo com o peptideo

2 e com o0 MIX de peptideos disponiveis.
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5 CONCLUSOES

Os peptideos demonstraram-se imunogénicos pois induziram a producdo de
anticorpos anti-peptideos nos animais que receberam imunizagbes com estas

moléculas.
Imunoprotecado foi observada pela administracdo principalmente do peptideo
2, que atuou também na diminuicdo dos niveis de anticorpos especificos e na

reducédo na visualizacao de parasitos nas culturas dos tecidos animais.

Os peptideos 1, 3 e o MIX foram capazes de proteger 60 a 80% dos animais.



165

6 PERSPECTIVAS

A realizacdo da dosagem de diferentes citocinas por PCR em tempo real é
uma etapa desejavel para conclusao deste estudo, visto que podera auxiliar na
revelacdo do perfil de resposta imune desencadeado pela imunizagdo de animais
com os peptideos aqui avaliados. Esta etapa é possivel de realizacdo visto que
fragmentos do bago dos animais imunizados e posteriormente desafiados foram
retirados no momento da eutanasia e encontram-se armazenados em solugéo
estabilizadora de RNAse a -80°C.

A realizacdo de um novo experimento de imunizacdo de Hamsters com 0s
peptideos, agora em maior nimero de animais que serdo mantidos por um periodo
de 120 dias ou mais apoOs desafio possibilitara a realizacdo de testes estatisticos
ainda necessarios para conclusdo final deste capitulo. Neste novo experimento
pode-se testar ainda diferentes doses de antigenos para a imunizacdo dos animais,
novos adjuvantes ou direntes composi¢cdes do adjuvante ja avaliado nesta tese.
Ainda seria interessante a avaliacdo de combinacdes dos peptideos sintéticos em

ensaio de imunoprofilaxia.
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APENDICE 1: ABSORBANCIAS DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL

170

FRENTE AO SORO DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS EM TESTE ELISA INDIRETO

(2SD)

Amostra P-1 P-2 P-3 MIX AS
N1 0,345 0,247 0,195 0,264 0,095
N2 0,260 0,322 0,235 0,159 0.058
N3 0,251 0,238 0,168 0,157 0,055
N4 0,216 0,234 0,134 0,112 0,074
N5 0,289 0,194 0,179 0,158 0,032
N6 0,260 0,256 0,174 0,161 0,050
N7 0,225 0,253 0,150 0,160 0,024
N8 0,272 0,239 0,170 0,167 0,136
N9 0,320 0,265 0,266 0,285 0,229
N10 0,303 0,376 0,193 0,192 0,004
N11 0,298 0,258 0,191 0,184 0,042
N12 0,195 0,259 0,129 0,130 0,034
N13 0,330 0,179 0,268 0,187 0,027
N14 0,308 0,296 0,213 0,233 0,050
N15 0,264 0,327 0,223 0,181 0,033
N16 0,237 0,242 0,136 0,143 0,094
N17 0,227 0,237 0,198 0,134 0,030
N18 0,275 0,197 0,195 0,134 0,026
N19 0,323 0,249 0,198 0,186 0,039
N20 0,254 0,274 0,154 0,141 0,044
N21 0,288 0,244 0,173 0,132 0,075
N22 0,288 0,245 0,255 0,139 0,064
N23 0,349 0,303 0,219 0,217 0,020
N24 0,246 0,311 0,156 0,225 0,079
N25 0,274 0,209 0,172 0,146 0,028
N26 0,309 0,234 0,211 0,162 0,060
N27 0,317 0,278 0,201 0,190 0,094
N28 0,361 0,234 0,286 0,200 0,053
N29 0,306 0,319 0,230 0,234 0,078
N30 0,351 0,259 0,230 0,188 0,029
N31 0,314 0,317 0,212 0,259 0,016
N32 0,270 0,258 0,244 0,163 0,059
N33 0,247 0,244 0,165 0,152 0,052
N34 0,243 0,191 0,227 0,140 0,037
N35 0,224 0,205 0,123 0,144 0,025
N36 0,228 0,177 0,126 0,139 0,101
N37 0,238 0,175 0,146 0,176 0,015
Cut-off 0,361 0,344 0,279 0,250 0,109
Média 0,278 0,252 0,193 0,175 0,049
Desv pad 0,043 0,046 0,043 0,041 0,029
+ 1 1 1 3 1




APENDICE 2:
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ABSORBANCIA DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL

CONTRA O SORO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA EM TESTE ELISA INDIRETO — GRUPO 1 (2SD)

P-1 P-2 P-3 MIX AS |TODOS|20U | NEG | NEG
+ AS | PEP

1 0,601 |0,541 |0,415 |0,372 |0,545 [X X
2 0,363 0,314 |0,279 10,227 |0,349 X
3 0,481 |0,417 |0,307 |0,326 |0,738 |X X
4 0,391 |0,354 0,246 |0,215 |0,309 X
5 0,546 |0,547 |0,385 |0,390 |0,415 [X X
6 0,406 |0,373 | 0,255 |0,210 |0,326 X
7 0,285 0,270 |0,215 |0,146 |0,120 X
8 0,444 10,406 |0,318 |0,345 |0,561 [X X
9 0,249 0,217 |0,154 |0,186 |0,111 X
10 0,415 0,348 |0,241 |0,300 |1,102 X
11 0,324 0,292 |0,199 |0,175 |0,261 X
12 0,373 0,344 |0,226 |0,273 |0,261 X
13 0,311 |0,275 |0,196 |0,217 |0,512 X
14 0,585 |0,512 |0,391 |0,431 |0,132 [X X
15 0,397 0,360 | 0,226 |0,222 |0,031 X X
16 0,312 |0,275 |0,382 10,234 |0,369 X
17 0,253 0,228 |0,168 |0,160 |0,109 X
18 0,125 0,103 |0,075 |0,059 |0,343 X
19 0,483 0,458 |0,311 |0,354 |0,766 |X X
20 0,030 /0,042 /0,019 |0,018 |0,014 X X
21 0,086 0,078 |0,131 |0,052 |0,058 X X
22 0,506 |0,473 |0,343 |0,212 /0,842 X
23 0,662 |0,563 |0,474 |0,462 | 0,047 X X
24 0,460 |0,393 |0,301 |0,276 |0,531 [X X
25 0,361 0,311 |0,219 |0,198 | 0,067 X
Cut-off 10,361 |0,344 0,278 |0,255 0,109
TOTAL + |16 14 11 10 20 7 16 5 8
% 64 56 44 40 80 28 64 20 32
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APENDICE 3: ABSORBANCIA DOS PEPTIDEOS CONTRA O SORO DE
INDIVIDUOS COM SUSPEITA DE LTA EM TESTE ELISA INDIRETO - GRUPO 2

(2SD)

P-1 P-2 P-3 MIX AS |+EM |+EM |NEG]|NEG
TODOS |DOIS | AS | PEP
ou +

1 0,601 0,541 0,415 0,372 |0,545|X X

2 0,363 10,314 0,279 0,227 |0,349 X

3 0,481 0,417 0,307 0,326 |0,738|X X

4 0,391 0,354 0,246 0,215 |0,309 X

5 0,546 |0,547 0,385 0,390 |0,415|X X

6 0,406 0,373 0,255 0,210 |0,326 X

7 0,285 0,270 0,215 0,146 |0,120 X

8 0,444 |0,406 0,318 |0,345 0,561 X X

9 0,249 0217 0,154 0,186 |0,111 X

10 0,415 |0,348 0,241 |0,300 |1,102 X

11 0,324 0,292 0,199 0,175 |0,261 X

12 0,373 |0,344 0,226 |0,273 |0,261 X

13 0,311 0,275 0,196 0,217 |0,512 X

14 0,585 |0,512 0,391 |0,431 |0,132|X X

15 0,397 |0,360 0,226 |0,222 |0,031 X

16 0,312 |0,275 |0,382 |0,234 |0,369 X

17 0,253 |0,228 |0,168 |0,160 |0,109 X

18 0,125 |0,103 |0,075 |0,059 |0,343 X

19 0,483 |0,458 0,311 |0,354 0,766 X X

20 0,030 |0,042 0,019 |0,018 |0,014 X |X

21 0,086 |0,078 0,131 |0,052 |0,058 X |X

22 0,506 |0,473 0,343 |0,212 |0,842 X

23 0,662 |0,563 |0,474 |0,462 0,047 X X

24 0,460 |0,393 0,301 |0,276 0,531 X X

25 0,361 |0,311 0,219 |0,198 |0,067 X

26 0,394 |0,316 0,227 |0,288 |0,673 X

27 0,429 0,383 0,241 |0,258 0,212 X

28 0,221 |0,223 |0,313 |0,160 |0,512 X

29 0,387 (0,299 0,215 |0,267 0,212 X

30 0,451 |0,385 0,278 |0,301 |0,320|X X

31 0,306 |0,215 0,180 |0,257 |0,689 X

32 0,517 |0,457 0,320 |0,403 0,435 X X

33 0,209 |0,169 0,137 |0,122 |0,556 X

34 0,421 |0,352 0,264 |0,281 |0,516 X

35 0,363 |0,346 0,221 |0,259 0,390 X

36 0,431 |0,391 0,278 |0,345 0,551 X X

37 0,429 |0,376 0,286 |0,311 |0,467 X X

38 0,477 0,397 0,305 0,333 0,502 X X

39 0,343 |0,244 0,178 |0,233 |0,474 X

40 0,506 0,433 0,428 0,311 |0,568|X X

41 0,479 |0,421 0,301 |0,286 |0,311|X X
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42 0,518 0,424 0,323 0,318 0,724 X X

43 0,491 0,435 0,314 0,300 0,826 X X

44 0,453 0,419 0,294 0,312 0,298 X X

45 0,516 0,485 0,323 0,347 0,406 | X X

46 0,302 0,260 0,192 0,192 0,223 X
47 0,413 0,335 0,279 0,268 0,268 | X X

48 0,532 0,046 0,373 0,334 0,438 X

49 0,386 0,527 0,256 0,208 0,317 X

50 0,435 0,363 0,285 0,282 0,527 | X X

51 0,333 0,434 0,236 0,171 0,581 X

52 0,491 0,326 0,320 0,367 0,242 X

53 0,455 0,461 0,319 0,316 0,414 X X

54 0,501 0,469 0,309 0,307 0,287 | X X

55 0,571 0,441 0,383 0,412 0,639 | X X

56 0,854 0,543 0,559 0,652 0,261 X X

57 0,420 0,745 0,252 0,231 0,256 X

Cut-off 0,361 0,344 0,278 0,255 0,107

TOTAL+ |42 37 31 35 52 24 44 5 11
% 74 65 54 61 91 42 77 8 19
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APENDICE 4: ABSORBANCIA DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL
FRENTE O SORO DE PACIENTES COM TUBERCULOSE (T), HANSENIASE (H) E

DOENGCA DE CHAGAS (C) EM TESTE ELISA INDIRETO (2SD)

P-1 pP-2 P-3 MIX AS

C1 0,088 | 0,114 | 0,090 | 0,046 | 0,033
C2 0,135 | 0,199 | 0,206 | 0,070 | 0,150
C3 0,237 | 0,300 | 0,286 | 0,046 | 0,141
C4 0,089 | 0,123 | 0,242 | 0,046 | 0,551
C5 0,073 | 0,094 | 0,059 | 0,055 | 0,544
C6 0,111 | 0,162 | 0,137 | 0,073 | 0,614
C7 0,146 | 0,218 | 0,191 | 0,086 | 0,028
C8 0,054 | 0,077 | 0,060 | 0,064 | 0,021
C9 0,311 | 0,389 | 0,386 | 0,032 | 0,011
C10 0,057 | 0,064 | 0,069 | 0,061 | 0,273
H1 0,181 | 0,227 | 0,231 | 0,143 | 0,017
H2 0,274 | 0,361 | 0,285 | 0,110 | 0,033
H3 0,261 | 0,304 | 0,277 | 0,202 | 0,048
H4 0,193 | 0,265 | 0,228 | 0,052 | 0,040
H5 0,175 | 0,238 | 0,156 | 0,131 | 0,302
H6 0,207 | 0,263 | 0,226 | 0,084 | 0,051
H7 0,375 | 0,286 | 0,265 | 0,176 | 0,033
H8 0,339 | 0,404 | 0,285 | 0,089 | 0,046
H9 0,141 | 0,220 | 0,220 | 0,279 | 0,726
H10 0,250 | 0,333 | 0,163 | 0,112 | 0,019
T1 0,239 | 0,303 | 0,211 | 0,234 | 0,046
T2 0,088 | 0,103 | 0,041 | 0,034 | 0,036
T3 0,399 | 0,455 | 0,520 | 0,387 | 0,007
T4 0,208 | 0,253 | 0,221 | 0,185 | 0,044
T5 0,365 | 0,322 | 0,300 | 0,253 | 0,060
T6 0,134 | 0,155 | 0,137 | 0,087 | 0,022
T7 0,188 | 0,245 | 0,230 | 0,176 | 0,024
T8 0,474 | 0,521 | 0,507 | 0,452 | 0,021
T9 0,170 | 0,194 | 0,148 | 0,125 | 0,023
T10 0,043 | 0,083 | 0,068 | 0,014 | 0,016
Cut-off | 0,361 0,344 0,278 | 0,255 0,107
TOTAL 4 5 7 3 8
1C 1C 2C ocC 6C

1H 2H 2H 1H 2H

3T 2T 3T 2T 0T
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APENDICE 5 ABSORBANCIA DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL
CONTRA O SORO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA EM TESTE ELISA INDIRETO — GRUPO 1 (CUT-OFF COM CURVA
ROC)

P-1 P-2 P-3 MIX AS |TODOS|20U | NEG | NEG
+ AS | PEP

1 0,601 |0,541 |0,415 |0,372 |0,545 [X X
2 0,363 0,314 |0,279 |0,227 10,349 X
3 0,481 |0,417 |0,307 |0,326 |0,738 [X X
4 0,391 |0,354 |0,246 |0,215 |0,309 [X X
5 0,546 |0,547 |0,385 |0,390 |0,415 [X X
6 0,406 |0,373 |0,255 |0,210 |0,326 |X X
7 0,285 0,270 |0,215 |0,146 |0,120 X
8 0,444 10,406 |0,318 |0,345 |0,561 [X X
9 0,249 0,217 |0,154 |0,186 |0,111 X
10 0,415 0,348 |0,241 |0,300 |1,102 [X X
11 0,324 0,292 |0,199 |0,175 |0,261 X
12 0,373 0,344 |0,226 |0,273 |0,261 X
13 0,311 |0,275 |0,196 |0,217 |0,512 X
14 0,585 |0,512 |0,391 |0,431 |0,132 [X X
15 0,397 0,360 | 0,226 |0,222 | 0,031 X X
16 0,312 |0,275 |0,382 |0,234 |0,369 X
17 0,253 0,228 |0,168 |0,160 |0,108 X
18 0,125 0,103 |0,075 |0,059 |0,343 X
19 0,483 0,458 |0,311 |0,354 |0,766 |X X X
20 0,030 /0,042 /0,019 |0,018 |0,014 X X
21 0,086 /0,078 |0,131 |0,052 |0,058 X X
22 0,506 [0,473 |0,343 |0,212 |0,842 |X X
23 0,662 |0,563 |0,474 10,462 | 0,047 X X
24 0,460 0,393 |0,301 |0,276 |0,531 [X X
25 0,361 /0,311 |0,219 |0,198 | 0,067 X X
Cut-off /0,351 0,327 |0,235 0,192 |0,101
TOTAL+ |16 14 14 18 20 11 18 5 7
% 64 56 56 72 80 44 72 20 28
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ABSORBANCIA DOS PEPTIDEOS CONTRA O SORO DE

INDIVIDUOS COM SUSPEITA DE LTA EM TESTE ELISA INDIRETO — GRUPO 2

(CUT-OFF COM CURVA ROC)

P-1 pP-2 P-3 MIX AS + EM NEG | NEG
TODOS| AS | PEP
1 0,601 0,541 0,415 0,372 0,545 X
2 0,363 0,314 0,279 0,227 0,349
3 0,481 0,417 0,307 0,326 0,738 | X
4 0,391 0,354 0,246 0,215 0,309 | X
5 0,546 0,547 0,385 0,390 0,415 X
6 0,406 0,373 0,255 0,210 0,326 | X
7 0,285 0,270 0,215 0,146 0,120 X
8 0,444 0,406 0,318 0,345 0,561 | X
9 0,249 0,217 0,154 0,186 0,111 X
10 0,415 0,348 0,241 0,300 1,102 | X
11 0,324 0,292 0,199 0,175 0,261 X
12 0,373 0,344 0,226 0,273 0,261
13 0,311 0,275 0,196 0,217 0,512
14 0,585 0,512 0,391 0,431 0,132 | X
15 0,397 0,360 0,226 0,222 0,031 X
16 0,312 0,275 0,382 0,234 0,369
17 0,253 0,228 0,168 0,160 0,108 X
18 0,125 0,103 0,075 0,059 0,343 X
19 0,483 0,458 0,311 0,354 0,766 | X
20 0,030 0,042 0,019 0,018 0,014 X X
21 0,086 0,078 0,131 0,052 0,058 X X
22 0,506 0,473 0,343 0,212 0,842 | X
23 0,662 0,563 0,474 0,462 0,047 |X X
24 0,460 0,393 0,301 0,276 0,531 |X
25 0,361 0,311 0,219 0,198 0,067 X
26 0,394 0,316 0,227 0,288 0,673
27 0,429 0,383 0,241 0,258 0,212 | X
28 0,221 0,223 0,313 0,160 0,512
29 0,387 0,299 0,215 0,267 0,212
30 0,451 0,385 0,278 0,301 0,320 | X
31 0,306 0,215 0,180 0,257 0,689
32 0,517 0,457 0,320 0,403 0,435 | X
33 0,209 0,169 0,137 0,122 0,556 X
34 0,421 0,352 0,264 0,281 0,516 | X
35 0,363 0,346 0,221 0,259 0,390
36 0,431 0,391 0,278 0,345 0,551 | X
37 0,429 0,376 0,286 0,311 0,467 |X
38 0,477 0,397 0,305 0,333 0,502 | X
39 0,343 0,244 0,178 0,233 0,474
40 0,506 0,433 0,428 0,311 0,568 | X
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41 0,479 0,421 0,301 0,286 0,311 | X
42 0,518 0,424 0,323 0,318 0,724 | X
43 0,491 0,435 0,314 0,300 0,826 | X
44 0,453 0,419 0,294 0,312 0,298 | X
45 0,516 0,485 0,323 0,347 0,406 | X
46 0,302 0,260 0,192 0,192 0,223 X
47 0,413 0,335 0,279 0,268 0,268 | X
48 0,532 0,046 0,373 0,334 0,438
49 0,386 0,527 0,256 0,208 0,317 X
50 0,435 0,363 0,285 0,282 0,527 | X
51 0,333 0,434 0,236 0,171 0,581
52 0,491 0,326 0,320 0,367 0,242
53 0,455 0,461 0,319 0,316 0,414 X
54 0,501 0,469 0,309 0,307 0,287 | X
55 0,571 0,441 0,383 0,412 0,639 X
56 0,854 0,543 0,559 0,652 0,261 | X
57 0,420 0,745 0,252 0,231 0,256 | X

Cut-off 0,361 0,327 0,235 0,200 0,101

TOTAL 42 37 39 45 52 33 5 9
% 74 65 68 79 91 58 8 15
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APENDICE 7: ABSORBANCIA DOS PEPTIDEOS E DO ANTIGENO SOLUVEL
FRENTE O SORO DE PACIENTES COM TUBERCULOSE (T) , HANSENIASE (H) E
DOENCA DE CHAGAS (C) EM TESTE ELISA INDIRETO (CUT-OFF COM CURVA
ROC)

P-1 pP-2 P-3 MIX AS
C1 0,088 |0,114 0,090 |0,046 |0,033
C2 0,135 |0,199 /0,206 0,070 0,150
C3 0,237 |0,300 0,286 [0,046 |0,141
C4 0,089 0,123 0,242 0,046 |0,551
C5 0,073 |0,094 |0,059 |0,055 |0,544
C6 0,111 |0,162 0,137 |0,073 |0,614
C7 0,146 |0,218 |0,191 |0,086 |0,028
C8 0,054 |0,077 0,060 |0,064 |0,021
C9 0,311 |0,389 0,386 |0,032 |0,011
C10 0,057 |0,064 |0,069 |0,061 |0,273
H1 0,181 |0,227 0,231 |0,143 |0,017
H2 0,274 |0,361 0,285 |0,110 |0,033
H3 0,261 0,304 0,277 0,202 0,048
H4 0,193 |0,265 0,228 |0,052 |0,040
H5 0,175 0,238 |0,156 |0,131 |0,302
H6 0,207 10,263 |0,226 |0,084 |0,051
H7 0,375 0,286 0,265 |0,176 |0,033
H8 0,339 |0,404 0,285 |0,089 |0,046
H9 0,141 0,220 0,220 0,279 |0,726
H10 0,250 /0,333 |0,163 |0,112 |0,019
T1 0,239 |0,303 |0,211 |0,234 |0,046
T2 0,088 |0,103 |0,041 |0,034 |0,036
T3 0,399 |0,455 0,520 |0,387 |0,007
T4 0,208 ]0,253 0,221 0,185 [0,044
T5 0,365 0,322 0,300 0,253 |0,060
T6 0,134 |0,155 |0,137 |0,087 0,022
T7 0,188 ]0,245 0,230 0,176 [0,024
T8 0,474 10,521 |0,507 |0,452 [0,021
T9 0,270 ]0,194 |0,148 |0,125 |0,023
T10 0,043 0,083 |0,068 |0,014 |0,016
Cut-off| 0,351 | 0,327 | 0,235 | 0,192 | 0,101

ou ou

0,361 0,200
TOTAL |4 6 10 5 8

ocC 1C 3C ocC 6C

1H 3H 4H 1H 2H

3T 2T 3T 47 0T
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ANEXO 1: PARECER DO COMITE DE ETICA COM PESQUISA COM SERES
HUMANOS

COMITE DE EXICA EM PESQUISA
R Prof. Pedro Vidmto Parigot de Soum, 5.300
N Fane: (41) 3317-3260 oy 3317-3200
g'f Fax: (41) 317-3030

Capmiin ol e

UNIVERSIDADE

POSITIVO PROTOCOLO 107/2011

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UP

IDENTIFICAGAO = , |
Titulo: Producdo de Antigenos de Segunda Geragdo para Diagndstico e
Monitoramento de Leischmania sp e Leishmaniose
2. Professor onentador: Vanete Thomaz-Soccol

3. Instituicdo do pesquisador. UP

4. Local onde sera realizada a pesquisa: Laboratério de pés-graduacg&o da Universidade
Positivo e Laboratério de Processos Biotecnolégicos da UFPR.
5. Alunos(a): Juliana Seger

~_CAAE: 0093.0.094.094-11

OBJETIVO

Identificar, atraves da técnica de Phage Display, mimo - ou epitopos especificos para
anticorpos de pacientes com LTA que, apds a sintese quimica, possam ser empregados
no diagnostico @ monitoramento sorologico da Leischmania sp e Leischmaniose.

'SINTESE DO PROJETO
Utilizagao de soro de pacientes portadores de Leischmania para identificar. mimo - ou
epitopos especificos, para producio de kit diagnéstico especifico para leischmaniose.

| COMENTARIOS DO RELATOR E =
* A pesquisa encontra-se em conformidade com a resolugdo 196/96 CNS
+ Pesquisa de grande relevancia cientifica e para a comunidade.

PARECER FINAL e N - 1]
X Recomenda a Aprovacao N&o Recomenda a aprovacdo Em pendéncia

~ Solicita-se envio de relatorio final, ou carta assinada comunicando término,
ou cancelamento da pesquisa.
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ANEXO 2: PARECER DO COMITE DE ETICA COM PESQUISA COM ANIMAIS —
PARTE 1

/) COMITE DE ETICA EM PESQUISA
( j Rua Prof® Pedro Viriato Parigot de Souza, 5.300
;_g Fone: (41) 3317-3260 ou 3317-3290

UNIVERSIDADE e romr

POSITIVO

PROTOCOLO CEUA 36

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMISSAQ DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

IDENTIFICACAO

PRODUCAO DF ANTIGENOS DE SEGUNDA GERACAO PARA DIAGNOSTICO F
MONITORAMENTO DE L eishmania sp F LEISHMANIOSE

PROFESSOR ORIENTADOR
VANETE THOMAZ SOCCOL

INSTITUICAO DO PESQUISADOR
Universidade Positivo

ALUNOS ENVOLVIDOS
JULTANA SEGER

VANETE THOMAZ SOCCOL
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ANEXO 3: PARECER DO COMITE DE ETICA COM PESQUISA COM ANIMAIS —
PARTE 2

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

{ ? Rua Prof Pedra Vinato Parigot de Sauza, 5200
_E Fone: (1) 3317-3260 ou 2317-3290

: : Fax: (41} 217-3030

L ¥ NI\I’ ]_:-R:-‘;I ]—Jﬁ r:'E ceua@“p.mm_br

POSITIVO

PROTOCOLO CEUA 36

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA AMALISADO PELO
COMISSAD DE ETICA EM PESQUISA NO USD DE ANIMAIS (CEUA - UP)
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The aim of this work was to investigate the occurrence of canine visceral leishmaniosis
(CVL) in the far western region of Santa Catarina State, bordering Argentina and Parana
State, southern Brazil, where inrecent years, VL has been recorded in both dogs and humans.
Clinical signs, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), indirect immunofluorescent
antibody test (IFAT) and polymerase chain reaction (PCR) were used for Leishmania investi-
gation. Among the 252 dogs surveyed, 41 were positive by ELISA assay, 43 in IFAT (titer > 40),
and 55 by PCR. From the 48 positive for VL by both serological and molecular methods, 19
(39.6%) presented clinical symptoms of leishmaniosis, 35 (72.9%) were from rural areas, and
13 (27.1%) were from urban areas. This pilot study confirms the occurrence of VL among
dogs in the far western region of Santa Catarina, southern Brazil, with high risk of CVL
outbreaks and presenting a threat to humans.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Short report

Visceral leishmaniosis (VL), caused by Leishmania (Leish-
mania) infantum Nicolle 1908, is a chronic zoonosis in
which domestic dogs are a known reservoir (Cortes et al.,
2012). Several epidemiological studies have shown the
growing spread of the disease worldwide and in Brazil
(Solano-Gallego et al., 2001; Moreno and Alvar, 2002; Alvar
et al, 2004; Maia-Elkhoury et al., 2008). According to the
Brazilian Health Ministry, between 1980 and 2005, a total
of 59,129 human cases were recorded and 82.5% of these
occurred in the northeastern region. However, the parasite

* Corresponding author. Tel.: +55 41 33613272/+55 41 33173483;
fax: +55 41 33613272/+55 4132662042.
E-mail address: vanetesoccol@gmail.com (V. Thomaz-Soccol).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.06.005
0304-4017/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

gradually spread to other regions of the country, partic-
ularly to the States of Minas Gerais, S3o Paulo, and Mato
Grosso (Maia-Elkhoury et al.,, 2008). More recently, out-
breaks of CVL have been recorded in southern Brazil (Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, and Parana State), Paraguay,
and principally in Argentina (Salomon et al., 2008; Cruz
etal., 2010; Deboni et al., 2011; Dias et al., 2013; Steindel
et al,, 2013). It is important to highlight that hunting with
dogs is a common practice in Argentina, which may be a
triggering factor for disease outbreak, because the country
has recorded outbreaks of CVL near the border of the states
of Rio Grande do Sul and Parand (Salomon et al., 2008; Cruz
et al, 2010). Given this context, surveillance of CVL cases
is important because canine infection precedes the disease
in humans (Marzochi et al., 2009).

Thus, this study aimed to investigate VL occurrence
among dogs in the far western region of Santa Catarina
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State, Brazil. The study was conducted in the municipalities
of S3o Miguel do Oeste and Descanso, latitude 26°43/31”
and longitude 53°31'05". The climate is humid subtropi-
cal (Koppen-Geiger: Cfa; Peel et al., 2007) with an average
annual temperature varying between 18 and 20°C and
annual mean rainfall varying from 2000 mm to 2400 mm
(PDM, 2009).

The study was approved by the Animal Research Ethics
Committee (CEUA) under protocol number 112/2012.
The minimum number of sera was calculated assum-
ing 5% prevalence, 95% confidence interval, and 5%
precision (Thrusfield, 2004). The dogs used in the VL
survey were randomly sampled in rural and urban
areas.

Blood samples from 252 dogs were collected by jugular
venipuncture, and sera were separated and stored at —20°C
until use. Identification data from dogs (name, breed, sex,
age, origin, clinical history, and presence of clinical signs) as
well as the presence of forest, sylvatic or domestic animals,
organic matter, water reservoirs, and sewage and garbage
near the dwelling were recorded.

Three different approaches were used for VL diagno-
sis: enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), indirect
fluorescent antibody test (IFAT) and polymerase chain reac-
tion (PCR).

Promastigotes of the reference strain L infantum
MHOM/FR/71/LRM75 grown at 24°C in biphasic media
brain-heart infusion broth (BHIB) were harvested from the
exponential phase of growth and washed by centrifuga-
tion at 4°C with sterile saline (0.9% and 0.3%) and PBS pH
7.2 and resuspended to a concentration of 107 promastig-
otes/mL. IFAT and ELISA antigen production processes were
conducted as described by Castro et al. (2003) and Szargiki
et al. (2009).

For ELISA, the sera samples were analyzed in 96-well
flat-bottomed microtiter plates (high binding) sensitized
with 500 ng/LL of protein diluted in coating buffer pH 9.6
and maintained overnight at 4°C. After blocking with 2%
casein in PBS, sera diluted 1:100 were added to each well
and incubated at 37°C for 1 h. The plates were then washed
six times and incubated with rabbit peroxidase-conjugated
1:2500 anti-dog immunoglobulin G (IgG) antibody (Sigma).
The reaction was revealed using hydrogen peroxide and
ortho-phenylenediamine (OPD) and stopped with 20 p.L of
2% sulfuric acid per well. Absorbance was determined in
a spectrophotometer at 492 nm. A cutoff point for optimal
sensitivity and specificity in ELISA tests was determined
using receiver operating characteristic (ROC) curve analy-
sis (Metz, 1978; Zweig and Campbell, 1993). The statistical
analyses were performed using MedCalc Statistical Soft-
ware (version 13.2.0).

For the IFAT assay, standardization of the technique was
achieved with progressive dilutions of positive and neg-
ative control serum (1:20 to 1:320) against progressive
dilutions of the conjugate (1:50 to 1:200), on five slides.
The serum samples were screened in 1:40 dilution. The
reactive sera were serially titrated up to a 1:640 dilution.
The IgG conjugate (fluorescein isothiocyanate - Sigma) was
used at 1:150 dilutions in 10% Evans Blue, from the previ-
ous titration. Each series of serum samples was run with
positive and negative controls. The slides were analyzed

using fluorescence microscopy (HBO 200 bulb and BG 12
filter).

DNA was extracted from the leukocyte layer of blood
using the standard phenol-chloroform method (Sambrook
and Russel, 2001). After ethanol precipitation, DNA was
resuspended in 50 pL ultra-pure water, incubated with
RNAse A (10 mg/mL) at 37°C for 1h, and stored at —20°C
until PCR realization. To amplify the 145pb of the con-
served region of the L. infantum DNA fragment, the primers
RV1F and RV2R were used (Lachaud et al., 2002). The PCR
was performed at a final volume of 25 L containing 5 j.L of
DNA, 1x buffer, 0.2 mM dNTPs, 3 mM MgCl2, 0.16 pmol of
each primer (Fand R), 2 U Taq polymerase (Invitrogen), and
water up to the final volume. The reaction condition con-
sisted of an initial denaturation at 94°C for 5 min. This was
followed by 35 cycles at 94°C for 305, 59°C for 305, and
72°C for 30s and a final extension at 72°C for 10 min. PCR
product was analyzed by electrophoresis on 1.5% agarose
gel stained with ethidium bromide and visualized under
UV. L. infantum DNA was used as a positive control, and
DNA from uninfected dogs, as well as the addition of no
DNA, were used as negative controls of the assay. All DNA
extraction procedures were performed in separate rooms
to prevent contamination.

Prevalence was calculated according to the formula:
number of positive dogs/sampled population. The Chi
square test (x?) was used to compare prevalence rates
among sex, age, breed, clinical signs, and place of origin.
A p value of <0.05 was the criterion for significance.

Among the 252 dogs investigated, 74.7% were from
rural areas with forests close to the home, the presence
of other mammalians (opossums, rodents, horses and don-
keys), and, in most cases, the presence of organic matter in
the peridomiciliary area or close by. Concerning the canine
population studied, 82.5% had no definite breed, 59.5% were
male, 74.5% were aged 2 to 6 years old, and 86.5% were
native to the region and had not been in another state
for at least two years (Table 1). A statistically significant
difference was observed, with a greater number of pos-
itive dogs among deer-hound breeds and those aged 7
to 10 years old (p <0.05). This indicates that deer-hound
breeds, known for hunting activity, are more suscepti-
ble to exposure to the vector because they live in woods
and forests. More positive results among older dogs indi-
cate a greater period at risk of being bitten and decreased
immunity, which increases the chances of acquiring the
disease.

For the ELISA method, the diagnostic performance was
sensitivity of 100% (CI95%: 91.4-100%), specificity of 99.3%
(C195%: 97.4-99.9), area under the ROC curve (AUC): 0.999,
Youden index: 0.993, p<0.0001, likelihood ratio of a pos-
itive test (LR+): 135 and a negative (LR—): 0. Of the total
serum samples surveyed, 41/252 were positive. Forty-three
dogs were positive by IFAT assay, with 43 showing titers
of 1/40, 33 with 1:80 and 25 > 1:160. Fifty-five dogs were
positive by PCR, 63.6% were asymptomatic (Table 2). Forty-
eight dogs were positive for VL by both serological and
molecular methods. The remaining 197 dogs were neg-
ative. Data analysis revealed that positive diagnosis was
statistically associated with the symptomatology, breed,
and age (p < 0.05) of the dogs.
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Table 1
Epidemiological data and characteristics of the dogs studied.

Environmental Number (%) total Number (%)
conditions residences positive dogs
Location of residence
Rural area 56(74.7) 35(72.9)
Urban area 19(25.3) 13(27.1)

Presence of forest close
to the residence
Riparian forest 5(6.7) 1(2.1)

Native forest 37(49.3) 25(52.1)

Reforestation 15(20.0) 12(25.0)

Reforesta- 14(18.7) 10(20.8)

tion +native

forest

No forests 4(5.3) 0(0.0)
Presence of forest

within 300 m of the

residence

Presence 27(36.0) 17(354)

Absence 48(64.0) 31(64.6)
Presence of other

animals

Presence 71(94.7) 48(100.0)

Absence 4(5.3) 0(0.0)
Presence of organic

matter in the yard

Presence 73(97.3) 48(100.0)

Absence 2(27) 0(0.0)

Dog characteristics Number (%)
Breed

No defined breed 208(82.5) 35(72.9)

Fila Brasileiro 17(6.7) 0(0.0)

Veadeiro Brasileiro 11(4.4) 10(20.8)

Others 16(6.3) 3(6.3)
Age

Up to 1 year old 38(15.1) 4(8.3)

2 to 6 years old 188(74.6) 23(47.9)

7 to 10 years old 21(8.3) 15(31.3)

Over 10 years old 5(2.0) 6(12.5)
Sex

Male 150(59.5) 27(56.3)

Female 102(40.5) 21(43.8)
Hunting dogs

Yes 25(9.9) 15(31.2)

No 234(90.1) 33(68.8)

Among the 48 dogs positive by both serological and
molecular methods, 19 (39.6%) presented clinical signs of
VL. The most common clinical manifestations observed
were skin alterations in 31.2% (alopecia, ulcerative lesions,
and hyperkeratosis), weight loss (27.1%), onychogrypho-
sis (25.0%), lymphadenopathy (20.8%), or anorexia (12.5%).
Visceral leishmaniosis in dogs can exhibit a large spectrum
of clinical presentations with variable degrees of severity

Table 2

Number and percentage of dogs positive for visceral leishmaniosis follow-
ing serological (IFAT and ELISA) and molecular (PCR) tests and relationship
with clinical presentation.

Clinical form Method Number of % of positivity
positive dogs

ELISA 19 46.4
Symptomatic IFAT 17 39.6

PCR 20 36.3

ELISA 22 53.6
Asymptomatic IFAT 26 60.4

PCR 35 63.6

(Dantas-Torres, 2006; Rondon et al., 2008; Baneth et al.,
2008; Cunhaet al., 2012).

In our study, an average of 59.2% of positive dogs were
asymptomatic (Table 2). These results were supported by
other works (Dantas-Torres, 2006; Rondon et al., 2008:
Cunha et al,, 2012; Steindel et al.,, 2013), confirming that
asymptomatic dogs act as parasite reservoirs, playing an
important role in the maintenance of the parasite trans-
mission cycle (Cardoso et al., 2012; Mohammadiha et al.,
2013). The capacity to infect phlebotomines is higher
for symptomatic (28%) than asymptomatic dogs (5.4%)
(Michalsky et al.,, 2007). In a recent study in Florianopo-
lis of 11 dogs with VL, 90.9%, including four asymptomatic
dogs, presented high skin parasitism, as demonstrated by
histopathology (Steindel et al,, 2013). Therefore, under
favorable conditions (higher sandfly density), asymp-
tomatic dogs can contribute to parasite transmission, and
the infection can spread and infect humans.

In summary, this work shows that of the 252 dogs inves-
tigated, 16.7% of them presented clinical signs of VL, 21%
presented positive serology (ELISA +IFAT), and 21.8% were
positive when tested by PCR. These results are supported by
other studies in molecular epidemiology. For example, in
Spain, 13% of dogs apparently presented clinical disease;
26% were seropositive and 63% were positive when PCR
was used as a diagnostic technique (Solano-Gallego et al.,
2001). In Greece, 12.3% of dogs presented anti-Leishmania
antibodies and 63% were positive using the molecular
technique (Leontides et al., 2002). This preliminary study
confirms that the presence of CVL in the municipalities of
S3o Miguel do Oeste and Descanso in the western region of
Santa Catarina State means the occurrence of an outbreak is
possible, as is the appearance of human cases in the future.
The characteristics of the epidemiological cycle of VL in this
region remain to be determined. A phylogeny study will
provide important information regarding whether the par-
asite arrived in this region from neighboring Argentina or
the States of Parana or Rio Grande do Sul.
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