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RESUMO

Leishmanioses sdo doencas causadas por mais de 20 espécies de protozoarios
pertencentes ao género Leishmania Ross, 1903. As duas formas clinicas principais da
doenca sdo a leishmaniose cuténea (LC) e a visceral ou kala-azar (LV). A LC é a mais
frequente, enquanto a LV é a mais severa, e pode levar a morte se nao diagnosticada e
tratada a tempo. Em 2016, foram reportados mais de 10 mil casos de LC e mais de 3.000
casos de LV em humanos no Brasil. Caes também sao acometidos por essas doencas e
representam um importante reservatorio, especialmente para a LV. O controle da doencga
€ complexo devido a falta de diagndstico preciso e medidas de imunoprofilaxia eficientes.
Diante desses problemas o presente estudo visou avaliar o potencial de peptideos
mimoétopos na ativagao da resposta imune celular e no diagndstico de leishmaniose. Os
peptideos foram obtidos pela técnica de phage display utilizando imunoglobulinas G
especificas anti-Leishmania obtidas a partir da purificacdo do soro de camundongos Balb-
C infectados experimentalmente com Leishmania amazonensis. Quatro peptideos foram
selecionados e apos serem sintetizados quimicamente, os mesmos foram avaliados
quanto a ativacao da resposta imune celular pela indugao da produgao de 6xido nitrico em
células de macréfagos (Raw 264-7) e quanto a sua utilizagdo no sorodiagnéstico de caes
negativos e positivos para LV. Dentre os quatro peptideos testados, o P2 apresentou os
melhores resultados para ativagao celular, visto que as células estimuladas com a
presenca desse peptideo no meio de cultivo apresentaram uma produgao de 6xido nitrico
cinco vezes superior aos valores obtidos para o controle negativo. Enquanto que nos
testes de diagndstico da leishmaniose visceral canina (LVC), o peptideo P1 apresentou os
melhores resultados quanto a sensibilidade (92%) e especificidade (76%) em teste ELISA
utilizando soros de cinquenta animais positivos e cinquenta animais negativos. Os
resultados indicam que os peptideos obtidos pela técnica de phage display sao
promissores tanto para utilizagcdo na formulacdo de vacinas (P2) ou para utilizagdo no
sorodiagnostico da LVC (P1). Na continuidade dos estudos, é necessario avaliar possiveis
modificagdes que possam otimizar a eficiéncia dessas moléculas no imunodiagndstico e
imunoprofilaxia da leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose. Phage Display. Peptideo. ELISA. Imunodiagnéstico. Oxido
Nitrico. Imunoprofilaxia.



ABSTRACT

Leishmaniases are diseases caused by more than 20 species of protozoa
belonging to the genus Leishmania Ross, 1903. The two main clinical forms of the disease
are cutaneous leishmaniasis (CL) and visceral or kala-azar (VL). CL is the most frequent,
while VL is the most serious, and can lead to death if not diagnosed and treated. In 2016,
more than 10,000 cases of CL and more than 3,000 cases of VL were reported in humans
in Brazil. Dogs are also affected by this disease and represent an important reservoir for
VL. There is great difficulty in the disease control due to the lack of an accurate diagnosis
and efficient immunoprophylaxis measures. In view of these problems, the present study
aimed to evaluate the potential of mimotope peptides in the activation of cellular immune
response and in the diagnosis of leishmaniasis. The peptides were obtained by phage
display technique using specific anti-Leishmania immunoglobulins G obtained from purified
serum of Balb-C experimentally infected with Leishmania amazonensis. Four peptides
were selected and after being chemically synthesized they were evaluated for cellular
immune response activation by inducing the production of nitric oxide in macrophage cells
(Raw 264-7) and for their use on serodiagnosis of VL positive and negative dogs. Among
the four peptides, P2 showed the best results for cell activation, once the cells stimulated
by the presence of this peptide in the culture medium showed a production of nitric oxide
five times higher than the values obtained for the negative control. While in the diagnostic
tests for canine visceral leishmaniasis (CVL), P1 showed the best results regarding to
sensitivity (92%) and specificity (76%) in ELISA test using sera from fifty positive animals
and fifty negative animals. The results indicate that the peptides obtained by phage display
technique are promising for their use in vaccines formulation (P2) and in serodiagnosis of
CVL (P1). As future prospects, it is necessary to evaluate some modifications on these
molecules to optimized them and achieve a better efficacy on leishmaniases diagnosis and
immunoprophylaxis.

Keywords: Leishmaniasis. Phage Display. Peptide. ELISA. Immunodiagnosis. Nitric Oxide.
Immunoprophylaxis.
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1INTRODUGAO

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), leishmanioses sao doengas
causadas por mais de 20 espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania
Ross, 1903. Esses parasitos sao transmitidos pela hematofagia de fémeas de
flebotomineos, pertencentes a sub-familia Phlebotominae e ao género Phlebotomus
(Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (YOUNG; DUNCAN, 1994; WHO, 2018).

As duas principais formas clinicas da doencga sao a leishmaniose cutanea (LC), e
a visceral ou kala-azar (LV). A LC é a mais frequente, enquanto a LV é a mais grave,
podendo levar a morte se ndo diagnosticada e tratada. Em 2016, essas duas formas
foram classificadas como endémicas sendo a primeira em 87 e a segunda em 75 paises
dos 200 que reportam casos autéctones a OMS, respectivamente. No mesmo ano,
mundialmente foram reportados 200.918 novos casos de LC, e 22.233 de LV. No Brasil
foram reportados mais de 10 mil casos de LC e mais de 3.000 casos de LV (WHO, 2018).

A LV tem como principal agente etioldgico, na América Latina, a espécie
Leishmania infantum, (BRASIL, 2014). Na area urbana, os cées sao reservatorios do
parasito, e a frequente incidéncia da doenga nesses animais precede a infeccdo em seres
humanos. No Brasil, a transmissdo ocorre, em sua maioria, pelo vetor Lutzomyia
longipalpis (BRASIL, 2014). Essa doenca, em humanos, é caracterizada por surtos
irregulares de febre, perda substancial de peso, hepatoesplenomegalia e anemia,
podendo levar o paciente a ébito se nao tratada (BRASIL, 2014; WHO, 2018).

Ja nos cées, a leishmaniose visceral canina (LVC) apresenta um quadro clinico
que vai desde animais aparentemente saudaveis a animais em severo estagio final. As
manifestagdes clinicas da doenga estdo fortemente ligadas a resposta imune dos animais.
A LVC pode apresentar lesdes cutédneas e mucosas, principalmente no nariz e na orelha,
Ulceras rasas e pelo opaco. Além de sinais caracteristicos, nos casos mais avangados
pode-se observar onicogrifose, ceratoconjuntivite, esplenomegalia, linfoadenopatia,
alopecia, dermatites, ulceras de pele, coriza, apatia, diarreia, hemorragia intestinal, edema
de patas e vdmito, além da hiperqueratose. E nos estagios finais ocorre em geral paresia
dos membros posteriores, caquexia, inanigdo e morte. Porém, alguns céaes infectados
podem permanecer sem apresentar sinais clinicos por longos periodos de tempo
(BRASIL, 2014).

O diagndstico das leishmanioses inicialmente é feito por exame clinico,
epidemioldgico, sendo confirmados por exames diretos (parasitolégicos e

histopatoldgicos) e indiretos (exames imunologicos) (BRASIL, 2014; CHAPPUIS et al.,
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2007). Esses ultimos consistem na detecc¢ao de anticorpos especificos contra Leishmania
spp. e tém sido preferidos por serem rapidos e menos invasivos (BRASIL, 2017).

Dentre as ferramentas de diagnéstico da LV, destacam-se os testes
imunocromatograficos, baseados na detecgao de anticorpos anti-Leishmania no soro do
paciente humano ou animal. Sua praticidade e rapidez em fornecer um diagndstico e a
possibilidade de utilizagdo em regides de mais dificili acesso sdo as principais
caracteristicas que tornam estes testes tdo importantes. No Brasil, existem poucos testes
imunocromatograficos disponiveis, alguns deles pouco avaliados quanto a sua
sensibilidade e especificidade, fatores esses que contribuem para a continuidade da
negligéncia em relacdo a essa doenga (FREIRE, 2017). Existe muita variacdo na
eficiéncia destes testes de acordo com o grau de endemicidade das regides onde sao
aplicados. Além disso, a existéncia de reacbes cruzadas também pode interferir nos
resultados destes testes imunocromatograficos. Nos animais, os métodos de diagnostico
s&o semelhantes aos utilizados nos seres humanos, destacando-se também o teste
imunocromatografico. Porém, devido a insuficiéncia de acuracia no diagnédstico, o
programa de controle da doenga no Brasil tem enfrentado dificuldades em combaté-la e
diminuir a incidéncia de novos casos. Por isso se faz necessaria a otimizacdo dos testes
existentes e o desenvolvimento de novas ferramentas para o diagndstico especialmente
em caes, que sao o principal reservatorio da LV. A busca por novos antigenos, capazes
de diferenciar os soros positivos de soros negativos com consisténcia e que possuam alta
sensibilidade e especificidade, € uma das principais vias para otimizacdo dos testes
imunoloégicos (ROMERO; BOELAERT, 2010; PEIXOTO et al., 2015).

A identificagao de epitopos de proteinas capazes de induzir uma resposta imune,
ou de detectar anticorpos especificos € um objetivo essencial no controle das
leishmanioses. Em décadas recentes, um grande numero de moléculas tem sido descritas
com potencial para serem utilizadas como antigeno para o sorodiagnéstico de
leishmaniose, incluindo algumas que sdo moléculas purificadas ou fragdes soluveis do
parasito. Adicionalmente, antigenos produzidos por engenharia genética vém sendo
investigados e validados para pesquisas com anticorpos contra Leishmania spp.
(ZANETTI et al., 2019; LEVEQUE et al., 2020). Entretanto, esses antigenos ainda
requerem adequacao quanto aos seus valores de sensibilidade e especificidade para uso
em diagndstico e imunoprotecéo.

A tecnologia de phage display representa uma alternativa quando se trata de
pesquisa por novos alvos antigénicos. O peptideo ou proteina expressa na superficie de

cada particula de fago permite a selegdo de sequéncias baseada na afinidade de ligacao
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a anticorpos através de um processo de selegdo in vitro chamado de biopanning. A
tecnologia também permite a selegdo de antigenos uteis para o desenvolvimento de
testes diagndsticos e vacinas (ALBAN et al., 2013; TOLEDO-MACHADO et al., 2015,
LINK et al., 2017).

Este estudo visa buscar novos antigenos pela técnica de phage display, os quais

apresentem-se viaveis para o diagndstico e imunoprofilaxia da leishmaniose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo visa selecionar e avaliar peptideos sintéticos, apds obtencao por
phage display, que possam ser utilizados especificamente para o sorodiagndstico ou

imunoprofilaxia contra leishmaniose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producao do antigeno soluvel de Leishmania amazonensis.

e Purificacdo de Imunoglobulinas G especificas contra Leishmania amazonensis a
partir de soro de camundongos infectados experimentalmente;

e Selegdo dos fagos reagentes pela técnica de ELISA frente a soro de animais
contendo anticorpos anti-Leishmania;

¢ Sintese dos peptideos apresentados pelos fagos reagentes;

¢ Avaliacio da ativacéo da resposta celular induzida pelos peptideos;

e Avaliacdo da eficacia dos peptideos no sorodiagnostico de LVC pela técnica de
ELISA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 AGENTE ETIOLOGICO

Os parasitos causadores de leishmanioses sao protozoarios da familia
Trypanosomatidae, pertencendo ao género Leishmania. Este género & caracterizado por
apresentar duas formas durante o seu ciclo de vida: a forma amastigota, na qual os
parasitos sao intracelulares especialmente em células do sistema fagocitico mononuclear,
de hospedeiros vertebrados; e a forma promastigota, que se desenvolve no tubo digestivo
de hospedeiros invertebrados, tal qual quando cultivados em meio de cultura (REY, 2008).

A forma amastigota (FIGURA 1), aflagelada, possui de 2 a 6 um de comprimento
e 1,5 a 3 um de largura, sendo um dos menores protozoarios a parasitar o ser humano.
Elas sdo encontradas nos vacuolos digestivos de macréfagos, do hospedeiro vertebrado,
que fagocitam o parasito. S&o caracterizadas por apresentar um citossomo levemente
achatado, de contorno ovoide (REY, 2008).

FIGURA 1 — FORMA AMASTIGOTA DE LEISHMANIA spp. PRESENTE EM CELULAS DO SISTEMA
FAGOCITICO MONONUCLEAR.
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FONTE: CDC, 2017.

As formas promastigotas (FIGURA 2), flageladas, sdo encontradas no tubo
digestivo do vetor, onde as formas amastigotas se diferenciam para promastigotas. Elas
possuem um formato fusiforme com a extremidade anterior arredondada, enquanto a
extremidade posterior € mais afinada. Elas variam de 14 a 20 ym de comprimento e 1,5 a
4 ym de largura (REY, 2008).



22

FIGURA 2 - FORMA PROMATIGOTA DE LEISHMANIA spp. PRESENTE NO INTESTINO DO

INSETO VETOR.
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FONTE: CDC, 2017.

3.2 VETOR

As diferentes espécies de Leishmania sao transmitidas pela picada de fémeas
pertencentes a subfamilia Phlebotominae (WHO, 2018). As espécies de flebotomineos
sao encontradas em regides temperadas, a maioria em regides tropicais ou subtropicais
(BRAZIL; RODRIGUES; FILHO, 2015). No continente americano existem
aproximadamente 530 espécies de flebotomineos descritas (SHIMABUKURO; DE
ANDRADE; GALATI, 2017). Porém, pouco mais de 20 espécies sdo comprovadamente
consideradas vetores de Leishmania spp., dentre as quais, se destacam como os
principais vetores, invertebrados dos géneros Phlebotomus, no velho mundo, e
Lutzomyia, no novo mundo (YOUNG; DUNCAN, 1994; REY, 2008; BRAZIL;
RODRIGUES; FILHO, 2015). As principais espécies responsaveis pela transmissdo do
parasito no Brasil sdo, nos casos de LC, Lutzomyia flaviscutellata, Nyssomyia. whitmani,
Lu. umbratilis, Ny. intermedia, Lu. wellcomei e Lu. migonei (BRASIL, 2017). Ja nos casos
de LV e LVC no Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissao sao Lutzomyia
longipalpis e Lu. cruzi (BRASIL, 2014).

Flebotomineos sdo pequenos dipteros, pilosos com coloragdo castanho-clara ou
cor de palha, o que |hes confere um nome popular de mosquito palha. Esses insetos,
quando pousados, costumam manter as asas entreabertas e levemente levantadas (REY,
2008; BRAZIL; RODRIGUES; FILHO, 2015).
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FIGURA 3 — FEMEA DE Lutzomyia longipalpis FAZENDO REPASTO SANGUINEO.

FONTE: Ray Wilson, Liverpool School of Tropical Medicine, 2009.

3.3 CICLO EVOLUTIVO DE Leishmania

Quando a fémea do vetor (flebotomineo) infectada realiza a hematofagia em um
hospedeiro, os parasitos se multiplicam no intestino do vetor e. Apds a inoculagdo do
parasito na forma promastigota, estes sao fagocitados por células como macrofagos e
neutréfilos, onde se transformam em amastigotas e se multiplicam causando o
rompimento celular. Esses parasitos livres vao infectar outas células do organismo do
hospedeiro (REY, 2008).

Quando o vetor realiza a hematofagia em um hospedeiro infectado, ele ingere
formas amastigotas, que se converterdo em amastigotas no seu tubo digestivo. Estas se
multiplicardo até que haja uma carga parasitaria tdo alta que cause uma obstrugao
mecanica da probdscide. A dificuldade de ingestdo de sangue pelo flebotomineo
demandara mais esfor¢o para sua alimentagdo, culminando no eventual relaxamento dos
musculos de sucg¢ao e na regurgitacdo desses parasitos no individuo picado (BATES;
ROGERS, 2004; REY, 2008). O ciclo de vida do parasito esta representado na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - CICLO DE VIDA DE Leishmania spp. NO HOSPEDEIRO VERTEBRADO PORTADORES DAS
FORMAS AMASTIGOTAS EM CELULAS DO SISTEMA FGOCITICO MONONUCLEAR E EM VETORES
CUJAS FORMAS PROMASTIGOTAS ESTAO NO INTESTINO.
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FONTE: Adaptado do CDC, 2017.

3.4 LEISHMANIOSE VISCERAL

3.4.1 Epidemiologia

Leishmanioses sao doengas infecciosas, tropicais e subtropicais, que figuram
entre as principais de maior impacto global, devido ao seu alto coeficiente de deteccéo e
sua capacidade de produzir deformidades ou até causar a morte em um individuo.
Estima-se que surjam aproximadamente de 0,9 a 1,6 milhdes de casos por ano,
considerando a alta taxa de subnotificagdo (ALVAR, 2012; BRASIL, 2017; TORRES-
GUERRERO et al.,, 2017). Consideradas como uma doengas negligenciadas, as
leishmanioses possuem forte e complexa relagado com a pobreza, devido a fatores como
condicbes precarias de habitacdo e saneamento basico, falta de medidas pessoais de
prevencgao, maior exposigao ao vetor, nutricdo defasada e falta de cuidados com a saude.
Além do fato de que o alto custo dos diagndésticos e tratamento de leishmaniose dificultam
ainda mais o acesso a esses servicos (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006).
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Em 2016, dos 200 paises ou territorios que se reportam a OMS, 75 (38%) foram
considerados endémicos para LV, enquanto sete (4%) desses paises ja haviam reportado
casos anteriormente. Neste mesmo ano, 22.233 casos de LV foram reportados a OMS,
15% deles na regido das Américas, onde o Brasil também se mostra como um dos
principais afetados pela doenga, com mais de 3.000 casos registrados (FIGURA 5) (WHO,
2018). Somente no ano de 2018, foram registrados 3.466 novos casos de LV no Brasil
(BRASIL, 2020a).

FIGURA 5 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE NOVOS CASOS DE LEISHMANIOSE VISCERAL EM 2016.
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FONTE: Adaptado de WHO, 2018.

A LV tem como principal agente etioldgico Leishmania donovani na Asia e
Leishmania infantum na América Latina. Na area urbana, os caes sdo 0s principais
reservatorios do parasito, e a frequente incidéncia da doenga nesses animais precede a
infeccdo de seres humanos (BRASIL, 2014; BISETTO JUNIOR et al., 2015).

3.4.2 Manifestagdes Clinicas

Ela possui periodos de incubagao variados tanto para o homem, de 10 dias a 24
meses, quanto para caes, de 3 meses a varios anos. Porém, a média varia de 2 a 6
meses para humanos e de 3 a 7 meses para caes (BRASIL, 2014; BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018).
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A proliferagao de parasitos em macrofagos do figado, bago e medula éssea causa
hepato-esplenomegalia e supressdao da medula éssea em pacientes de LV (McGWIRE;
SATOSKAR, 2013). As manifestagdes clinicas mais comuns em humanos s&o surtos
irregulares de febre, perda substancial de peso, aumento do bago e do figado e anemia,
podendo levar o paciente a morte caso a infeccdo nao seja tratada (BRASIL, 2014; WHO,
2018). Pessoas imuno suprimidas, como pacientes com HIV, apresentam maior
suscetibilidade a essa doenga, podendo apresentar manifestagdes atipicas e aumento da
severidade devido a desregulacdo do sistema imune (BRASIL, 2014; McGWIRE;
SATOSKAR, 2013). Existem casos de LV causada por espécies usualmente relacionadas
a LC, como Leishmania braziliensis em pacientes com HIV (SILVA et al., 2002). Essa
doencga é a segunda mais letal dentre as doengas causadas por infecgbes parasitarias,
causando 62.500 mortes em 2013, atras apenas da malaria (NAGHAVI et al, 2015).

FIGURA 6 - PACIENTE COM LEISHMANIOSE VISCERAL EM ESTAGIO AVANGADO.
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FONTE: BRASIL, 2014.

Na leishmaniose visceral canina (LVC), pode ser observado trés manifestagbes
clinicas, sendo assintomatico (auséncia de sinais clinicos), oligosintomatico
(apresentacdo de alguns sinais clinicos) e sintomatico (todos ou os principais sinais
clinicos). As manifestagdes clinicas da doenga estao fortemente ligadas a resposta imune
dos animais. Dentre essas manifestagdes a LVC pode causar sinais neuromusculares
como pareseia, convulsao, atrofia muscular; adenomegalia; Sinais oftalmolégicos como
blefarite, uveite, conjuntivite e ceratite; sinais na mucosa como palidez, epistaxe, ulceras e
nodulos; sinais dérmicos como eritema, prurido, alopecia, hiperqueratose e onicogrifose;
além de outros sinais como vOmito, diarreia, insuficiéncia renal, artrose e
hepatoesplenomegalia (FIGURA 7). E nos estagios finais ocorre em geral paresia das

patas posteriores, caquexia, inanicdo e morte. Porém, cdes assintomaticos infectados
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podem permanecer sem apresentar sinais clinicos por longos periodos de tempo (ALVAR
et al., 2004; BRASIL, 2014; BISETTO JUNIOR et al., 2015).

FIGURA 7 - CAES COM LVC.
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FONTE: Adaptado de BISETTO JUNIOR et al., 2015.
NOTA: Cao sintomatico corpo (A); oncogrifose (B); Descamacgéao da pele (C); Caquexia (D); Descamagéao da
pele e lesdo em articulagao (E).

Animais assintomaticos, apesar de ndo apresentarem sinais clinicos da doenga,
podem ser altamente parasitados, e portanto, uma fonte de contaminagao do vetor,
aumentando ainda mais a importancia dos cdes como reservatorios do parasito (LOPES,
2014). A grande parcela de animais assintomaticos e oligossintomaticos dificulta o
diagnostico clinico (ALVAR et al., 2004; BRASIL, 2014; BISETTO JUNIOR et al., 2015).

3.4.3 Tratamento

Os antimoiniais pentavalentes (Sb+5) sao as principais drogas utilizadas no
tratamento das leishmanioses humana. Portanto, sdo consideradas a primeira escolha no
tratamento dos pacientes humanos (TORRES-GUERRERO, 2017). Atualmente existem
dois tipos de antimoniais pentavalentes disponiveis no mercado: o antimoniato de
meglunina e o estibogluconato de sdodio, que ndo é comercializado no Brasil. Outras
drogas que se destacam como tratamentos alternativos, em casos em que o tratamento
com os antimoniais ndo foi totalmente eficaz, ou entdo em casos nos quais existem
contraindicagbes no uso dos antimoniais, s&o a anfotericina B e as pentamidinas, como
isotionato e mesilato de pentamidina. A anfotericina é indicada como a principal droga no

tratamento de gestantes infectadas por Leishmania spp. Todas essas drogas possuem
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efeitos adversos nocivos a saude do paciente, fato que reforga a necessidade de
investimento na prevencao das leishmanioses (BRASIL, 2014, 2017).

Ja no caso de cées, em 2016 foi autorizado por meio da Nota Técnica Conjunta n°
001/2016 MAPA/MS, assinada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e
pelo Ministério da Saude o uso da Miltefosina para o tratamento de cdes que estejam
acometidos de LVC (BRASIL, 2016a). A Miltefosina € a unica droga usada para o
tratamento de caes e resulta em redugao dos sinais clinicos apresentados, redug¢ao da
carga parasitaria e também da infectividade desses animais em relagcao ao vetor, porém o
tratamento ndo resulta em cura parasitoldgica, sendo necessario medidas de prevengao
para evitar o contato do animal sob tratamento com o vetor da doenca (NOGUEIRA et al.,
2019).

3.5 DIAGNOSTICO

Inicialmente, a suspeita clinica € fundamental para o diagnostico da leishmaniose,
seguida da analise epidemioldgica, que sao dados de grande importancia para
identificacdo das regides endémicas. Relatos de viagens a essas areas podem auxiliar na
investigacdo de um caso suspeito da doenga (CERUTTI et al., 2017). Contudo, o avango
do ciclo parasitario para o perimetro urbano torna cada vez mais provavel a infecgao de
pacientes sem historico de viagens a areas endémicas (MAGALHAES; MOURA, 2015).
Além disso, a identificacdo dos parasitos predominantes na regido pode ser importante
com relagdo ao desenvolvimento de lesdes e a resisténcia a drogas no tratamento
(CERUTTI et al., 2017).

O diagnéstico de LV pode ser feito por exames parasitologicos, utilizando pungao
de medula éssea, linfonodo ou bago, sendo que o mais seguro € pungdo de medula
O0ssea. Esses procedimentos devem ser realizados em ambientes hospitalares para a
reducao maxima de contaminacdo (BRASIL, 2016b). Uma gota do material aspirado é
fixada e corada adequadamente para entdo ser observada em microscépio oOptico. Os
fragmentos contendo as formas amastigotas ainda podem ser inoculados em meio de
cultivo, como NNN, e incubados a 24°C, observando-se semanalmente por até 4
semanas. Os tubos positivos devem ser encaminhados para a identificacao da espécie de
Leishmania envolvida, por técnicas de biologia molecular, e os demais devem ser
repicados e observados por microscopia semanalmente.

A demonstracéo indireta do parasito pela técnica de PCR (Reacado em Cadeia da

Polimerase — Polymerase Chain Reaction), técnica baseada na amplificagdo do material
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genético do parasito em diferentes tipos de amostras. Este método possui alta
sensibilidade e especificidade e utiliza diversos alvos moleculares sendo que alguns sao
género-especificos e outros sdo espécie-especificos. Uma das vantagens do uso dessa
técnica € a capacidade de deteccdo mesmo quando ha baixa carga parasitaria. Porém,
devido a complexidade de execucdo, alto custo e a necessidade de infraestrutura
laboratorial adequada dificultam sua aplicagdo em areas endémicas (BRASIL, 2014).

Exames imunoldgicos consistem na deteccdo de anticorpos especificos contra
Leishmania. Testes como a imunofluorescéncia indireta (IFl), a aglutinagao direta (DAT), o
ensaio de imunoabsorgcdo enzimatica (ELISA), testes imunocromatograficos e Western
Blot sdo amplamente utilizados em areas endémicas para o diagndstico de LV (LEVEQUE
et al., 2020). Dentre as ferramentas de diagnéstico da LV destacam-se os testes
imunocromatograficos, que consistem em uma membrana de nitrocelulose com antigeno,
geralmente a proteina recombinante K39 de Leishmania (rK39), fixado que realizara a
deteccgao de anticorpos anti-Leishmania no soro do paciente. Por conta de sua praticidade
e rapidez em fornecer um diagnédstico, geralmente € usado em regides de mais dificil
acesso a servicos de saude e fornece resultados em um curto periodo (WHO, 2010).
Porém, apesar de haver uma diminuicdo na quantidade de anticorpos apds um tratamento
bem sucedido, eles ainda sao detectaveis, dificultando o diagndstico em casos de uma
possivel reincidéncia da doencga, além de existirem muitos casos em que individuos
saudaveis sao diagnosticados positivamente devido a infecgées assintomaticas. Portanto,
esses testes devem ser sempre acompanhados do diagndstico clinico (BRASIL, 2014;
CHAPPUIS et al., 2007). No Brasil, existem poucos testes imunocromatograficos, e
alguns deles pouco avaliados quanto a sua sensibilidade e especificidade, fatores que
contribuem para a continuidade da negligéncia em relagdo a essa doenca (FREIRE,
2017).

Devido as reacdes cruzadas com infeccbes causadas por outras espécies de
parasitos nos testes soroldgicos, a busca por novos antigenos, como a proteina rK39,
capazes de reduzir a quantidade dessas reagdes e tornar os testes mais sensiveis e
especificos, vem ganhando grande importancia no diagnéstico de LV (MAIA et al., 2012;
LEVEQUE et al., 2020). Lakhal et al. (2012), identificaram maior sensibilidade (97,6%) e
especificidade (100%) em teste ELISA utilizando extratos de histonas de Leishmania
quando comparado a testes utilizando antigeno soluvel preparado a partir de L. infantum.
Varios estudos utilizando diferentes antigenos recombinantes para o diagnéstico de LV
tém apresentado sensibilidade e especificidade acima de 95%, o que indica um grande
potencial para sua utilizacdo (LEVEQUE et al., 2020).
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Além das proteinas inteiras, outras estratégias podem ser usadas como os
peptideos sintéticos que se apresentam como potencialmente mais estaveis, baratos e
faceis de produzir. Alguns desses peptideos apresentam bom desempenho no
diagndstico de LV e com poucas reagdes cruzadas com soros de pacientes infectados por
outros parasitos (MENEZES-SOUZA et al., 2015; COSTA et al., 2017; CARVALHO et al.,
2018).

Em caes, os métodos de diagndstico sdo semelhantes aos utilizados nos seres
humanos. Podem também ser baseados em exames parasitolégicos e soroldgicos. A
obtencdo do material bioldgico para a realizagcdo dos exames parasitoldgicos € feita a
partir de puncdes de linfonodos, de medula éssea e bidpsia ou escarificacdo da pele.
Esse método costuma ser simples e muito seguro, pois os resultados positivos sao
baseados na observacao direta do parasito na sua forma amastigota, com 100% de
especificidade, enquanto que a sensibilidade fica em torno de 80% em caes sintomaticos
e menor ainda em caes assintomaticos, visto que o diagnostico depende do grau de
parasitemia, tipo de material bioldégico e tempo de leitura da lamina. Entretanto, esses
procedimentos consistem em métodos invasivos, significando certo risco para o animal,
além de serem impraticaveis pelos programas de saude em regides onde ha grande
quantidade de animais que necessitam ser avaliados em curto periodo de tempo
(BRASIL, 2014; BISETTO JUNIOR et al., 2015).

Os diagnosticos parasitologicos indiretos baseados em técnicas moleculares,
como PCR utilizando DNA de quinetoplasto de Leishmania (kDNA) como alvo, possuem
regularmente alta especificidade (de 95% a 100%). Ja a sensibilidade costuma variar de
89 a 100% para animais sintomaticos, porém esse valor diminui quando a técnica €&
aplicada em animais assintomaticos (TRAVI et al., 2018). A PCR quantitativa em tempo
real (QPCR) é considerada um dos meétodos mais confiaveis devido a sua alta
sensibilidade. Em estudo comparando diferentes testes moleculares e avaliando amostras
de 67 caes a gPCR apresentou sensibilidade de 91% enquanto que a PCR convencional
de kDNA apresentou sensibilidade de 72% (CARSON et al., 2010).

Dentre os testes sorolégicos utilizados rotineiramente para o diagnéstico de LVC
estdo a IFI, ELISA e testes rapidos, como testes imunocromatograficos, que se destacam
por conta de sua praticidade e velocidade em apresentar resultado. Estes ultimos tém a
vantagem de aumentar a acuracia do diagnoéstico de LVC, se usados em conjunto com
teste ELISA para confirmacao (COURA-VITAL et al., 2014). Essa combinagao do uso do
teste imunocromatografico, seguido pela confirmagdo por ELISA, é a recomendacgéo

oficial do ministério da saude para o diagndstico de LVC no Brasil segundo a nota técnica
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conjunta n° 01/2011 — CGDT — CGLAB/DEVIT/SVS/MS (BISETO JUNIOR et al., 2015;
BRASIL, 2016b). Em um estudo realizado por Ribeiro et al. (2019), 189 soros de caes,
sendo 47 negativos e 142 positivos para infeccdo com L. infantum, foram avaliados por IFI
e cinco testes rapidos: ELISA Bio-Manguinhos, rapid ELISA IDEXX (SNAP Leishmania),
Kalazar Detect™ (InBios International, Inc.), ALERE® Leishmaniasis AC test kit e DPP®
Bio-Manguinhos. Os melhores resultados deste estudo foram obtidos pelo DPP®, visto
que este apresentava sensibilidade de 97,9% e especificidade de 93,6% (RIBEIRO et al.,
2019). Apesar dos avangos alcancados, ainda existe muita variagao na eficiéncia desses
testes, diminuindo assim sua precisdo no diagnoéstico. Um dos fatores que contribuem
para essas variagcbes sao reacdes cruzadas com outras espécies de Tripanossomideos,
como T. cruzi, que podem ocorrer, dificultando o desempenho do programa de controle da
doenca no Brasil. Por isso, se faz necessaria a otimizacdo dos testes existentes e o
desenvolvimento de novas ferramentas para o diagndstico no Brasil (ZANETTE et al.,
2014; PEIXOTO et al., 2015).

Muitos antigenos vém sendo estudados a fim de aumentar a acuracia dos exames
sorolégicos. Esses antigenos, como proteinas recombinantes, apresentam melhores
resultados quanto a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade do que os antigenos
convencionais. Dentre eles, o mais estabelecido é a rK39, apresentando sensibilidade de
97,2 a 100% e especificidade de 100 % em testes ELISA realizados no Brasil (PEIXOTO
et al., 2015; TRAVI et al., 2018). Contudo, o desempenho desses antigenos decai muito,
com sensibilidade de 66% e especificidade de 71%, quando aplicados a testes com
amostras de animais assintomaticos ou acometidos de outras infecgdes, indicando a
presencga de reacgdes cruzadas (PORROZZI et al., 2007). A variabilidade da eficiéncia dos
testes envolvendo a proteina rK39 instiga a busca por outros antigenos que melhorem
ainda mais a avaliacdo de animais sintomaticos e assintomaticos. Algumas técnicas
utilizam a combinacao de antigenos para otimizar os resultados de modo a superar 0s
resultados que cada um tenha apresentado individualmente, como a combinagao entre
rk26 e rKLO8 que apresentou sensibilidade de 85% e especificidade de 93%, enquanto
que individualmente os valores de sensibilidade e especificidade de cada um foram
menores (ABAD et al., 2017). Outras abordagens que também vém sendo desenvolvidas
sdo proteinas quiméricas apresentando multiepitopos, desenhadas para aumentar a
deteccao de animais assintomaticos infectados. Também, o uso avancado da protedmica
para detectar novos antigenos, inclusive proteinas secretadas por L. infantum que em

estudos recentes, foram utilizadas como antigeno e realizaram a detecgdo de 100% dos
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animais infectados (FARIA et al., 2015; PINEDO-CANCINO et al., 2016; TRAVI et al.,
2018).

3.6 VACINAS

As espécies de Leishmania parasitam macréfagos e causam a infecgao devido a
suas habilidades de evasdo e atenuagdo da fungdo microbicida do hospedeiro. Essa
funcado da-se por meio de modulagdao das respostas imunoldgicas, inata e adaptativa.
Portanto, € necessario a instigagdo de uma resposta imune forte para a prevengao e o
tratamento da doenca. Para inibir o crescimento dos parasitos, é essencial a indugao de
uma resposta mediada por linfocitos T helper do tipo 1 (Th1) para a ativagado da explosao
oxidativa incluindo a produc&o de oxido nitrico, gerando radicais altamente reativos, que
podem matar microrganismos invasores (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; JAIN; JAIN,
2015). Ja é estabelecido que células CD4*T (Linfocitos T helper) assim como CD8*T
(Linfocitos T citotéxicos) desempenham papel importante conferindo cura e defesa contra
LV. A polarizagdo da resposta imune €& muito importante, pois a resposta Thi1,
caracterizada pela expressao de Interleucina 12 (IL-12), interferon-gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral — alfa (TNF-a), protege o individuo da infecgédo. Enquanto a resposta
Th2, caracterizada pela expressao de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator de transformacéao do
crescimento — beta (TGF-B), da suporte a persisténcia da infeccdo (BARBIERI, 2006;
JAIN; JAIN, 2015).

Vacinas contra leishmaniose vém sendo estudadas ha muito tempo. Alguns
estudos reportam moderado sucesso obtido nos anos 1930 e 1940. Porém, foi na década
de 1980 que Mayrink e seus colaboradores conduziram uma série de experimentos no
Brasil, em um dos quais obteve 53,3% de eficacia na resposta a vacinagao medida por
intradermoreacao (ANTUNES et al., 1986; MODABBER, 2010). Essas vacinas,
conhecidas como vacinas de primeira geracdo, sao caracterizadas por utilizarem os
antigenos vivos, atenuados ou mortos. Porém, apesar de terem apresentado bons
resultados gerando protecdo contra leishmaniose, em alguns casos elas apresentam
dificuldades na sua padronizacao e otimizacao da formulagao para induzir resposta imune
efetiva isenta de respostas indesejadas (NOAZIN et al., 2008). Além de necessitarem do
cuidado para que o patégeno nao seja capaz de recuperar sua viruléncia (NAGIL; KAUR,
2011; SILVESTRE; CORDEIRO-DA-SILVA; OUAISSI, 2008). Por esses fatores, outro
grupo de vacinas vem se destacando, as chamadas vacinas de segunda geracéo,

formuladas com produtos mais refinados como proteinas recombinantes e peptideos com
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adjuvantes ou expressao em vetores heterologos, que representam melhores op¢des para
campanhas de vacinagao (JAIN; JAIN, 2015). Sua natureza recombinante Ihes confere
maior acessibilidade em larga escala e abordagens com maior reprodutibilidade e melhor
custo beneficio (DUTHIE et al., 2012). Dentre as varias proteinas utilizadas como vacinas
estdo a glicoproteina 63 (gp63), proteina ligante de fucose e manose (FML), proteina Q
quimera, proteinase cisteina (CP) e muitas outras (NAGIL; KAUR, 2011; EVANS;
KEDZIERSKI, 2012; JAIN; JAIN, 2015).

A proteina recombinante p45 de L. dononvani (rLDp45) foi descrita como capaz
de induzir uma resposta imune Th1 substancialmente protetiva, confirmada pelo aumento
na expressao de mRNA de IFN-y, IL-12 e TNF-a com uma diminuicdo simultanea de IL-4
e TGF-B, para proteger hamsters em uma infecgao experimental (GUPTA et al., 2012).
Antigeno especifico de Leishmania na forma amastigota A2, quando formulado em forma
recombinante com saponina, alumen e IL-12 ou expressado em adenovirus atenuado foi
efetivo como vacina em animais para a protegdo contra leishmaniose (FERNANDES et
al., 2012). Células dendriticas derivadas da medula 6ssea estimuladas com histonas H1
de L. infantum foram avaliadas como potenciais candidatas a vacina, visto que foram
capazes de elucidar uma resposta imune Th1 contra leishmaniose (AGALLOU et al.,
2012).

Vacinas utilizando peptideos recombinantes tem sido o principal foco no registro
de patentes relacionadas a vacinas contra a leishmaniose, por conta de suas vantagens
como alta pureza e elevado rendimento e maior estabilidade (SKWARCZYNSKI; TOTH,
2016; THOMAZ-SOCCOL et al., 2017; De BRITO et al.,, 2018). Varios peptideos de
diversas proteinas vem sendo utilizados para a formulagdo de vacinas contra
leishmaniose (De BRITO et al., 2018). Em estudo realizado por Costa et al. (2015),
peptideos obtidos por phage display foram testados como vacinas contra infecgao
experimental por L. infantum em camundongos Balb-C, utilizando saponina como
adjuvante. Pdde se observar o aumento na produgao de IFN-y e IL-12 além de diminui¢cao
da carga parasitaria nos animais imunizados com esses peptideos (COSTA et al., 2015)
Uma vacina baseada em trés peptideos derivados do terminal carboxila do antigeno de
superficie de promastigota (PSA) de L. amazonensis foi testada em fase pré-clinica em
caes, conferindo imunidade contra infeccdo experimental por L. infantum, aumentando a
producao de é6xido nitrico e a atividade anti-leishmania associada a produgao de IFN-y,
além de aumentar a producao de anticorpos IgG especificos (PETITDIDIER et al., 2019).

A primeira vacina de 22 geragao definida contra leishmaniose é a LEISH-F1 +

MPL-SE, composta de uma proteina de fusdo recombinante, envolvendo proteinas de L.
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major e L. braziliensis (LEISH-F1), junto com o adjuvante monofosforil lipidio e esqualeno
em emulsao estavel (MPL-SE) (REED et al., 2007). Esta vacina vem apresentando bons
resultados tanto em testes em animais, como em testes em humanos contra LC e LV,
além de apresentar potencial para ser utilizada como imunoterapico juntamente com o
tratamento convencional de LC e LM (MODABBER, 2010; DUTHIE et al., 2012).

Atualmente, a Leishtec®, baseada em proteina recombinante de amastigotas
(rA2) e saponina como adjuvante, € a uUnica vacina comercialmente disponivel para LVC
no Brasil (TESTASICCA et al., 2014; BRASIL, 2020b). Em estudo prospectivo realizado
por Fernandes et al. (2014), 92% dos caes imunizados com essa vacina permaneceram
saudaveis pelo periodo de 11 meses de observacdo. Ja em estudo de fase lll realizado no
interior de Minas Gerais foi observada uma eficiéncia de 80,8% dessa vacina e uma
reducdo de 46,6% na transmissao do parasito para os flebotomineos alimentados de caes
vacinados (REGINA-SILVA et al., 2016). Porém, em um estudo realizado em uma regi&o
de alta incidéncia de LVC no Espirito Santo, apesar dessa vacina conferir a diminuicdo na
incidéncia de novas infecgdes, ela ndo apresentou bons resultados na prevencdo do
desenvolvimento da doencga nos caes vacinados que acabaram se infectando durante o
periodo de dois anos em que o estudo foi realizado (GRIMALDI et al., 2017). Isso indica
que ainda € necessaria a otimizacao da eficiéncia dessa e de outras vacinas contra
leishmanioses.

Além disso, existem ainda as vacinas de terceira geragao, que sdo baseadas no
DNA codificador de proteinas do parasito ou do vetor (JAIN; JAIN, 2015). Pereira et al.
(2015) realizaram ensaios de imunizacdo em hamsters utilizando DNA de proteinas
ribossomais acidas e histonas nucleossomais de L. infantum. Ambos os antigenos foram
capazes de gerar imugenicidade, sendo que o primeiro deles foi capaz de induzir certa
protecao contra L. infantum (PEREIRA et al., 2015).

3.7 PHAGE DISPLAY

Phage Display é uma técnica biotecnologica na qual sequéncias de aminoacidos
exdégenos podem ser expressos no capsideo de um bacteriofago, os quais sao
selecionados através da ligagdo com anticorpos. O principio da técnica pode ser utilizado
para selecionar sequéncias de aminoacidos (peptideos) com potencial para serem
aplicadas como moléculas antigénicas (GRAY; BROWN, 2013; MOURA; ALVARENGA,;
THOMAZ-SOCCOL, 2017). Essa tecnologia foi descrita por George P. Smith (1985),

quando demonstrou a exibicdo de peptideos exdgenos no capsideo de fagos filamentosos
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pela fusdo da sequéncia genética de codificacdo do aminoacido de interesse ao gene Il
do fago. A variedade de peptideos que pode ser obtida através dessa técnica é utilizada
para compor bibliotecas de fagos, que podem ser utilizadas em processos chamados de
biopanning para selecao dos clones reagentes (WU et al., 2016). O grande potencial de
bibliotecas de peptideos de phage display esta relacionado com a capacidade de
identificar moléculas que mimetizam os epitopos de proteinas de interesse, que sao
denominados mimoétopos (GRAY; BROWN, 2013). Esses mimotopos possuem algumas
similaridades com os aminoacidos do epitopo original e sempre apresentam sequéncias
descontinuas, porém eles podem produzir resposta de anticorpos idéntica ou altamente
similar aquela provocada pelo epitopo nativo (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016; MOURA,;
ALVARENGA; THOMAZ-SOCCOL, 2017). O desenvolvimento de novos antigenos para
diagndstico ou reagentes preventivos (imunoterapicos ou imunoprotecdo) pode ser
realizado a partir da selecdo de peptideos de bibliotecas de phage display a fim de
identificar mimotopos especificos para uma doenga. A sele¢cdo dos fagos que expressam
esses mimotopos é feita utilizando amostras como soro de pacientes infectados com a
doenca (FOLGORI et al., 1994; WU et al., 2016).

Independente do propdsito da utilizagao dessa técnica, do formato utilizado e da
estratégia de triagem, a selecdo de moléculas por biopanning requer a utilizagdo de
alguns ciclos de selecao (BAZAN; CALKOSINSKI; GAMIAN, 2012). Esse processo
consiste na incubagao que permite a interacdo desses fagos com as moléculas alvo e a
remogao dos fagos néo especificos (MOURA; ALVARENGA; THOMAZ-SOCCOL, 2017).
Apos a eluigcdo das particulas com afinidade aos alvos, ocorre a amplificacdo desses
fagos, pela infeccdo de células hospedeiras, geralmente Escherichia coli com esses
fagos. Apdés a amplificagcdo, esses fagos sdo submetidos a novos ciclos de selegao, sao
realizados de trés a cinco ciclos para selecionar os clones de fagos especificos (BAZAN;
CALKOSINSKI; GAMIAN, 2012; GRAY; BROWN, 2013; MOURA; ALVARENGA;
THOMAZ-SOCCOL, 2017). A utilizagdo de mais de 5 ciclos pode favorecer a selegcao de
variantes de alta afinidade dentro da populagao viral, que acabam competindo com as de
menor afinidade pelo sitio de ligacado da molécula alvo, prejudicando a diversidade de
clones avaliada no estudo (COELHO et al., 2015).

Essa metodologia de selecao foi utilizada para analisar 724 clones de fagos, dos
quais 70 foram reconhecidos como reagentes para IgGs especificas contra
Mycobacterium leprae e, ao final do processo sete sequéncias de peptideos foram
patenteadas para uso em diagndstico e vacinas (ALBAN et al., 2013; ALBAN et al., 2014).

Essa técnica de selegao de peptideos também ja foi utilizada junto a soros de pacientes
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infectados com papiloma virus humano (HPV), sindrome respiratoria aguda grave (SARS)
e gripe aviaria (H5N1) entre outras (SANTAMARIA et al., 2001; LIU et al.,, 2004,
KHURANA et al., 2009). Portanto, apresenta-se como uma excelente plataforma para
busca de antigenos para diagnéstico ou como imunoterapicos.

Em estudos realizados por Toledo-Machado e colaboradores, foram utilizados
soros de caes infectados naturalmente com L. infantum para selecionar 12 clones dentre
198 testados frente a IgGs anti-L. infantum. Esses clones foram testados frente a 1gGs
anti-T. cruzi, como uma selecédo negativa a fim de eliminar as reagdes cruzadas. Ao total,
trés sequéncias foram sintetizadas e utilizadas em testes de diagndstico para LVC,
apresentando resultados de sensibilidade de 100% e especificidade acima de 97%
(TOLEDO-MACHADO et al., 2015a). Adicionalmente, uma das sequéncias foi testada
como vacina em experimentos de imunizagdo que indicaram diminuigdo acima de 98% na
carga parasitaria do animais infectados experimentalmente em comparagdo aos
resultados aos controles utilizando antigeno soluvel L. infantum e solugdo salina
(TOLEDO-MACHADO et al., 2015b).

Rhaiem e Houimel (2016) obtiveram seis sequéncias de peptideos ligantes a
forma promastigota de L. major obtidas a partir da técnica de phage display, visando a
utilizacao terapéutica dessas moléculas. Um dos peptideos obtidos foi capaz de inibir a
cinética de crescimento de L. major em ensaios in vitro e reduzir o desenvolvimento de
lesdes cutdneas em camundongos Balb C infectados experimentalmente em testes in vivo
apresentando uma taxa de protecao de 81,94% apos 13 semanas desde a infeccédo.

Ramos et al. (2017) utilizou soros de pacientes humanos na técnica de phage
display para selecionar peptideos com potencial para serem utilizados como vacinas
contra leishmaniose visceral. O estudo foi capaz de identificar dois peptideos que nos
ensaios de imunizagdo geraram uma resposta Th1 que se manteve apds o desafio dos
animais testados, além conter significativamente a infec¢do dos animais por L. infantum.

Em estudo realizado por Link et al. (2017) foram obtidos trés peptideos através da
técnica de phage-display, selecionados utilizando IgGs especificas anti-L. barziliensis
obtidas a partir de soros de pacientes de LC. Esses peptideos foram utilizados em
ensaios de imunizacdo em hamsters que, apds esses experimentos, passaram a
apresentar em seu soro anticorpos capazes de reconhecer proteinas de L. braziliensis.
Esses peptideos foram testados individualmente e em um mix como antigenos para
diagnodstico através da intradermorreacdo de Montenegro (Teste imunoldgico utilizado
para diagnostico de LC) em modelo animal, utilizando Cavia porcellus. Os peptideos

apresentaram melhores resultados nos testes do que o antigeno padrédo de Montenegro
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indicando que estes podem ser utilizados como substitutos ao antigeno padrao utilizado
(GUEDES et al., 2019).

3.8 PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

O oxido nitrico (NO) é a principal espécie reativa de nitrogénio produzida por
macrofafgos. A produgao se da pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Esta
enzima é ausente em macrofagos nao ativos, mas pode ser induzida em resposta a
produtos microbianos que ativam receptores do tipo Toll (TLR), especialmente quando
combinados ao IFN-y. A INOS catalisa a conversao de arginina a citrulina na presenga de
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenosina (NADPH), liberando o gas NO, de
difusado livre. NO pode se combinar com peréxido de hidrogénio ou superéxido, produtos
da peroxidase fagocitaria, produzindo radicais de peroxinitritos, que sdo altamente
reativos e causam a morte de microrganismos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,2012).

A indugdo da producdo de NO por IFN-y e TNF-a ja foi relatada como mediagao
no combate a infeccdo de macrofagos por L. major. Camundongos infectados com esse
parasito apresentaram significativa redugdo no desenvolvimento das lesdes, quando
essas foram tratadas com a injecao de IFN-y e TNF-a recombinantes, enquanto que a
acao terapéutica dessas citocinas era completamente inibida por um inibidor especifico da
sintese de 6xido nitrico (LIEW; LI; MILLOTT, 1990).

A producdo de NO mediada por iINOS desempenha um papel fundamental no
combate a infeccbes de parasitos intracelulares, como Leishmania spp., prevenindo sua
proliferagcdo (ASCENZI; BOCEDI; GRADONI, 2003). A inibicdo da produgao de NO, ou o
rompimento dos genes de iINOS faz com que os macréfagos percam a capacidade de
controle dos parasitos. Ratos resistentes a infecgdo por Leishmania spp. apresentaram
perda dessa resisténcia a infecgdo quando tratados com inibidores de NO (WEI et al.,
1995).

Um dos mecanismos de evasao do sistema imune por parte do parasito € a
inibicao da produgédo de NO pela ativagéo da proteina tirosina fosfatase SHP-1 e a sua
subsequente reagdo com moléculas envolvidas na produgdo de NO (SHIO et al., 2012).
Por esta razdo a dosagem da produgdo de oOxido nitrico vem sendo empregada na
avaliacdo de antigenos candidatos vacinais ou a novas drogas contra leishmanioses
(NOLETO et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada no presente estudo consiste na obtengdo das
imunoglobulinas especificas anti-L. amazonensis, que, por sua vez, sdo utilizadas para
realizar os ciclos de selegcdo dos fagos que expressam mimoétopos de proteinas de
Leishmania spp. Os fagos selecionados tém seu DNA sequenciado e traduzido nos
peptideos, que foram sintetizados quimicamente e entdo avaliados in silico (para indugao
de IFN-y e IL-4) e in vitro (para a indug¢ao da produgao de 6xido nitrico e sorodiagndstico
da LVC). Para melhor entendimento as principais etapas desenvolvidas no presente

estudo estdo descritas na FIGURA 8.

FIGURA 8 - PRINCIPAIS ETAPAS PARA A SELECAO E TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA DE
PEPTIDEOS MIMOTOPOS.
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FONTE: O autor (2020).

4.1 PRODUCAO DOS ANTIGENOS DE Leishmania amazonensis

Para realizar o teste ELISA e os ensaios de Western blotting, foram produzidos
antigenos a partir de culturas de promastigotas da cepa de L. amazonensis
(MHOM/BR/73/M2269) conforme metodologia descrita por Castro, Thomaz-Soccol e Agur

(2003). Essa cepa foi previamente caracterizada por isoenzimas e armazenada no
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criobanco da Universidade Federal do Parana (UFPR), Departamento de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia (DEBB) (THOMAZ-SOCCOL, 1993). Os parasitos foram
cultivados em meio Neal, Novy, Nicolle (NNN) bifasico, usando solu¢do salina estéril a
0,9% como fase liquida e incubagao a 24°C em estufa BOD. A cada cinco dias, as cepas
eram repicadas para novos tubos contendo meio de cultura. Apés a obtencdo de oito
tubos ricos em promastigotas, 0,5 mL do sobrenadante de cada tubo foram transferidos
para frascos de cultura de 100 mL contendo 15 mL de meio de cultivo RPMI estéril
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Rockville, Maryland, USA). Seguindo a multiplicagdo do parasito, as
promastigotas foram recuperadas por filtragdo com gaze esterilizada, seguida de
centrifugagcéo a 3.500 g por 10 min a 4°C. Foram realizadas trés lavagens com solugao
salina nas concentragdes 0,9; 0,3; 0,9% e uma lavagem com tampao fosfato (PBS 1X —
[NaCl]: 137 mM; [KCI]: 2,7 mM; [Na2HPO4]: 10 mM; [KH2PO4]: 1,8 mM), pH 7,2, para
eliminar qualquer remanescente de meio de cultura, lisar os eritrocitos e remover a
hemoglobina de coelho. Apds a ultima centrifugagéo, o pellet contendo os parasitos foi
ressuspendido em agua destilada esterilizada em um volume igual a metade do volume
do sedimento. Para o processo de rompimento dos protozoarios, primeiramente foram
realizados seis ciclos de congelamento rapido em nitrogénio liquido e descongelamento
por imersdo em banho maria a 37°C. Em seguida, os antigenos foram mantidos em banho
de gelo enquanto eram submetidos a ruptura por ultrassom (Sonoplus HD 2070, Bandelin,
Berlin, Germany) a 150 W por seis séries de 30 segundos e intervalos de 1 minuto. O
produto resultante foi centrifugado a 14.000 g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi
recuperado e filtrado em um sistema de esterilizacdo (membrana de 0,22 pm),
constituindo o antigeno soluvel (AS) de L. amazonensis. A dosagem de proteinas do AS
foi realizada utilizando o método de Lowry (1951). O conteudo produzido foi subdividido
em aliquotas, as quais foram armazenadas em tubos criogénicos a -20°C para uso nos

experimentos subsequentes.

4.2 AVALIACAO DO PERFIL ELETROFORETICO DO ANTIGENO SOLUVEL DE L.

amazonensis

A analise do perfil eletroforético do AS de L. amazonensis foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (LAEMMLI,
1970). Para isso, 20 pg do antigeno do parasito foram diluidos quatro vezes em tampéo

de amostra, na presenga de beta-mercaptoetanol como agente redutor, e aquecido a
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100°C por 5 min. Essa solugédo foi aplicada nos pogos do gel de poliacrilamida 15%
juntamente com o marcador de massa de 200 kDa. A corrida eletroforética ocorreu a 100
V em tampéo de corrida composto de Tris (0,025 M), glicina (0,2 M) e SDS 0,5%, pH 8,3.
Apoés a eletroforese, foi realizada a coloragdo com nitrato de prata. O gel foi
lavado com agua destilada por 5 min, fixado com metanol 50% por 20 min e lavado com
agua destilada por mais 10 min. Em seguida, o gel foi fixado com glutaraldeido 10% por
30 min, e entédo lavado quatro vezes com agua destilada por 10 min. As proteinas foram
coradas com solugdo de nitrato de prata 1% (m/v), hidroxido de sédio 0,19% e hidroxido
de amonio 3,5% (V/V). O gel foi corado por 20 min ao abrigo da luz e lavado duas vezes
com agua destilada por 5 min. Para a revelacdo da coloragdo do gel, o mesmo foi
incubado em solucdo contendo acido acético 0,025% e formaldeido 0,037% até a
observacado das bandas. A reagao foi interrompida adicionando-se a solugdo de parada,

composta por acido acético 1% durante 20 min.

4.3 INFECCAO DE CAMUNDONGOS BALB/C COM Leishmania amazonensis

A infeccdo experimental dos camundongos foi autorizada pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFPR descrita no protocolo n° 26/2012. Para a infecgao
experimental dos animais foi utilizada a cepa L. amazonensis MHOM/BR/73/M2269,
obtida junto ao departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da UFPR.
A cultura foi realizada em meio 199 em estufa a 24°C por sete dias. Para recuperacao
dos parasitos o conteudo da garrafa foi transferido para tubos falcon de 50 mL seguido de
centrifugagcédo a 3500 g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados 30 mL de salina (0,9%) ao precipitado. Apos a solubilizagdo, o material foi
centrifugado a 1500 g, por 10 min, a 4°C e desprezando-se o sobrenadante ao final. Em
seguida, o material foi ressuspendido em 1 mL de salina (0,9%) e realizada a contagem
em microscopio 6tico, em aumento de 400X.

Para a etapa de infecgédo, foram formados dois grupos de animais (controle
negativo e animais infectados), cada grupo contendo 10 animais. Primeiramente os
animais foram identificados, pesados e divididos em caixas com cinco animais cada (duas
caixas para cada grupo). Apés foi realizada a assepsia da orelha esquerda e pata
esquerda e foram inoculados 100 uL da suspensdo de parasitos (107 promastigotas no
total) ou salina (controle negativo) nos animais e em seguida foi pressionado o local da
inoculagdo por alguns segundos. Os animais foram monitorados semanalmente

avaliando-se o tamanho das lesdes durante 90 dias. Durante esse periodo foi realizada a
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coleta do soro dos animais a cada 15 dias. Apdés os experimentos, os animais foram

eutanasiados seguindo as recomendagdes CEUA.

4.4 SELEGCAO DE PRODUGAO DE ANTICORPOS EM ANIMAIS INFECTADOS.

Os soros dos animais infectados e controles negativos foram testados pelo
método ELISA para selecionar as amostras contendo anticorpos anti-L. amazonensis.
Para realizar este ensaio, foram utilizados anticorpos especificos anti-imunoglobulina G
(IgG) de Balb C conjugados com peroxidase na regido Fragmento Cristalizavel (Fc)
(codigo A0168 - Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) e cromogeno OPD (o-
Phenylenediamine, cédigo P6787, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA) em placas de
polipropileno com 96 pocgos (Costar, Cambridge, MA, USA).

Os testes foram conduzidos em triplicata, nas microplacas de 96 poc¢os, onde
cada poco foi revestido com 100 uL do AS, preparado previamente conforme o item 4.1,
(500 ng/pogo) em tampao de ligacédo (Na2COs 0,16%, NaHCO3 0,29% e pH 9,6) e as
placas foram incubadas overnight a 4°C. Seguindo essa etapa, a solugdo com o antigeno
foi descartada e as placas foram lavadas duas vezes com solugao de lavagem (NacCl
0,9% e Tween 20 (0,05%) para remover o antigeno nao ligado. O bloqueio dos espacos
nao ocupados pelo antigeno foi realizado adicionando-se 120 uL de solugdo de bloqueio
(caseina 2% em tampao PBS 1X, pH 7,4) em cada pog¢o e incubando as placas por 1 h a
37°C.

Apods a incubacao, as placas foram novamente lavadas duas vezes. Um total de
100 uL dos soros dos animais infectados experimentalmente, diluidos (1:100) em tampao
de incubacdo (caseina 0,25% e Tween 20 0,05% em tampdo PBS 1X pH 7,4) foram
adicionados aos pogos das placas, e as mesmas foram incubadas por 1 h a 37°C. Apds
realizar a lavagem das placas (4x), adicionou-se a cada pog¢o 100 uL de anticorpo anti IgG
de Balb C conjugado a peroxidase, diluido (1:10.000) em tampao de incubagao
incubando-as a 37°C por 1h. As placas foram lavadas novamente quatro vezes, e em
seguida adicionou-se 100 yL do cromégeno OPD (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA).
Apods incubagéo por 15 min ao abrigo da luz, a reacgéao foi interrompida adicionando-se 20
ML de solucdo de acido sulfurico 5%. A absorbancia da reacao foi detectada a 492 nm

com o auxilio de um espectofotdmetro.
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4.5 PRECIPITACAO DE IMUNOGLOBULINAS ANTI-LEISHMANIA COM SULFATO DE
AMONIO

Para realizar a purificacdo das IgGs anti-L. amazonensis dos soros colhidos dos
animais positivos, um pool de soros foi formado (500 uL de cada animal) e utilizado. Esse
conteudo foi centrifugado por 30 min, a 3.000 g, a 4°C. As imunoglobulinas obtidas do
sobrenadante foram precipitadas pela adicdo lenta de uma quantidade igual de solugao
saturada de sulfato de aménio, enquanto era resfriada em banho de gelo sob agitacao
branda, centrifugando-se entdo por 30 min, a 3.000 g e 4°C, como descrito por Harlow e
Lane (1988). O sobrenadante foi descartado e as imunoglobulinas presentes no
precipitado foram reconstituidas em tampao PBS 1X, pH 7,4, e dialisadas na mesma
solugéo para remover o sulfato de aménio (uma didlise overnight a 4°C e outra por 2 h a

temperatura ambiente).

4.6 SDS-PAGE PARA AVALIACAO DA PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS APOS
PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

A pureza e a massa molecular das imunoglobulinas, obtidas por precipitagcdo do
pool de soros por sulfato de aménio (item 4.5), foram avaliadas por SDS-PAGE como
descrito previamente (item 4.2), com algumas modificagbes descritas a seguir. A
eletroforese foi realizada usando um gel de poliacrilamida a 10% e as amostras foram
preparadas sob condi¢cdes redutoras e nao redutoras. Trés microgramas de proteina
foram aplicados em cada pogo do gel.

ApoOs a conclusdo da corrida eletroforética, os géis foram lavados com agua
destilada e corados com solugdo de Azul de Coomassie por 1h sob agitacdo branda em
agitador orbital (80 rpm), e entdo descorados em solugao descolorante, sob agitagcéo (80
rom) a temperatura ambiente. Ao final foi analisada a formacdo de bandas em

comparagao com o marcador de massa molecular de 200 kDa.

4.7 OBTENCAO DA SUBCLASSE DE IMUNOGLOBULINAS G

Para realizar as etapas de selegcao do procedimento de biopanning, as I1gG anti-L.
amazonensis de animais infectados foram obtidas por um processo de purificacdo de dois
estagios. Primeiramente as IgGs foram purificadas por cromatografia de afinidade em

agarose de proteina G, conforme a metodologia descrita por Harlow e Lane (1988),
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seguida de purificagdo usando antigenos transferidos para uma membrana de PVDF
(Fluoreto de polivinilideno - Millipore Corporation, Billerica, MD, USA).

A fragao do total de imunoglobulinas foi aplicada a coluna de proteina G-agarose
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) equilibrada com tampao fosfato de sédio 20
mM, pH 7,0. A coluna foi lavada com a mesma solucédo usada para equilibra-la, até que
nenhuma proteina fosse detectada no método de Bradford (1976). As IgGs foram eluidas
com tampéao de glicina 100 mM, NaCl 150 mM, pH 2,7, coletadas e neutralizadas com
tampéo Tris-HCI 1M, pH 9,0. As fragbes contendo as IgGs obtidas foram dialisadas com
tampéao PBS pH 7,4. A pureza e a massa molecular da solugéo de imunoglobulinas foram
avaliadas por SDS-PAGE.

4.8 OBTENGCAO DE IMUNOGLOBULINAS G ANTI- L. amazonensis

Para obter IgGs anti-L. amazonensis, os ASs de L. amazonensis foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidos para uma membrana de PVDF em
tampéao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 nM e metanol 20%) overnight a 24 V,
seguido por 1 h a 48 V. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada com Tween 20
(0,3%) em tampao PBS 1X pH 7,4 por 1 h sob agitagdo. Em seguida, a membrana foi
lavada com tampéo PBS-Tween 0,05% (PBST-0,05%) cinco vezes por 3 min e incubada
com as IgGs totais, obtidas previamente (item 4.7), diluidas em tampao PBST-0,05%.
Apéds 2 h de incubagdo, a membrana foi lavada com tampao PBST-0,05% cinco vezes por
5 min e os anticorpos foram eluidos pela adigcdo de tampao glicina 0,1 M e NaCl 0,15 M
pH 2,7, por 30 min sob agitagdo. A solu¢cdo de anticorpos eluidos foi recuperada,
neutralizada com Tris-HCI 1 M pH 9,0, e a concentracéo proteica foi avaliada pelo método
de Bradford.

A avaliacdo da reatividade das IgGs anti-L. amazonensis foi realizada por
Western blot. A eletroforese foi realizada com 40 yg do AS obtido anteriormente (item
4.1.) em gel de poliacrilamida 15%. Apos a corrida eletroforética, as proteinas do AS
foram transferidas para uma membrana de PVDF. A transferéncia, o bloqueio e as
lavagens da membrana ocorreram conforme descrito anteriormente. A membrana foi
incubada com as IgGs anti-L. amazonensis purificadas (40 pg/mL em tampéo PBS 1X pH
7,4) e utilizando o soro total dos animais infectados experimentalmente (diluicdo 1:50) por
2 h, e entdo submetida a uma lavagem com PBST-0,05%. A deteccao foi realizada por 1 h
a temperatura ambiente utilizando anti-IgG de Balb-C (especifico a porgao Fc) conjugado
a peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) diluido 1:5000 em tampéao PBST
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— 0,05%. Apds nova lavagem, a revelagao foi realizada com solugdo de 1 mg de 3,3'-
diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) em 1,5 mL de Tris 50 mM, NaCl 0,15 M pH 7,6,
e 1,2 uL de H202 30%. A reacao foi mantida até ser observado a visualizagado das bandas,

e entdo interrompida por lavagem com tampao PBS pH 7,4.

4.9 PHAGE DISPLAY: EXPRESSAO DE PEPTIDEO EM SUPERFICIE DE FAGO

Apos a obtengao dos anticorpos IgGs anti-L. amazonensis (ligantes IgG para AS
de L. amazonensis imobilizados em membrana apds western blot) oriundos dos soros dos
animais infectados, a técnica de phage display foi realizada como descrito por Villard et al.
(2003), com as seguintes modificagcdes. Inicialmente, dois imunotubos (Nunc, Roskilde,
Denmark) foram revestidos com 10 ug de proteina G (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI,
USA) diluida em solugao salina Tris tamponada (TBS; Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5)
e incubados sob agitacdo overnight a 4°C. Subsequentemente, os imunotubos foram
lavados duas vezes com tampao de lavagem (TBS-T 0,05%), bloqueados com Albumina
de Soro Bovino (BSA) 3% em TBS-T 0,05% por 1 h a 37°C e lavados novamente. Cada
um dos imunotubos foi submetido a um passo distinto na técnica de phage display
(FIGURA 9). No Imunotubo 1, 5 x 102 fagos de quatro bibliotecas de peptideos diferentes
(LX4, LX8, X8CX8, X15), obtidos junto ao Dr. J. Scott (Simon Fraser University, Canada),
foram adicionados, e incubados overnight a 4°C. No Imunotubo 2, 5 pg de IgGs
especificas diluidas em TBS foram adicionadas e incubadas overnight a 4°C. Apds o
periodo de incubacéo, o sobrenadante do Imunotubo 2 foi descartado e o sobrenadante
do Imunotubo 1 foi adicionado ao Imunotubo 2, que ent&o foi incubado overnight por 4°C.
Quatro pannings foram realizados; para a primeira etapa, anticorpos especificos anti-L.
amazonensis foram utilizados na concentragdo de 5 pg/mL, enquanto que para a

segunda, terceira e quarta etapas foram utilizados, respectivamente, 2,5, 1,5 e 1 yg/mL.
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FIGURA 9 - ETAPA INICIAL DA TECNICA DE PHAGE DISPLAY.
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FONTE: Adaptado de LINK, 2017.

O sobrenadante do remanescente no imunotubo (tubo 2) foi descartado e o
imunotubo foi lavado com TBST-0,05% para remover qualquer fago que nao tenha se
ligado. Subsequentemente, os fagos ligados foram eluidos com solugéo de glicina (0,1 M,
pH 2,2) e BSA 1 mg/mL. O eluato foi transferido para um microtubo e imediatamente
neutralizado com Tris-HCI (2 M, pH 9,0).

Para amplificar os fagos, o eluato contendo os fagos foi adicionado a 10 mL de
uma cultura em crescimento exponencial de Escherichia coli células K91 (absorbancia a
550 nm = 1,9) em meio Luria-Bertani (LB). O conteudo foi incubado por 10 min a 37°C e,
em seguida, adicionado a 100 mL de meio LB contendo 0,2 ug/mL de tetraciclina. Apés 30
min de indugdo a 225 rpm, a concentragao de tetraciclina foi ajustada para 20 pg/mL. O
crescimento bacteriano ocorreu overnight a 37°C sob agitacéo a 225 rpm.

A cultura bacteriana foi centrifugada por 20 min, a 5.000 g e 4°C, e os fagos foram
purificados do sobrenadante por precipitacdo em solugdo de 20% de polietileno glicol
8000 (PEG 8000) em NaCl 2,5 M. A suspensao foi centrifugada por 40 min, a 12.000 g e
4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampao TBS.
Subsequentemente, a solugao foi transferida para microtubos e centrifugada a 14.500 g,
por 15 min a 4°C, para remover os potenciais detritos celulares. Os fagos obtidos foram

utilizados nos proximos ciclos de selecao ou armazenados a -20°C. Nas etapas restantes,
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2 x 10" fagos amplificados do ciclo anterior foram incubados com IgG anti-L.

amazonensis.

4.10 REATIVIDADE DOS CONJUNTOS DE FAGOS A CADA ETAPA DE SELEGCAO POR
TESTE ELISA

Apo6s o ciclo final de selecao, a reatividade dos conjuntos de fagos de cada uma
das quatro etapas de selecéo, foi avaliada pela técnica ELISA sanduiche, como descrito
por Link et al. (2017), utilizando as IgGs especificas anti-L. amazonensis obtidas pela
metodologia descrita no item 4.8 (FIGURA 10). Uma placa de 96 pocos (Costar,
Cambridge, MA, USA) foi revestida com 0,5 ug/mL de anticorpos anti-fagos (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MI, USA) em 100 mM de NaHCOs (pH 8,6) e incubada overnight a
4°C. Os pogos foram lavados duas vezes com solugdo de lavagem (0,9% de NaCl e
0,05% de Tween 20). O bloqueio dos sitios livres foi realizado usando uma solugéo de
caseina 2% em PBS pH 7,4 por 1 h a 37°C. Cada pogo recebeu 10° fagos diluidos em
tampao de incubagdo. A placa foi incubada por 1 h a 37°C, lavada quatro vezes e
incubada por 1h a 37°C com IgGs anti-L. amazonensis (10 pg/pogo). A detecgdo da

reacgao foi realizada como descrito no item 4.4.

FIGURA 10 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO TESTE ELISA PARA AVALIAR A
IMUNOREATIVIDADE DOS CICLOS DE SELECAO.
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4.11 TRIAGEM DOS CLONES DE FAGOS
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Para identificar os clones dos fagos capazes de ligar com anticorpos de animais
infectados com L. amazonensis, colbnias do ciclo de selecdo mais imunorreativo foram
coletadas aleatoriamente e cultivadas overnight a 37°C em placas de cultura de 96 pogos
de poliestireno (BIOFIL®) em meio LB contendo 20 ug/mL de tetraciclina. As placas foram
centrifugadas por 20 min, a 1.600 g e 4°C, e o sobrenadante da placa de cultivo contendo
os fagos foi utilizado diretamente no teste ELISA sanduiche, como descrito no item 4.10.
Cada clone de fago foi testado com soros de animais positivos para a infeccao
experimental, com as seguintes modificagdes: em cada pogo, 50 yL do sobrenadante da
cultura de cada fago foi adicionado a 50 yL de tamp&o de bloqueio. Os clones foram
selecionados usando o pool de soro de alta absorbéancia (obtidos a partir das coletas de
soro dos dias 75 e 90 apds a infecgao) testado por ELISA com AS de L. amazonensis. O
pool de soros foi utilizado na diluigdo 1:100. Como controle negativo, foi utilizado o
sobrenadante da cultura de E. coli K91 (FIGURA 11).

FIGURA 11 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO TESTE ELISA PARA SELECAO DOS FAGOS.

Substrato e
~ Cromoégeno

Anticorpo de
revelaqao/ \

Soro de animais com
absorbancia

Sobrenadante de cultura é‘”
contendo os Fagos

\‘(/ Anti-fagos

FONTE: O autor (2020).

4.12 OBTENCAO DA SEQUENCIA DOS PEPTIDEOS

Os clones mais reativos (com absorbancia pelo menos duas vezes maior que o
controle negativo) foram selecionados para sequenciamento do DNA e subsequente
identificacdo da sequéncia de aminoacidos. Para isso, os clones de fagos amplificados
em E. coli foram submetidos a extracdo do DNA usando o QlAprep Spin M13 Kit (Qiagen,

Hilden, Germany), seguindo as instru¢des do fabricante. A sequéncia dos peptideos dos
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clones dos fagos foi determinada pelo método BigDye Terminator v3.1 kit (Applied
Biosystems, Calofornia, USA) usando o primer reverso 5'-GCT GCA TCT TTT AGC AGC-
3 '. As sequéncias dos peptideos obtidas foram analisadas por sua similaridade a outras

sequéncias ja registradas na plataforma GenBank.

4.13 SINTESE DOS PEPTIDEOS

A sintese de peptideos foi realizada de acordo com o protocolo padrao
(MERRIFIELD, 1969) utilizando cloroformiato de 9-fluorenilmetila (Fmoc) como fase sdlida
quimica com um sintetizador peptidico automatizado ResPep SL (Intavis Bioanalytical
Instruments, Nattermannallee, Germany) segundo Alban (2011). A massa dos peptideos
foi confirmada por espectrometria de massa utilizando um instrumento de MALDI-
TOF/TOF Autoflex (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) e software FlexAnalysis (Bruker

Daltonics, Bremen, Germany).

4.14 ANALISE IN SILICO DOS PEPTIDEOS MIMOTOPOS OBTIDOS

Os peptideos obtidos por sintese quimica tiveram suas sequéncias avaliadas por
testes in silico utilizando duas ferramentas diferentes. Ambas as ferramentas foram
desenvolvidas por Dhanda et al. (2013a; 2013b). A primeira foi usada para avaliar o
potencial de cada peptideo na inducéo de IFN-y (IFNepitope). O software utilizado parte
de um banco de dados do Immune Epitope Database (IEDB), no qual os ligantes de MHC
de classe |l testados para indugcao de IFN-y sdo classificados em indutores e nao
indutores. Baseando-se nessa classificacdo, essa ferramenta realiza uma predi¢cao de
quais peptideos da biblioteca submetida a analise sao indutores de IFN-y, levando em
conta a composicdo de aminoacidos e o comprimento das sequéncias.

A segunda ferramenta foi usada para avaliar o potencial de cada peptideo na
inducao de IL-4 (usando o software IL4Pred). Semelhante a metodologia para a predigao
de epitopos indutores de IFN-y, o software utilizado para a predi¢ao de epitopos indutores
de IL-4 também parte de um banco de dados do IEDB, com sequéncias de 8 a 15
aminodacidos classificadas em positivas ou negativas para indugdo de IL-4. Sao
analisadas a composicdo de aminoacidos, de dipeptideos e propriedades fisico-quimicas,
para realizar a predicdo de quais dos epitopos apresentam potencial para a indugao de IL-
4.
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A analise das sequéncias de peptideos, tanto para o potencial indutor de IFN-y
como o potencial indutor de IL-4, foi realizada utilizando a ferramenta Support Vector

Machine (SVM) para uma abordagem de Machine Learning.

4.15 AVALIACAO DA INDUCAO DE OXIDO NiTRICO

A inducao da producao de 6xido nitrico foi medida pela dosagem de nitrito, que é
um produto mais estavel da degradagao por oxidagado do oxido nitrico. A dosagem de
nitrito foi realizada segundo metodologia proposta por Green et al. (1982). Esse método
de analise relaciona a concentragdo de NO2- com a absorbancia a 550 nm.

Para realizagcdo da dosagem de espécies reativas de oxigénio, foram plaqueados
100 pL de uma suspensao de macréfagos (linhagem Raw 264.7) na concentragéo de 10°
células/mL, em meio RPMI suplementado com L-glutamina 2 mM, glucose 4,5 g/L,
bicarbonato de sodio 2 g/L, acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazina-1-illetanosulfonico
(HEPES) 6,25 mM, soro fetal bovino (SFB) 10 %, estreptavidina 50 pyg/mL e penincilina
100 U/mL em placas de 24 pogos (BIOFIL®) e incubados a 37°C em atmosfera de 5% de
CO2 por 30 min.

Apods o periodo de adesao dos macréfagos a placa, 25 ug de cada peptideo,
diluidos em 300 yL de meio RPMI suplementado, foram adicionados individualmente. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata para cada peptideo. Como controle positivo
da reacgao, foi utilizado lipopolissacarideo bacteriano (LPS) na concentragdo de 100
ng/mL. O controle negativo consistiu apenas dos macréfagos sem nenhum tratamento. As
placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 durante intervalos de 48 e 72
h.

Ao final de cada intervalo, o sobrenadante de cada poco foi coletado e misturado
em placas de 96 pogos na propor¢cao 1:1 com o reagente de Griess, que consiste na
mistura de volumes iguais de duas solu¢des (A e B). A solugdo A é formada por
naftiletilenodiamino 0,1% (m/v) diluido em acido orto-fosférico 0,5%. A solugéo B é
formada por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (m/v) diluido em acido orto-fosférico 0,5%.
A reacao ocorreu por 10 min, e entao foi realizada a leitura da absorbancia a 550 nm em
leitor de placa.

A fim de relacionar as medidas de absorbancia com a concentragao de nitrito no
sobrenadante do meio de cultivo, foi realizada uma curva de calibracao, utilizando nitrito

de sddio como padrao. A curva foi feita variando concentragdes de 0 a 100 uM de nitrito
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de sddio. A reagdo com o reagente de Griess, e a leitura se deram como descrito
anteriormente.

A analise estatistica da producdo de NO foi realizada por ANOVA seguida pelo
teste de multiplas comparagdes de Dunnett, utilizando o GraphPad Prism version 8.2.0

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com).

4.16 TESTE IMUNOENSAIO (ELISA)

Os peptideos foram submetidos como antigenos em testes de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) contra pool de soros de animais positivos e negativos para LVC.
Para a realizacao destes testes, foram classificados como positivos, soros de animais que
apresentavam resultados positivos para testes de cultura do parasito, teste
imunocromatografico e ELISA utilizando a proteina recombinante LbK39 estudada por
nosso grupo de pesquisa (De SOUZA et al., 2019). Os soros dos animais negativos foram
obtidos junto ao centro de controle de zoonoses (CCZ) de uma regido nao endémica para
LVC. A coleta dos soros dos caes sua utilizagao nesta etapa foi aprovada pelo CEUA da
UFPR (protocolo n° 44/2014).

Inicialmente, os testes foram feitos utilizando os peptideos na concentragao de
62,5 ng/pogco. Os soros positivos e negativos foram utilizados como pools de trés
amostras, cada um na diluicdo de 1:100. Os testes foram realizados como descrito no
item 4.4, utilizando antigeno soluvel de L. infantum na concentragcdo de 1 pg/pocgo
(produzido pelo Laboratorio de Biologia Molecular  do DEBB na
UFPR MHOM/FR/71/LEM75) como controle. A detecgao foi feita com anticorpos anti-IgG
canina conjugado a peroxidase na regido Fc (cédigo SAB3700109 - Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA) e OPD como cromdgeno.

Posteriormente, foram selecionados os peptideos que apresentaram os melhores
resultados no teste anterior e entao, foi realizada a padronizagao destes peptideos para o
teste ELISA frente a soros de animais positivos e negativos para LVC. A padronizagao foi
feita a partir de um planejamento experimental variando a concentragéo de peptideos em
cada pogo (de 6,25 ng/pogo a 100 ng/pogo), a diluigdo de soro (de 1:100 a 1:400), e a
diluicdo do anticorpo secundario anti-IlgG canina (de 1:2500 a 1:7500). A analise
estatistica da padronizacao foi realizada utilizando o Minitab® Statistical Software, para
identificar as melhores condigdes de uso dos peptideos.

Os resultados obtidos na padronizacdo de antigeno, soro e conjugado foram

utilizados para avaliar a sensibilidade e a especificidade de cada peptideo padronizado,
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testando-os frente a soros de 50 animais positivos e 50 animais negativos para LVC. As
medidas das absorbancias foram analisadas pelo MedCalc Statistical Software versao

16.4.3 (MedCalc Software bv, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2016).
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5 RESULTADOS
5.1 ANTIGENOS

O método de dosagem de proteinas (LOWRY, 1951) determinou a concentragéo
de 3,38 mg/mL de antigeno de L. amazonensis. As proteinas foram aliquotadas e
armazenadas (-80°-C) para os experimentos subsequentes.

O perfil eletroforético do AS de L. amazonensis foi obtido em um gel de
poliacrilamida 15% sob condigdes redutoras corado com nitrato de prata (FIGURA 12). O

extrato do antigeno apresentou bandas entre 15 e 100 kDa.

FIGURA 12 - SDS-PAGE DOS ANTIGENOS SOLUVEIS DE L. amazonensis.
KDa MM La
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: Colunas: 1- Padrao de massa molecular; 2- L. amazonensis. Vinte microgramas de proteina foram
aplicados em cada canaleta do gel de poliacrilamida a 15% corado por nitrato de prata.

5.2 INFECCAO DOS ANIMAIS COM Leishmania amazonensis

Todos os camundongos Balb C infectados com L. amazonensis mostraram lesées
ulceradas (FIGURA 13 A) ou nodulares (FIGURA 13 B) ap6s 90 dias da infeccao
experimental. Os soros dos animais foram coletados com intervalos de 15 dias (seis

coletas ao todo) e ao término do experimento, os animais foram anestesiados e

eutanasiados.
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FIGURA 13 - CAMUNDONGOS BALB C APRESENTANDO LESOES CARACTERISTICAS DE

FONTE: O autor (2020).

5.3 IMUNOGLOBULINAS G PURIFICADAS DE ANIMAIS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE

Os soros dos animais nao infectados foram avaliados por ELISA e apresentaram
absorbancia, em um comprimento de onda de 492 nm, variando de 0,051 a 0,064. O valor
do cutoff foi estabelecido pela média aritmética acrescida de trés vezes o desvio padrao,
sendo igual a 0,063. A TABELA 1, a seguir, apresenta as médias das absorbancias dos

soros dos animais infectados obtidas a cada coleta.

TABELA 1 - MEDIA DAS ABSORBANCIAS DOS SOROS DOS ANIMAIS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE A CADA COLETA.

Absorbancia a 492 nm

Dias apés a infecgao

Infectados Controle negativo
15 0,0877 0,0530
30 0,0997 0,0530
45 0,1690 0,0570
60 0,2830 0,0530
75 0,3443 0,0550
90 0,4230 0,0530

FONTE: O autor (2020).

Os soros dos animais infectados coletados nos intervalos de 75 dias apds a
infeccdo e 90 dias (por apresentar as maiores médias de absorbancias) apos a infecgao
foram utilizados para formar um pool de aproximadamente 10 mL para realizar a
precipitagdo das imunoglobulinas e purificagao da IgGs.

Tanto a obtengdo das imunoglobulinas totais por precipitagcdo por sulfato de
amoénio, quanto a subsequente obtengdo das IgGs por cromatografia de afinidade a
proteina G foram avaliadas em um gel de SDS e o resultado pode ser observado na

FIGURA 14. A eletroforese em SDS-PAGE sob condi¢cbes redutoras e nao redutoras,
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utilizando marcador de massa de 200 kDa (MM), mostraram a presenca de uma banda de
albumina no precipitado total de imunoglobulinas do soro (faixa 1). Albumina possui um
peso molecular de aproximadamente 60 kDa. Ja na faixa 2 (IgGs purificadas por
cromatografia de afinidade a proteina G), observa-se auséncia dessa molécula, indicando
0 sucesso da etapa de cromatografia de afinidade para a obtengcdo da subclasse de
imunoglobulinas G purificada. A faixa 3 apresenta as IgGs purificadas em condicoes
redutoras, que acabam causando a desnaturacdo das imunoglobulinas separando a
cadeia leve da cadeia pesada, como pode se observar a presenca de duas bandas na
coluna.
FIGURA 14 - SDS-PAGE DO TOTAL DE IgGS DE CAMUNDONGOS BALB C INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE COM L. amazonensis E PURIFICADOS POR SULFATO DE AMONIO E

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE.

- AR, 9. B
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: Colunas: MM, padrao de massa molecular; 1, IgGs totais precipitadas por sulfato de ambnio em
condi¢des nao redutoras; 2 IgGs totais purificadas por cromatografia de afinidade em condi¢cbes ndo
redutoras; 3, IgGs totais purificadas por cromatografia de afinidade em condi¢des redutoras. Trés
microgramas de proteina foram aplicados em cada pogo do gel de poliacrilamida 10% corado com Azul de
Coomassie.

5.4 IMUNOGLOBULINAS G ANTI-Leishmania amazonensis

Na selecado das IgGs especificas anti-L. amazonensis avaliadas pela técnica de
western blot (FIGURA 15) foi observada reatividade tanto dos soros dos animais
infectados (coluna 1) quanto das IgGs especificas obtidas no item 4.8 contra as proteinas

do AS de L. amazonensis.
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FIGURA 15 - REATIVIDADE DAS IgGS ANTI-L. amazonensis DE BALB C INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CONTRA ANTIGENO DE L. amazonensis.
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FONTE: O autor (2020).
NOTA: Marcador de peso molecular (coluna MM). Soro de animais positivos diluicdo 1:50 (coluna 1)
e 40 pg/mL de IgGs especificas anti-L.amazonensis (coluna 2) obtidas a partir de Balb-C infectados
experimentalmente reagindo com as proteinas do AS de L. amazonensis transferidas para a membrana.

e -

5.5 PHAGE DISPLAY

O numero de fagos eluidos foi sempre menor que a quantidade incubada, visto
que os fagos com maior afinidade aos anticorpos imobilizados no tubo se ligam a esses
anticorpos pela interacdo especifica dessas moléculas (TABELA 2). Um aumento na
quantidade de fagos obtidos apds cada ciclo pode ser observado, o que representa um
aumento na quantidade total de fagos especificos. Esses resultados indicaram que

selecdo dos fagos reativos a anticorpos anti-Leishmania ocorreu com sucesso.

TABELA 2 - ENTRADA E SAIDA DOS FAGOS OBTIDOS POR BIOPANNING USANDO PHAGE DISPLAY
COM ANTICORPOS ANTIGENO ESPECIFICOS.

Ciclos de Entrada de Saida de % de fagos
Selegéao fagos fagos ligados (x 10-?)
(UFC) (UFC)
1 2.9. 10" 3.6.10° 0.012
2 2.0. 10" 3.8.107 1.900
3 2.0. 10" 6.6.107 3.300
4 2.0. 10" 9.8.107 4.900

FONTE: O autor (2020).
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A avaliagédo da reatividade de cada ciclo de selecdo do phage display por ELISA
apresentou aumento progressivo na intensidade da reagédo do primeiro até o quarto ciclo
de selecao (FIGURA 16).

FIGURA 16 - REACAO ANTIGENO ANTICORPO POR TESTE ELISA, MOSTRANDO O AUMENTO DA
REATIVIDADE EM CADA CICLO DE SELECAO.

Absorbancia em 492 nm

Controle |

Ciclos de selecao

FONTE: O autor (2020).

NOTA: Uma placa de ELISA foi sensibilizada com 5 ug/mL de anti-fago e incubada com fagos (10°/poco)
dos ciclos de selegao I, Il, 1, IV. Depois, anticorpos anti- L. amazonensis foram adicionados. A detecg¢ado da
reagéao foi feita com anticorpos anti-Balb C especificos a por¢do Fc de IgGs conjugados com peroxidase e
OPD como cromdégeno

5.6 SELECAO DOS CLONES

As coldnias oriundas da amplificagado dos fagos do quarto ciclo de selegéo foram
cultivadas em meio LB em placas de 96 pocos. Cada clone foi testado por ELISA usando
o sobrenadante da cultura e o soro de dos animais com absorbancia coletados nos dias
75 e 90 apos a infecgdo experimental; portanto, 512 clones foram testados. Dentre esses,
120 foram reativos para o soro de animais infectados experimentalmente com L.
amazonensis. Na FIGURA 17, temos a visualizacdo de uma das placas testadas, onde o

A1 representa o controle negativo, e o B11 e B12 representam os controles positivos.
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FIGURA 17 - TESTE ELISA PARA SELEGAO DOS FAGOS REAGENTES CONTRA SOROS DE ANIMAIS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CONTENDO ANTICORPOS ANTI- Leishmania.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Iillllﬂlll.&l
ZIZTE

FONTE: O autor (2020).
NOTA: O teste ELISA foi realizado com pool de soros de todos os animais positivos na diluicdo de 1:100 e
conjugado na diluicdo de 1:10.000. O pogo A1 representa o soro controle negativo e os pogos B11 e 12, 0
controle positivo. Os pogos circulados correspondem aos peptideos selecionados neste estudo (ver segao
resultados).

5.7 SEQUENCIA DOS PEPTIDEOS

Apos a extracdo do DNA dos fagos, eles foram sequenciados e foram obtidas 4

sequéncias de peptideos diferentes (TABELA 3).

TABELA 3 - SEQUENCIAS DOS PEPTIDEOS OBTIDOS POR PHAGE DISPLAY.
N° Sequéncia dos Peptideos
1 TCHPMetDDPQSCY
2 ACYEVHPFDRCP
3 QCSPYSPWGQCA
4 YCPWGYCAQ

FONTE: O autor (2020).

Essas sequéncias foram comparadas com outras depositadas no GenBank para
verificar a homologia com proteinas de Leishmania spp. Esses resultados estéao
apresentados nas TABELAS de 4 a 7 a seguir, onde:

e Descricao — Breve descricdo da sequéncia.
e Max Score — escore maximo resultante do pareamento de um segmento
do peptideo e da proteina.

e Total Score — escore resultante da soma de todos os segmentos pareados.
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e Query Cover — Porcentagem da sequéncia submetida que é coberta pelo
programa.
e E Value — Parametro de confianca.

e Percentual de Identidade - Identidade maxima coberta por um segmento
alinhado.

TABELA 4 - HOMOLOGIA DE PROTEINAS DE Leishmania spp. EM RELACAO AO PEPTIDEO 1.

Descricio Max Total Query E Percentual de A
¢ Score Score Cover value Identidade cesso
serine/threonine-protein
kinase-like protein
[Leishmania mexicana 23.5 23.5 75% 6.4 61.54% XP_003875255.1
MHOM/GT/2001/U1103]
ATP-NAD kinase-like
protein [Leishmania major 22.7 36.1 75% 13 53.85% XP_001680816.1

strain Friedlin]

. L. . XP_010703370.1
Putative protein kinase-like =

X ; ; 21.8 21.8 83% 26 58.33% CCM20015.1
protein [Leishmania spp.] ° 0 XP 0015690691

hypothetical protein,

conserved [Leishmania 21.8 21.8 41% 26 100.00% GET90164.1
tarentolae)

FONTE: O autor (2020).

TABELA 5 - HOMOLOGIA DE PROTEINAS DE Leishmania spp. EM RELACAO AO PEPTIDEO 2.

Descricio Max Total Query E Percentual de A
¢ Score Score Cover value Identidade cesso
XP_001562566.1
XP_001680972.1
putative vacuolar-type ieooot
Ca2+-ATPase 23.5 23.5 66% 6.4 75.00% SYZ63033.1
[Leishmania Spp.] XP_010704078.1

TPP45285.1
XP_003858511.1
XP_003392226.1

FONTE: O autor (2020).

TABELA 6 - HOMOLOGIA DE PROTEINAS DE Leishmania spp. EM RELAGAO AO PEPTIDEO 3.

(continua)
Descricio Max Total Query E Percentual de A
¢ Score Score Cover value Identidade cesso
conserved hypothetical
protein [Leishmania
mexicana 24.8 24.8 100% 2.2 64.29% XP_003872452.1
MHOM/GT/2001/U1103]
conserved hypothetical
protein [Leishmania 218 218 66% 26 58.33% XP_001564924.1
braziliensis

MHOM/BR/75/M2904]
hypothetical protein

LPMP_220040 21.8 218 66% 26 58.33% XP_010699006.1
[Leishmania

panamensis]
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TABELA — 6 HOMOLOGIA DE PROTEINAS DE Leishmania spp. EM RELACAO AO PEPTIDEO 3.
(concluséo)

Max Total Query E Percentual

Score Score  Cover value de Identidade Acesso

Descrigao

hypothetical protein,
conserved [Leishmania 21.8 21.8 66% 26 58.33% CCM15541.1
guyanensis]

hypothetical_protein
[Leishmania braziliensis 21.8 21.8 66% 26 58.33% SYZ65830.1
MHOM/BR/75/M2904]

hypothetical protein
LPMP_231230
[Leishmania
panamensis]

21.8 21.8 66% 26 75.00% XP_010699280.1

conserved hypothetical
protein [Leishmania
braziliensis
MHOM/BR/75/M2904]

21.8 21.8 66% 26 75.00% XP_001565191.1

hypothetical_protein
[Leishmania braziliensis 21.8 21.8 66% 26 75.00% SYZ66099.1
MHOM/BR/75/M2904]

hypothetical protein,
unknown function
[Leishmania infantum
JPCM5]

21.8 33.9 91% 26 61.54% XP_001463227 .1

hypothetical_protein_co
nserved [Leishmania 21.8 33.9 91% 26 61.54% VDZ42152.1
donovani]

FONTE: O autor (2020).

TABELA 7 - HOMOLOGIA DE PROTEINAS DE Leishmania spp. EM RELACAO AQ PEPTIDEO 4.

Descricio Max Total Query E Percentual de Acesso
¢ Score Score Cover value Identidade
CCM18716.1
GET92017.1
hypothetical protein, xpv%gggigéy 1
conserved [Leishmania 20.6 20.6 50% 32 100.00% XP_001468318.1
spp.] XP_001568054.2

XP_001686021.1
SUZ45284.1

hypothetical protein
CGC20_10105 20.6 20.6 50% 32 100.00% TPP55427 .1
[Leishmania donovani]

hypothetical protein
CGC21_37290 20.6 20.6 50% 32 100.00% TPP53607.1
[Leishmania donovani]

hypothetical protein
LPMP_332710
[Leishmania
panamensis]

20.6 20.6 50% 32 100.00% XP_010702362.1

hypothetical protein
LdCL_330034400 20.6 20.6 50% 32 100.00% AYU82255.1
[Leishmania donovani]

hypothetical protein
BN143_0200820
[Leishmania
guyanensis]

20.6 20.6 50% 32 100.00% CCM35918.1

FONTE: O autor (2020).
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Os peptideos de 1 a 4 foram sintetizados com a adicdo de uma sequéncia de
duas lisinas e uma glicina (KKG) para auxiliar na hidrofilicidade dos peptideos e
solubilizagcédo. Os peptideos sintetizados foram encaminhados para as analises in silico e

in vitro.

5.8 ANALISE IN SILICO DOS PEPTIDEOS PARA AVALIAR A RESPOSTA IMUNE

5.8.1 Predicao dos epitopos indutores de IFN-y.

A analise realizada pela ferramenta IFNepitope, desenvolvida por Dhanda e
colaboradores (2013a), mostrou que o peptideo 2 apresenta potencial para a indugao de
IFN-y (TABELA 8).

TABELA 8 - PREDICAO DE PEPTIDEOS INDUTORES DE IFN-y.

Identificagao Peptideo Resultado Score
P1 KKGTCHPMDDPQSCY  Nao Indutor -0,41387864
P2 KKGACYEVHPFDRCP Indutor 0,017618051
P3 KKGQCSPYSPWGQCA N&o Indutor -0,23853361
P4 KKGYCPWGYCQ N&o Indutor -0,033047619

FONTE: O autor (2020).

5.8.2 Predicao de epitopos indutores de IL-4.

A andlise realizada pela ferramenta IL4Pred (DHANDA et al., 2013b) forneceu os

resultados apresentados na TABELA 9.

TABELA 9 - PREDICAO DE PEPTIDEOS INDUTORES DE IL-4.

N° Peptideo Resultado  Score
1 KKGTCHPMDDPQSCY  Né&o indutor 0,13
2 KKGACYEVHPFDRCP Indutor 0,29
3 KKGQCSPYSPWGQCA Indutor 0,29
4 KKGYCPWGYCQ Indutor 0.28

FONTE: O autor (2020).

5.9 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

A producao de 6xido nitrico, foi obtida pela dosagem de nitrito no sobrenadante
do meio de cultivo, relacionando a absorbancia 550 nm com a concentracao de nitrito

através da equagao da reta obtida pela curva de calibragao (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - CURVA DE CALIBRAGAO.
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FONTE: O autor (2020).

Os resultados da analise da produgao de 6xido nitrico no intervalo de 48 he 72 h
estao apresentados nas FIGURAS 19 e 20 e TABELAS 10 e 11.

FIGURA 19 - DOSAGEM DE NITRITO (48 h).
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FONTE: O autor (2020).

TABELA 10 - QUANTIDADE DE NITRITO PRODUZIDA PELAS CELULAS APOS 48h DE INDUGAO.

Amostra Quantidade de Nitrito (umol/10° células)
P1 7,14x104
P2 5,73x10°3

P3 1,70x103



P4 1,29x10*4
LPS (C+) 2,37x102
Meio de Cultivo (C-) 1,63x103

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 20 - DOSAGEM DE NITRITO (72 h).
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FONTE: O autor (2020).

TABELA 11 - QUANTIDADE DE NITRITO PRODUZIDA PELAS CELULAS APOS 72h DE INDUGAO.

Amostra Quantidade de Nitrito (umol/10° células)
P1 3,71x10°3
P2 9,05x103
P3 3,31x10°3
P4 3,85x10*
LPS (C+) 3,18x10?
Meio de Cultivo (C-) 1,85x103

FONTE: O autor (2020).

Tanto no intervalo de tempo 48 h como no de 72 h, para um intervalo de
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confianca de 95%, as células tratadas com o peptideo 2 apresentaram diferenca

significativa em sua produgéo de 6xido nitrico em relagéo ao controle negativo.

5.10 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Os quatro peptideos foram testados por ELISA para avaliar a sua capacidade de

reconhecer soros de animais positivos e negativos para LVC. A FIGURA 21 apresenta o

grafico dos resultados dos testes de ELISA para os quatro peptideos em comparagédo com

o antigeno de L. infantum utilizado como controle.
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FIGURA 21 - TESTE ELISA PARA AVALIAR A CAPACIDADE DE DIFERENCIAGCAO ENTRE SOROS
POSITIVOS E NEGATIVOS
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FONTE: O autor (2020).

Para identificar quais peptideos apresentaram melhores resultados na
diferenciagao dos soros positivos e negativos, foi feita uma escala de pontuagao de 0 até
1, denominada ELISA score. Esta escala de pontuacdo consiste na razdo entre a
diferenca das absorbancias dos soros positivos e negativos e a absorbancia dos soros
positivos, como mostrado a seguir, para cada peptideo utilizado como antigeno, incluindo

o antigeno de L. infantum utilizado como controle.

Absorbancia pool positivo — Absorbancia pool negativo
ELISA score =

(Absorbancia pool positivo)

Os resultados do score obtidos no teste ELISA para cada um dos peptideos
mostrou uma variagao de 0,593 a 0,658 (TABELA 12).

TABELA 12 - ELISA SCORE

Antigeno ELISA score
P1 0,658
P2 0,636
P3 0,593
P4 0,596
Li 0,846

FONTE: O autor (2020).

Os peptideos P1 e P2 apresentaram os melhores resultados e foram
padronizados para sua utilizagdo em ELISA através de um planejamento experimental

utilizando o Minitab® Statistical Software. A partir da analise dos resultados do grafico de
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Pareto dos efeitos padronizados e do comportamento da absorbancia em funcédo da
variacéo dos fatores desse planejamento (FIGURAS 22 e 23), as condi¢des de uso foram
padronizadas de modo a obter a maior diferenca entre as absorbancias dos soros

positivos e negativos indicada nas figuras pelo Y predito.

FIGURA 22 - RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA O PEPTIDEO 1.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados

7 e Informagédes do Experimento
Termos com barras mais longas exercem maior influéncia sobre Resposta. S P

Experimento base 3 favores, 8 ensaios
C Fator Norr!e Réplicas 3
B : [SAnugena] Pontos centrais 12
oro
BC c Conjugado Pontos Axiais 6
cC - Total de ensaios 40
AA Blocos 4
AB Configuragdes Ideais dos Fatores Y Predito
a: [Antigena) 100 0,324509
Soro 100
AC Conjugado 2500

6 10 20 30
DefinigGes e Sensibilidade para a Solugdo Ideal
As linhas azuis mostram as configuracdes ideais. As linhas pretas mostram o Y predito em configuracdes diferentes.

[Antigeno] Soro - Conjugado
1 1 1
03 K i
1 1 !
AN E i
0z ] l
ANk i
] 1 1
01+ . 1 1 . L1
o P AR P P 2P ‘9@ o® «®

Principais solugdes alternativas

A B C Y Predito
625 100 2500 0343504
53125 250 2500 0249256
6.25 400 2500 0210746
100 400 2500 0187174
53125 100 5000 0173126

FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 23 - RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA O PEPTIDEO 2.
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A modelagem feita, a partir dos resultados do planejamento experimental, indicou
que as condicdes ideais para de uso para o P1 resultava em um Y predito muito
semelhante ao valor obtido por uma das solugdes alternativas. Porém, esta solugao
alternativa indicava a utilizacdo de uma concentracdo de antigeno consideravelmente
menor em comparagao a condi¢ao ideal apresentada. Sendo assim, optou-se por utilizar
as condic¢odes indicadas pela solugao alternativa que resultava nos maiores valores para o
Y predito. Ja a modelagem feita para o P2 apresentou um Y predito para as condi¢des
ideais visivelmente destacado em comparacao as solugdes alternativas. As configuragoes
padronizadas para ambos os peptideos foram 6,25 ng de peptideo por pogo, diluigdo de
soro 1:100 e diluicdo de conjugado 1:2500.

Essas foram as condigdes utilizadas para realizar os testes de sensibilidade e
especificidade dos peptideos, utilizando soros de 50 animais positivos (oriundos de zona
endémica de LV) e 50 animais negativos para LVC (vindos da Regidao Metropolitana de
Curitiba, area nao endémica).

A avaliagdo segundo MedCalc do P1, em uma populacdo apresentou
sensibilidade de 92% e especificidade de 76%, com area abaixo da curva igual a 0,860. O

indice Youden, que mede o desempenho de um teste diagnostico variando seus
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resultados de 0 a 1 (sendo 1 o ideal), foi igual a 0,68 para um cutoff de 0,168 (FIGURA
24). Ja o P2 apresentou sensibilidade de 84% e especificidade de 62%, com area abaixo

da curva igual a 0,759 e indice Youden igual a 0,460 para um cutoff de 0,149 (FIGURA
25).

FIGURA 24 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO P1 PARA LVC.
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FONTE: O autor (2020).

FIGURA 25 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO P2 PARA LVC.
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6 DISCUSSAO

A analise dos resultados obtidos demonstram que a técnica de phage display para
a obtencao dos peptideos mimotopos de proteinas de Leishmania spp. foi bem sucedida.
Foi possivel selecionar quatro diferentes sequéncias de aminoacidos, expressas pelos
clones de fagos, que foram reconhecidas por anticorpos especificos anti-L. amazonensis.
Além disso, as sequéncias obtidas apresentaram potencial para serem usadas como
antigenos para a diferenciagao entre soros positivos e negativos em testes diagnosticos
para LVC e potencial para indugdo da ativagdo da resposta celular em cultura de
macrofagos.

A purificacdo das IgGs obtidas, a partir dos soros dos animais infectados
experimentalmente, foi comprovada por meio da técnica SDS-PAGE. Essas proteinas
foram obtidas utilizando a técnica de precipitagao com sulfato de aménio, conhecida como
salting out, que consiste na diminuigdo da solubilidade de uma proteina conforme o
aumento da forga ibnica de uma solugao altamente carregada, que pode ser usada para
IgGs de varias espécies de animais (HEIDE; SCHWICK, 1978; DUONG-LY; GABELLI,
2014). As IgGs foram purificadas por cromatografia de afinidade a proteina G, que é
derivada de alguns grupos de Streptococcus e possui alta afinidade com a porg¢ao Fc de
IgGs (PAGE; THORPE, 2002). A selecdo das IgGs especificas contra antigenos de
Leishmania foi realizada através da ligacao especifica entre essas proteinas e o AS de L.
amazonensis em membrana de PVDF. Essa selecdo representa uma etapa importante
para o prosseguimento com a técnica de phage display, tendo em vista a selegdo de
epitopos especificos contra Leishmania spp. A especificidade das IgGs obtidas foi
constatada pela técnica de western blot, que reagiu ao produto final da purificagdo contra
AS de L. amazonensis.

Gracas a técnica ELISA, foi possivel observar o aumento da reatividade das
particulas virais diante das IgGs especificas apds cada ciclo de selecao da etapa de
phage display. Adicionalmente, o fato da quantidade de fagos eluida apds cada ciclo ser
maior que a anterior € indicativo do aumento da quantidade de fagos especificos. Depois
da amplificacéo dos fagos e avaliagao da reatividade e das sequéncias, quatro peptideos
foram sintetizados e analisados in silico e in vitro.

Todos os peptideos apresentavam similaridades a diferentes proteinas de
diferentes espécies de Leishmania. Porém, uma analise mais completa da homologia é
consideravelmente mais complexa pelo fato dos peptideos obtidos por phage display

serem mimotopos conformacionais, o que acaba dificultando o alinhamento das
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sequéncias. Exigindo, portanto, uma analise das estruturas tridimensionais das proteinas
para realizar a identificagdo mais exata de quais proteinas sdo mimetizadas.

Os peptideos obtidos neste trabalho tiveram suas sequéncias analisadas in silico
para avaliar seu potencial na inducao da producao de IFN-y e IL-4, citocinas que estido
relacionadas a resposta imune mediada por Th1 e Th2 respectivamente. Visto que o
estimulo de uma resposta Th1 em detrimento da resposta Th2 é muito importante para o
combate da infeccdo por Leishmania spp. (BARBIERI, 2006; JAIN; JAIN, 2015). Uma
vacina baseada no antigeno de L. braziliensis, utilizando saponina como adjuvante e
associada a antigenos de saliva de Lu. longipalpis, descrita como capaz de induzir uma
resposta imune robusta por conferir reducédo da carga parasitaria em cées infectados,
induz uma resposta imune prodominantemente do tipo Th1 com altos niveis de IFN-y,
TNF-a e IL-12 e baixos niveis de IL-4 e TGF- apdés o desafio com L. infantum
(RESENDE et al., 2016). Em estudo realizado por Giunchetti et al. (2019) observou-se
que essas duas citocinas, IFN-y e IL-4, estdo entre os principais biomarcadores utilizados
para avaliar vacinas quanto a imunogenicidade e protegao contra LVC. Sendo que a
protecdo esta relacionada com altos niveis de IFN-y e niveis reduzidos de IL-4
(GIUNCHETTI et al., 2019). A sequéncia do P2, foi a unica dentre as quatro sequéncias
submetidas a avaliagdo predita como indutora de IFN-y. Indicando que essa sequéncia
possui potencial para estimular e desencadear uma resposta imune celular. O P2 também
foi predito como indutor de IL-4, juntamente com o P3 e o P4 indicando que o P2
apresenta caracteristicas em sua composi¢ao comuns tanto a epitopos indutores de IFN-y
quanto de IL-4, o que acaba evidenciando a necessidade de avaliar mais profundamente
o papel dessa molécula na modulagao da resposta celular por meio de testes in vitro e in
Vivo.

A avaliagdo da indugédo da produgédo de oxido nitrico por meio da dosagem de
NOz2 indicou que as células estimuladas com o P2 produziram 3,5 vezes mais NO do que
o controle negativo, que consistia em macrofagos sem estimulo, no intervalo de 48 h de
cultivo. Em comparacao, indugao da producao de NO mostrou-se superior no intervalo de
72 h de cultivo, indicando uma quantidade de NO produzida 5 vezes maior do que os
niveis basais representados pelo controle negativo. Os peptideos P1 e P3 também
apresentaram aumento em relacdo aos niveis basais no intervalo de 72 h de cultivo.
Porém, esses valores nao apresentaram diferenga significativa no intervalo de confianca
de 95%. Os resultados obtidos mostram que o P2 foi capaz de induzir a ativagéo da
resposta celular no meio de cultivo, sendo assim uma molécula promissora para estudos

de imunogenicidade em animais.



69

Essa analise € muito utilizada para avaliar a ativacdo da resposta imune celular
por alguma molécula em estudos para a formulagdo vacinas ou tratamento da
leishmaniose. Kangusso-Marcolino e colaboradores (2015) avaliaram os efeitos de quatro
diferentes polissacarideos quanto a sua atividade anti-Leishmania. No estudo, trés desses
polissacarideos promoveram um aumento na produgao de 6xido nitrico variando de 71%
a 110% em comparagao aos niveis basais. Esses resultados apontam que essas
moléculas exercem atividade anti-Leishmania, e portando seriam promissoras para o
tratamento da leishmaniose. Qureshi et al. (2019), estudando o papel da proteina
fosfatase 1 de Leishmania donovani (LdPP1) na imunomodulagcdo em macrofagos
humanos, identificaram o aumento na producdo de 6xido nitrico em células estimuladas
por essa proteina. Indicando o potencial dessa proteina para a ativagao celular e protegao
contra a infecgdo. Em estudo realizado por Nan, Bang e Shin. (2009) foi possivel observar
o potencial anti-inflamatorio da indolicidina e outros peptideos analogos, visto que essas
moléculas suprimiram a producado de NO em células de macrofagos murinos estimuladas
com LPS.

Nos testes ELISA utilizando pool de soros de caes positivos e negativos para
LVC, os peptideos P1 e P2 apresentaram os melhores resultados na diferenciagao entre
0s soros positivos e negativos apresentando uma pontuagéo no ELISA score de 0,658 e
0,636 respectivamente. O planejamento experimental, visando otimizar o desempenho
dessas moléculas no diagnéstico por ELISA, determinou as condi¢des ideais para a
concentragéo de antigeno (6,25 ng/po¢o), diluigdo do soro (1:100) e diluicdo do conjugado
(1:2500) a serem usadas nos testes para ambos os peptideos.

Quando avaliado frente a soros de 50 caes soropositivos para LVC e 50 caes
soronegativos o P1 apresentou sensibilidade de 92% e especificidade de 76%, indicando
que o peptideo apresenta boa capacidade em reconhecer soros de animais positivos para
a doencga. Contudo seu valor de especificidade necessita ser otimizado, o que pode ser
realizado através da utilizacdo desse peptideo em um mix com outros peptideos ou na
composigcado de uma proteina de quimera. O P2 apresentou sensibilidade e especificidade
de 84% e 62% respectivamente, no entanto, apresentou melhor resposta para a
imunidade celular.

Vaérios estudos tém sido desenvolvidos para o diagnostico de leishmaniose por
ELISA utilizando proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos. Em trabalho realizado
por nosso grupo de pesquisa, Link e colaboradores (2017) obtiveram trés peptideos a
partir de phage display com anticorpos de pacientes infectados com L. braziliensis. Esses

peptideos foram testados individualmente e em um mix quanto ao seu potencial
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imunogénico em experimentos de imunizagcdo de hamsters e quanto a sua utilizagdo em
sorodiagnosticos. O mix dos peptideos e o P1 apresentaram sensibilidade de 79% e 72%
respectivamente e especificidade variando de 78% a 100% no diagndstico de LC. Salles
et al. (2017) utilizaram a técnica de phage display em trés etapas. As duas primeiras
realizando uma selegéo negativa dos fagos ligantes a IgGs de individuos saudaveis e de
pacientes com doenga de Chagas. E por fim uma sele¢do positiva dos fagos ligantes a
lgGs de pacientes com LV. Apds os ciclos de selegao, oito clones foram selecionados e
utilizados no sorodiagndstico de LV, apresentando alta sensibilidade e especificidade
frente a um painel de soros humanos. Chavez-Fumagalli et al. (2013) publicaram um
estudo onde trés peptideos sintéticos baseados em epitopos de células B apresentaram
sensibilidade e especificidade acima de 75% e 90% respectivamente. Testes utilizando a
proteina miristoilada pequena 3 (SMP-3) e um peptideo sintético baseado em um epitopo
linear da SMP-3 apresentaram sensibilidade e especificidade acima de 90% tanto para
LVC quanto para LTA (SALLES et al., 2019).

Em trabalho desenvolvido por De SOUZA et al. (2019), uma proteina
recombinante baseada em um gene relacionado a cinesina de L. braziliensis (Lbk39) foi
produzida em L. tarentolae. Essa proteina foi testada por ELISA frente a soros de 74
pacientes humanos de LC e 11 pacientes humanos de LV. Os resultados obtidos nos
testes ELISA de sensibilidade e especificidade foram de 88% e 98% respectivamente
para LC, e 100% de sensibilidade e especificidade para LV. Além disso, essa proteina
quando testada como antigeno para o diagnostico de LVC, frente a 78 soros de animais
positivos e 75 negativos, apresentou o6timos resultados de sensibilidade (100%) e
especificidade (96,1%), enquanto o antigeno soluvel de L. amazonensis apresentou
sensibilidade de 98,1% e especificidade de 86,9% (PEREIRA et al., 2020, no prelo).

Na TABELA 13, é apresentada uma comparagao dos resultados de sensibilidade
e especificidade entre os testes envolvendo os peptideos aqui avaliados e outros testes

utilizados para o sorodiagnéstico de LVC.
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TABELA 13 - COMPARAQAO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE ENTRE DIFERENTES ESTUDOS
ENVOLVENDO O DIAGNOSTICO DE LVC.

Teste Sensibilidade Especificidade Estudo Observagoes
Presente
ELISA P1 92% 76% Estudo -
Presente
0 (o) -
ELISA P2 84% 62% Estudo
DPP 47% 96% GRIMALDI et Anlr'nalsl gem
al., 2012 sinais clinicos
RIBEIRO et al.
o) 0 ’ -
DPP 97,9% 93,6% 2019
SCHUBAH et
_ 0 _ 0 -
DPP 87,5 —-88% 73,3-69,2% al. 2014
Kalazar Detect 79.6% 95,7% RIBEIRO etal., .
2019
RIBEIRO et al.
0, ’ -
ALERE 73,6% 97.8 2019
ELISArK39 e o SANTAREM et
LinTXNPx 8r.1 96,3 - 99% al., 2010 -

FONTE: O autor (2020).

E possivel observar que o peptideo P1 apresenta boa sensibilidade, quando
comparado a outros testes como o teste rapido DPP®, que apresenta diferentes valores
para sensibilidade e especificidade em diferentes estudos (GRIMALDI et al., 2012;
SCHUBAH et al., 2014; RIBEIRO et al., 2019); Kalazar Detect™, ALERE® (RIBEIRO et
al., 2019) e testes ELISA utilizando uma proteina recombinante de L. infantum e a rK39
(SANTAREM et al., 2010). Além disso o P1 apresenta resultados de especificidade
superiores aos descritos por Schubah et al. (2014) avaliando o teste DPP. Através dessa
comparacgao, pode-se observar que o P1 apresenta potencial para ser utilizado em testes

de triagem para diagnostico da LVC.
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7 CONCLUSAO

A obtencao de peptideos mimétopos de proteinas de Leishmania spp. através da
técnica de phage display foi bem sucedida.

Dentre os peptideos sintetizados, o P1 apresentou os melhores resultados na
diferenciacdo entre soros de caes positivos e negativos para LVC. Os resultados dos
testes de sensibilidade e especificidade indicaram que o P1 apresenta boa capacidade de
diagnosticar corretamente soros positivos para LVC, porém a acuracia do diagnéstico de
soros negativos ainda necessita de otimizagao. Propbe-se a utilizagdo desse peptideo em
um mix com outros peptideos ou em uma proteina de fusdo a fim de aumentar a
sensibilidade e a especificidade. Além disso, os quatro peptideos ainda necessitam ser
avaliados quanto a sua utilizagdo no diagnéstico de LC e LV humana.

O P2 apresentou bons resultados na ativacédo da resposta celular pela inducéo da
producdo de Oxido nitrico. Indicando potencial para a utilizagdo desse peptideo na
formulacado de vacinas contra leishmaniose. Em estudos subsequentes recomenda-se a
formulacéo desse peptideo em uma proteina carreadora para testes vacinais in vivo a fim
de elucidar sua capacidade de estimular uma resposta imune celular e gerar protegao

contra leishmaniose.
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