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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) causada pelo pardséishmania chagas € uma doenca
severa que ocorre em seres humanos sendo prevalantérios paises, inclusive no Brasil.
Trata-se da forma com maior potencial de letalid&te cdes sdo importantes reservatérios do
parasito, portanto o diagnostico canino é essepeara os programas de vigilancia da LV. Neste
trabalho é relatado a expresséo, o isolamento @ificacdo de dois antigenos recombinantes
protéicos deLeishmania chagasi, Lc9 e Lcl3, produzidos er&scherichia coli visando um
imuno-ensaio para o diagnostico desta enfermidédeialmente, os plasmideos decoli
contendo os gens inseridos e relacionados a amslfasteinas foram analisados por eletroforese
de agarose. A proteina Lc9, por conter um marcaidoiseis histidinas, foi purificada por
cromatografia de metal imobilizado (Ni) seguido mpoomatografia de exclusdo e peneiracao
molecular em Superdex 200. A Lcl13 foi purificadamsnte, por cromatografia de perfusao de
troca anionica em Poros HQ. As preparacdes pratigdaficadas tiveram suas homogeneidades
verificadas por eletroforese desnaturante (SDS-PA&alizacdo isoelétrica western blot.

Um pl estimado de 6,43 e de 6,42 foi observado pa@ e Lcl3, respectivamente. A
determinacédo de peso molecular (PM) feita por SB&#10% indicou valores de 44000 (Lc9)
e 88000 (Lc13), enquanto por cromatografia de e&de filtracdo molecular em Superdex 200,
os valores estimados foram de 550.000 (Lc9) e P82(Dc13). Estes valores estimados de PM
sugerem que ambas macromoléculas apresentam-seueestado nativo na forma multimérica,
sendo ambas constituidas por cadeias polipeptidiéasicas. As diferentes deteccdes protéicas
depois do SDS-PAGE de Lc9 e Lcl3 purificadasstraram que a principal banda imuno-
revelada corresponde a principal banda reveladaaccoomassie brilliant blue R-350 por igual
metodologia. Concluindo-se entdo que ambas comegpo ao principal antigeno presente em
cada uma das duas preparacgOes protéicas (Lc9 ¢ puafiicadas. Para o desenvolvimento de
um ELISA indireto, relacionado ao diagnéstico darteniose visceral canina, os antigenos, Lc9
e Lcl3 e o conjugado IgG — peroxidase tiveram ias$ade concentracdes selecionadas para uso
no referido ensaio sorologico. Segundo a mesma dokigia, 0 antigeno Lc9 apresentou
melhores resultados que o antigeno Lc13 (Lc9: biidside 100%; especificidade 95% e Lc13:
sensibilidade 96%; especificidade 92%). Os resataobtidos propdem o uso das proteinas
recombinantes Lc9 e Lcl3, principalmente a primamam imuno-ensaio baseado em ELISA
para o aperfeicoamento do diagnostico da leishrsanio
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ABSTRACT

The visceral leishmaniasis (VL) caused bsgishmania chagas is a relevant human
disease prevalent in many countries, including Br&his form has the greatest potential for
lethality. Dogs are important reservoir of the garm thus diagnosis of canine infections is
essential for VL surveillance programs. This woskrelated to the expression, isolation and
purification of two recombinant protein antigend_efshmania chagasi, Lc9 and Lc13, produced
in Escherichia coli aiming a diagnostic illness immune assay. Inifjathe E. coli plasmids
containing the inserted genes related to both pretevere analyzed in agarose gel
electrophoresis. The protein Lc9 containing a hep#ipge histidine tag was purified by
immobilized metal (Ni) affinity chromatography folled by sieving exclusion chromatography
in Superdex 200. The Lcl3 was only purified by aniexchange perfusion column
chromatography onto Poros HQ. The purified protereparations had their homogeneities
ascertained by denaturing gel electrophoresis (BRGE), isoelectric focusing andesgtern
blot. Estimated pl of 6.43 and 6.42 were observed for &o@ Lcl3, respectively. Molecular
weights (MW) determined by SDS-PAGE-10% showed eslof 44000 (Lc9) and 88000 (Lc13),
while values of 550000 (Lc9) and 282000 (Lc13),avebtained by Superdex- 200 gel filtration.
These estimated MW values suggested that both madecules in native state are multimeric
proteins being formed by identical polypeptide akaiDifferent protein detections after SDS-
PAGE of purified Lc9 and Lc13 showed that the majemune-revealed band correspond to the
major coomassie brilliant blue R-350 revealed bag&dsit concluded that both correspond to the
main antigen present in each purified protein pragoan (Lc9 and Lc13). For the development of
an indirect ELISA for canine visceral leismaniodiagnosis the antigens Lc9 and Lc13 as well
IgG-peroxidase conjugate suitable concentrationsewselected for the use in the related
serologic assay. According to mentioned serologisslay the antigen Lc9 gave better results
than the antigen Lcl3 (Lc9: sensitivity 100%; speity 95% and Lcl3: sensitivity 96%;
specificity 92%). These results suggest the udec8fand Lc13 antigens, preferably the former,
in immune assays based on ELISA for the improveroktite leismaniasis diagnostic.



1 - INTRODUCAO
1.1- Historico

A primeira descrigdo das leishmanioses pode sbuata a Russel, que em 1756 relatou
um caso de um paciente na Turquia com lesdo cutdmea, sugestiva da doenca. Em 1885,
Cunningham observou a presenca de microorganismos&erial de biopsia de lesdo de um
paciente com botdo do Oriente, como era chamadeeacd no Oriente médio. Em 1903,
Leishman, na india, identificou o parasito no bdeam paciente. Neste mesmo ano, Ross criou
0 génerd_eishmania, e Wright classificou combeishmania tropica o agente etioldgico do botéo
do Oriente (Donovan, 1903; Grevelink e Lerner, 996

Considerando-se a doenca no novo mundo (Américhhiterse que a leishmaniose
tegumentar (LT) seja uma doenca autéctone do emBnamericano. Ceramicas da era pré-
colombiana, datadas de 400-900 a.C cuja fabricégidatribuida aos huacos, um povo que
habitou a regido hoje relacionada ao Equador e, Beraumente, mostram figuras de pessoas
apresentando mutilagfes similares as causadasfqggala mucosa e mucocutédnea da doenca.
Além disso, historiadores espanhdis, ja na épocalelscobrimento”, relataram o acometimento
de lesBes faciais em amerindios locais (Pessoa).198

No Brasil, em 1855, Cerqueira observou a existédeidesdes cutaneas, idéntica ao
botdo-de-Biskra. Na Itélia, em 1895, Breda desereveloenca em italianos que, retornavam de
Sé&o Paulo. Em 1908, a doenca atingiu gravemendeadede Sdo Paulo, ganhando nhomes como:
Ulcera de Bauru, ferida brava, Ulcera do noroestee outras denominacdes. No entanto, seu
agente etiolégico era desconhecido, até que, erf, l98denberg noticiou a descoberta do
parasito da Ulcera de Bauru, que ele identificaa@o mesmo agente responsavel pelo botédo do
oriente. Em 1911, Gaspar Vianna propds o nomleetsamania (Leishmania) braziliensis, para o
agente etiologico da leishmaniose do novo mundasiderando que este, fosse diferente da
Leishmania (Leishmania) tropica, agente etiolégico do botdo do Oriente (Pessoa, 1982
Cimermam, 2002) Em 1923, Rabelo criou o termo leishmaniose teguaneatnericana,
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denominacao que abrange as formas cutaneas e mutzodaenca (Cimermam, 2002; Grevelink
e Lerner, 1996).

A forma visceral se confundia no passado com sutteencas endémicas e de
apresentacéo clinica semelhante, como a malariadl I3, Leishman identificou no bago de um
soldado inglés que morrera de febre Dum-Dum naajngiroximo de Calcutd, certos
microrganismos que considerou tripanossomas; algueses mais tarde, Donovan analisando
uma amostra de puncdo esplénica de uma criancaredes-os como novos agentes. As
caracteristicas mais relevantes observadas do onjzmoismo, nos cortes histologicos, eram o
ndcleo e uma estrutura em forma de bastdo, chaciadiplasto. O termo “kala-azar” (febre
negra) foi aplicado por médicos indianos a uma asalbenca que mais tarde passou a ser
denominada como leishmaniose visceral (LV), queasacterizava por debilidade geral, acessos
de febre irregulares e repetitivos, além de anesenera anemia severa, atrofia muscular, entre
outras manifestagdes clinicas. A relacdo entrdazaae o parasito foi estabelecido por Ross em
1903, que o denominou dleishmania donovani (Donovan, 1903; Pessoa, 1982).

Em 1913, Migone diagnosticou no Paraguai o primeaso humano autéctone das
Américas. Tratava-se de um paciente que havianadorao seu pais apoés trabalhar no Brasil na
construcdo da estrada de ferro Sdo Paulo — Cor(lmab#&on e Shaw, 1992 e Cimermam, 2002).
No Brasil, o primeiro caso diagnosticado com vidiaélatado por Evandro Chagas, em 1936. No
ano seguinte Chagas denominou o parasitb.@de) donovani chagasi. Nas décadas de 50 e 60
do século passado, estudos clinicos e teraupéutmoecaram a ser feitos e o casal Deane
mostrou que a doenca era uma zoonose (Cimerm#&).20

Segundo Lainson e Shaw (1992), existem duas hgstesbre a origem da leishmaniose
visceral americana (LVA). A primeira, sugere qupanasito responsavel,la (L.) chagasi, seja
autoctone da Ameérica, onde primeiramente, parasitaanideos selvagens e sé mais
recentemente, comecou a infectar homens e céesstionsé A segunda hipotese considera que a
LVA seja causada pela.(L.) infantum que teria sido trazida para a América, nos tem@ss p
colombianos, pelos imigrantes europeus ou por sdes infectados. O reconhecimento da
transmiss&o da leishmaniose por insetos do gétieebotomus foi descrito pela primeira vez em
1905 por Sergent e Sergent (Pessoa, 1982).

A acdo curativa do tartaro emético foi descrital&¥h2 por Gaspar Vianna e, até hoje, a
base desse medicamento é utilizada no tratameatizidamanioses (Pessoa, 1982). No final dos
anos 40, os antimbnios pentavalentes, como o ghitmnato de sodio (Pentostan ou

Pentamidina) e o antimoniato de N-methyl glucanilacantine) comecaram a ser empregados,
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no combate a esta enfermidade, como também o @itdianfotericina B, este no caso, para

pacientes com contra-indicagao do uso de antin®(fay, 1998).

1.2- Epidemiologia

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estima queisismanioses ocorram em 88 paises
distribuidos em quatro continentes, onde a maicdémcia € observada em regifes tropicais e
subtropicais (Figura 1.1). Desse total, 90% do®<agorrem em oito paises: Brasil, Bolivia,
Peru, Ird, india, Siria, Afeganistdo e Arabia Styd: em alguns paises africanos (WHO, 2006).
Dentre os 88 paises endémicos, setenta e doisosdmerados paises “em desenvolvimento” e
treze figuram na lista dos menos desenvolvi@esca del2 milhdes de pessoas no mundo estdo
infectadas e ha um total de 350 milhées de indoddiob risco de contrair a infeccdo, que esta
classificada pela OMS entre as seis maiores endemimanas devido a sua alta incidéncia e
capacidade de produzir deformagdes (Zaverucha,, Zaf@ijo e Carvalho, 2003).

Estima-se que anualmente ocorram 2 milhfes de noasss, embora somente 600.000
sejam relatados oficialmente e que cerca de 60®@@dtes por ano sejam devidas as
leishmanioses (WHO, 2006). No sul da Europa a fe=géio com o HIV agrava ainda mais a
situacdo da LV. Neste continente, de 25 a 70% desscde LV em adultos, estdo relacionados
com a infecgdo por HIV (WHO, 2002). No Brasil, onmgro de novos casos de LT saltou de
21.800 casos em 1998 para 40.000 casos em 2002AEAN002).

Distribuicdo da leishmaniose cutanea no mundo Distribuicéo da leishmaniose visceral no mundo
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Figura 1.1: Mapa das areas endémicas para as kmstees. Em vermelho estdo as areas atingidas pela
leishmaniose. Font&/HO, 2007.
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A LV era considerada uma endemia de areas rurdisepo muito frequente na regido
nordeste do Brasil, onde as populacdes rurais @smmais atingidas por esta doenca. Nao
obstante, a mesma estivesse em fase de francaiaati@m e expansdo para outras regides,
incluindo a periferia de alguns centros urbanoseat@o considerada ndo endémicas. A LV,
sozinha, promove o0 aparecimento de aproximadanQe€)00 novos individuos doentes por
ano em todo o mundo (FUNASA, 2002; Desjeux, 2004tidterio da Saude, 2005).

Entre os 27 estados brasileiros, cerca de 19 jatragm casos da doenca. No periodo de
1990 a 2005, a taxa de incidéncia de LV para o pai®u entre 1 a 3 casos por 100 mil
habitantes. Os valores sdo mais elevados paragi®eseNorte e Nordeste, mas a doenca
encontra-se em expansao nas regides Centro-OSsideste e na regido Sul um pequeno namero
de casos comecam a surgir (Tabela 1.1). Com relagdmimero absoluto de casos, a regiao
Nordeste contribuiu com quase 90% dos casos raggdraté o ano de 2000. Essa participacao

tem se reduzido na década atual, chegando a 5620@sn(Ministério da Saude, 2006).

Tabela 1.1: Taxa de incidéncia de leishmanioseexéségpor 100 mil habitantes), por ano e por

regides brasileiras, 1990 a 2005.

Regibes 1990 1993 1996 1999 2002 2005
Norte 0,4 0,8 1,2 3,1 2,4 4,2
Nordeste 4 5,5 6,5 6,4 2,9 3,8
Sudeste 0,4 0,1 0,2 0,3 0,6 0,8
Sul 0 0 0 0 0,01 0,01
Centro-Oeste 0,2 0,2 0,1 0,8 1,7 1,9

Fonte: Ministério da saude/IBGE, 2006.

Alguns acontecimentos s&8o responsaveis pela expatesddoenca em grandes cidades
brasileiras. Um deles, certamente, é o desmatandengoandes zonas florestais no perimetro das
médias e grandes metrépoles, devido ao crescimabiEno mal planejado. Em decorréncia
disso, ocorre o deslocamento do agente etiolégicn eetor (flebotominio), assim como a
aproximacao de animais silvestres reservatorios gsircercanias da cidade, contribuindo para a
expansao da leishmaniose canina e humana (FUNAE®, Cortadat al., 2004).

Outros fatores de risco que ampliam o problemaasd@esnutricdo, as péssimas condi¢cdes
sanitarias e o0s servicos inadequados de saudeasidi@o de individuos pobres (Desjeux, 2004;
Zerpaet al., 2003). Outro fator agravante é o habito de & animais domésticos como caes,

galinhas e porcos, que, se por um lado, proporaiomaabundancia de sangue disponivel para os
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vetores hematofagos e aumentam dramaticamentesiddéa de populagdo vetorial, por outro
lado, fornecem hospedeiros mamiferos que servid@mocreservatorios para 0s parasitas
(Grimaldi Jr. e Tesh, 1993).

A profilaxia da doenca consiste no rompimento diemaepidemiolégica e as medidas de
controle se baseiam na busca ativa de doentes, esmraminhamento para diagnostico e
tratamento, inquérito sorolégico canino, apreensiceliminacdo dos cées soropositivos,
programas de educacdo comunitaria e protecdo thdivicontra a picada dos fleb6tomos
(Soares, 2005). A imunoprofilaxia € uma alternapasa o controle das leishmanioses humana e
canina. Varias vacinas foram desenvolvidas e/aiadas em diversos paises, algumas em fase
final de andlise clinica, mas até o presente, maahtoi comprovada ser eficaz ou viavel
(Ministério da Saude, 2006; WHO, 2006; Marteasl., 2006).

1.3-Leishmania spp

A Leishmania é um protozoario, parasito intracelular, do géneishmania, pertencente
a familia Trypanosomatidae a ordem Kinetoplastida que caracteriza-se poesaptar
mitocdndria Unica, que possui uma porcdo rica enrNAQmaterial genético mitocondrial),
denominado cinetoplasto (Grimaldi Jr e Tesh, 1993).eishmania € 0 agente etiolégico de
varias enfermidades conhecidas como leishmaniagea@gmetem humanos, animais silvestres e
domeésticos das regides quentes e menos desenwtlodeelho e do novo mundo. S&o parasitos
heteroxenos, ou seja, possuem dois hospedeiroatewsau ciclo de vida, um invertebrado, no
gual o parasito se desenvolve no tubo digestivauteo overtebrado, que se desenvolvem nos
tecidos, principalmente, em células do sistema didigo mononuclear (SFM). O parasito
apresenta duas formas principais durante seu aieh a promastigota e amastigota, em funcao
da presenca ou néo de flagelo exposto (Pessoa, M@82ochi, 1992).

A forma promastigota possui corpo alongado e mdegido a presenca do flagelo livre
(Figura 1.2). Apresenta um nucleo situado na pomédia do corpo, enquanto o cinetoplasto
fica proximo a extremidade anterior, de onde emerfjagelo, o quahtravessa um estreito canal
denominado bolsa flagelar (Rey, 2001). Esta forreadgdntrada no intestino médio dos dipteros
hematofagos flebotomineos (hospedeiro invertebradu)ltiplicando-se por divisdo binaria
longitudinal. Depois invadem o esodfago e a faridgdlebotomineo e fixam-se na parede do trato
digestivo. Podem também crescer e se multipiitaitro, em meio de cultura axénico, a 22-25°C

(Moraes, 2000). A forma amastigota possui pequatiagensdes, contorno ovoide, corpo
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achatado, pouco citoplasma e nucleo relativamenatedg, redondo e excéntrico (Figura 1.3). O
cinetoplasto é visivel, porém o flagelo é reduzido segmento intracelular, contido na bolsa
flagelar. E encontrada no interior de células dM@Fse reproduz por divisdo binaria (Moraes,
2000 ; Rey, 2001).

bl P

e

Figura 1.2: Formas promastigotat@ehmania sp. Figura 1.3:eishmania sp na forma améstigota.
Fonte: Souza, 2002. Fon@MS LEISH 96/40

1.4- Taxonomia

Existe uma enorme dificuldade na classificacdo essécies do génerbeishmania,
devido a grande semelhanc¢a morfoldgica entre klmsalmente, as espécies foram identificadas
em funcdo do aspecto clinico das doencas, assimsdrae Shaw reuniram as espeécies em trés
complexos: Complexh. brazliensis, L. mexicana e L. donovani. Atualmente, a classificagdo das
espécies deste género baseia-se em caracteristinasms e epidemioldgicas, apoiada por
aspectos bioldgicos, bioquimicos e moleculares&a2002).

Posicao taxondmica do paradishmania, segundo Lainson e Shaw, 1987:

Reino: Protista

Sub-Reino: Protozoa

Filo: Sarcomastigophora
Sub-Filo: Mastigophora
Classe: Zoomastigophorea
Ordem: Kinetoplastida
Sub-Ordem: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae

Géneroleshmania
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No novo mundo sdo reconhecidas algumas espécieésighenania pertencentes a dois
subgéneros que marcam, segundo Lainson e Shaw)(¥38diferencas de comportamento dos
parasitos no organismo do inseto vetor e o desenvehto em meios de cultura. S&o eles:
Subgénerdviannia, no qual os parasitos tém desenvolvimento notinteposterior do inseto
vetor e apresentam crescimento pobre em meio der&wonvencional, desenvolvimento lento
no hospedeiro vertebrado infectado e o Subgébeishmania, englobando as espécies que se
desenvolvem no intestino anterior dos insetos esfoque crescem facilmente em cultura e
provocam grandes lesdes nodulares nos hospedeitebrados (Souza, 2002; Lainson e Shaw,
1992).

As diferentes espécies do génetmishmania produzem grande variedade de
manifestacdes clinicas que dependem da intera¢@® @&mesposta imunoldgica do hospedeiro

vertebrado, do potencial invasivo, tropismo e pabdgdade do parasito (Souza, 2002).

1.5- Leishmaniose

As leishmanioses formam um conjunto de doencasctovgarasitarias de evolugéo
cronica que acometem pele e mucosas, no caso daniamiose Tegumentar, ou podem atingir
orgaos internos, no caso da Leishmaniose Viscegatjo potencialmente fatal. A doenca € uma
zoonose, embora seja considerado que a leishmasdhze um ciclo silvestre, outro
peridoméstico, ou mesmo domestico, quando o homeadé ohabitat silvestre para atividades
econbmicas ou domésticas, sugerindo uma antropofmsetodos estes casos ha, também, a
adaptacéo do vetor, o flebotominio (Marzochi, 1992)

As espécies deeishmania patogénicas ao homem estdo relacionadas a um amplo
espectro de formas clinicas, variando desde umecdéb inaparente, passando pela forma
mucosa, com carater desfigurante até a forma wabk(€igura 1.4) (Carvalhet al, 1988). Estas
manifestacdes clinicas dependem, entre outrosefgtata espécie causadora da doenca e da
resposta imunologica desenvolvida pelo hospedeirg vez que a acdo patogénica do parasito
esta relacionada com a destrui¢éo celular provopaldaresposta imunoldgica (Turk e Bryceson,
1971).

A forma tegumentar divide-se em trés formas clgidaeishmaniose cutanea, a qual
apresenta comprometimento exclusivamente da pel®, lesdo ulcerada Unica ou multiplas
lesbes no local da picada (Balanco, 2005); Leislhmsanmucocutanea, caracterizada pelo

aparecimento de lesGes destrutivas nas mucosaarido looca e oro-faringe, sendo uma forma
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secundaria que pode ocorrer até mesmo anos ap@saade uma lesdo cutanea localizada
(Zaverucha, 2005) e leishmaniose cutanea difusa,apuesenta formas cutaneas disseminadas
com multiplas lesbes ndo ulceradas em todo o cdgwido a disseminacdo hematogénica do
parasito (Figura 1.4) (FUNASA, 2002; Oliveira, 699

A forma visceral, também conhecida como calazarmate o figado, o baco, a medula
0ssea e 0s ganglios linfaticos, ou seja, ondeassi@bs formas amastigotas. Esta é a forma mais
severa da doenca, a qual, quando néo tratadageataesdtos indices de mortalidade (Robetts
al., 1995; Zaverucha, 2005). As espécied.dshmania responsaveis pelo calazar, comdL.)
donovani (encontrada principalmente na india e Afrida){L.) infantum (encontrada na regiéo
do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia)Le (L.) chagasi (encontrada na América do Sul)
parecem se orientar para as visceras da cavidadematal dos individuos humanos,
ocasionando alteracdes marcantes nas fungbes do figgdo e medula 6ssea (WHO, 1996;
Murray et al., 2005). O periodo de incubacdo da doenca vati@ €iois e quatro meses e 0s
sintomas sao surtos intermitentes de febre baotapa abdémen, hepato e esplenomegalia, além
de alguns sinais clinicos como edema facial, anepeada de peso, diarréia e dificuldade
respiratoria (Handman, 2001; Cunningham, 2002).

Uma grave manifestagdo da leishmaniose visceralapavecimento de reativacdo da
doenca em individuos anteriormente curados, masdgsenvolveram imunossupressdo apos
contrairem o virus HIV. Esta manifestacdo tambénbepser especulada para casos nos quais
individuos séo infectados, ndo demonstram sintatiagos evidentes, mas sofrem de doenca

ativa quando séo portadores da sindrome da imuciéefia adquirida (AIDS) ou ainda, quando

enfrentam quadros de imunossupressado por qualgagvom(Alvar et al., 1997; Handman,
2001).

Figura 1.4 — Formas de leishmaniose: a- leishmargatinea; b- leishmaniose mucocutanea; c- leisiosadifusa
e d- leishmaniose visceral ou calazar. Fonte: Ineistia Facts, 2006.



1.6- Transmissao e ciclo evolutivo daeishmania

A transmissdo das espécies ld@shmania ao hospedeiro ocorre durante a picada de
fémeas do inseto vetor, o fleb6étomo (Figura 1.5teBpertence a ordem diptera e também é
conhecido vulgarmente, como “mosquito-palha”, “ahmha” e “birigui” (UFRGS, 2005).
Somente as fémeas deste inseto necessitam alirsentl sangue, para a maturacdo dos seus
ovos, que ocorre sete dias apdés o repasto. Aoepcay homem ou animal, produzem
escarificacdbes em sua epiderme, rompendo capiafeemando uma espécie de poca de onde
obtem o sangue (Pessoa e Barreto, 1948).

Figura 1.5: Inseto vetor, Fleb6tomo. Fonte: OMSIH#I96/40

A associacdo entre a doenca e o contato do homemacdéoresta tropical foi bem
estabelecida antes mesmo de ser conhecido o sew aeolansmisséo. A ocorréncia de lesdes
preferencialmente nas partes descobertas do capacentuada variagao sazonal indicavam que
a transmisséo deveria ser realizada por vetor lidagat (Sabroza, 1981; Lainson e Shaw, 1987).

As espécies de flebotomineos encontradas em ardémeas do Brasil eram tidas como
estritamente silvestres por serem consideradasordependentes de fatores ambientais como
umidade e temperatura, limitando os seus abrignsais as regides florestais, podendo penetrar
em habitagcbes humanas quando estas eram constno&léimites da floresta (Pessoa e Barreto,
1948). Nos ultimos anos, com a urbanizacdo da @oleogve uma adaptacdo do vetor que passou
a residir em areas urbanas e peri-urbanas (Bal2nes).

O ciclo evolutivo e a transmisséo ldashmania ocorrem em flebotominios e hospedeiros
vertebrados, que também podem servir de resematdd parasito (Cunningham, 2002). O
inseto vetor ingere, durante o repasto sanguiremak amastigotas do parasito, contidos em

macrofagos e mondcitos, no sangue ou na linfasititéal de vertebrados infectados. As formas
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amastigotas sdo lancadas dentro da probdscide tdo, iferenciando-se em promastigotas
prociclicos flagelados. As formas promastigotassaais por um processo de metaciclogénese,
onde a divisdo dessa forma nao infectante adquinncia, sendo transformada em uma forma
indivisivel e infectiva chamada metaciclica queroemo tubo digestivo (Zaverucha, 2005). As
formas promastigotas deslocam-se do epitélio dbquito e migram pela faringe e cavidade
bucal, e entdo durante a proxima alimentagéo, zer fssforco para ingerir sangue, 0s musculos
encarregados pela succéo relaxam e causam a tegémoo material aspirado, misturado com
as promastigotas metaciclicas, e deste modo, amnfdoto hospedeiro vertebrado (Cimermam,
2002). No hospedeiro vertebrado, os parasitosagfacitados pelos macrofagos diferenciando-se
em amastigota esférica, que se prolifera dentréagolisossomo do macréfago (Cunningham,
2002; Rey, 1998). Dentro do fagolisossomo, comoodificado pela presenca do parasito, este
recebe o0 nome de vacuolo parasitoforo, as formamamstigotas transformam-se em formas
amastigotas e multiplicam-se assexuadamente pdsadivbinaria. A ruptura das células
parasitadas resulta na disseminacdo do parasiformea amastigota para células do sistema
fagocitico mononuclear, que serdo fagocitados nemtene eventualmente podem cair na
corrente sanguinea ou linfatica, atingindo outmggids, como o bacgo, o figado e a medula 6ssea,
estendendo, assim, sucessivamente a infeccédo anfirlo ciclo (Figura 1.6) (Zaverucha, 2005;
Souza, 2002).

Ao infectar o hospedeiro vertebrado, o parasitdeggara com uma série de mecanismos
imunolégicos que visam conter a infeccdo. Quangm@mrmasito é depositado pelo fleb6tomo na
pele, ele precisa rapidamente encontrar uma célspedeira onde possa se transformar em
amastigota e iniciar o seu desenvolvimento inttdael(Zaverucha, 2005). Por ndo possuir meios
ativos de invasao, a infeccdo Heishmania esta confinada a células fagociticas profissignais
principalmente macrofagos apesar de ja terem siddemciadas em fibroblastos, células
dendriticas e neutréfilos (Rittig e Bogdan, 2000) papel fundamental dos macréfagos na defesa
do hospedeiro é limitar a disseminacdo e/ou crestionde microrganismos na fase inicial da
infeccdo e modular a resposta imunolédgica. A r@s@a a infeccdo pdreishmania tem sido
associada a diferenciacdo de linfocitos TC@M Thi (células T citotéxicas CD& “Natural
Killers”), mas ndo em Th2 (células B). A respostatigho Thl, juntamente com outras células
ativadas via moléculas secretadas pelas célulass@iblcapazes de eliminar os parasitos e
conferir imunidade, enquanto a progressdo da doestgaassociada com uma resposta do tipo
Th2 (Roachet al., 1991; Grimaldi Jr. e Tesh, 1993). Enquanto dgla® T estdo associadas a
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remissdo das lesGes pbeshmania, as células B tém sido implicadas na susceptiddkda
infeccdo (Mauel, 1990).

Figura 1.6: Ciclo biolégico e modo de transmissdbaishmania spp Fonte: Leishmania Facts, 2006.

1 - Ao fazer seu repasto sanguineo no hospedefieotamlo, o vetor contrai as formas amastigotas atasito
contidas em células do SFM. 2 - As formas amastgyato aparelho digestivo do flebétomo, se diféaencem
formas promastigotas, se multiplicam e ficam armadeas na cavidade bucal do inseto. 3 - Consequentepem

seu proximo repasto sanguineo, este fleb6tomaarésitir as formas promastigotas para o hospedentebrado

que pode ser o homem ou outros mamiferos como igesgugambas,roedores, raposas e até mesmo caes

domésticos. Tornando estes hospedeiros fontedetéo para outros fleb6tomos, dando continuidadeclo.

1.7- Reservatorio

No ambito ecoldgico, o homem €& um hospedeiro atidlee ndo parece ter um papel
importante na manutencdo do parasito na naturepati{(G e Carvalho, 2003). O homem &
infectado, quando entra nos ecotopos naturais eervatorios silvestres. A enfermidade em
guestdo sofreu um processo de endemizacdo emdeeadonizacdo antiga, como resultado da
adaptacdo do parasito a canideos, preguicas, gatabd&nduas, equinos e roedores silvestres,
gue hoje, sdo considerados importantes reservatdebeishmania sp. (Cortada, 2004; Lainson
e Shaw, 1987). No ambiente doméstico sdo encomstra@itos animais infectados, dependendo

da espécie deeishmania em questéo, destacando os cdes (Cimermam, 2002).
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Os cées sao reservatorios naturais por serementéisi para manter o ciclo doméstico de
transmissdo, sendo considerados os mais importaesesvatorios do parasito no ambiente
peridoméstico (Balanco, 2005). O céo apresentastadaaracteristicas de um bom reservatorio,
pois apresenta area de distribuicdo sobrepostarartay funciona como fonte de alimentacdo
para o vetor, desenvolve alto parasitismo cutan@presenta alta taxa de infeccéo (Bisugo,
2007).

Deane e Deane (1954) ja salientavam a importamcteothem, sintomatico ou ndo, como
reservatorio da. (L.) chagasi. Apesar da escassez de protozoarios na pele, agraeartt normal
do individuo doente, conseguiu-se infectar 15% ftkdsdtomos que se alimentaram sobre os
pacientes doentes. Posteriormente, concluirampegl@ pouca quantidade de parasitos na pele, o
homem ndo € um bom reservatério e raramente sedgrfonte de infeccdo para o fleb6tomo em
comparagdo com a abundancia de parasitos encontradmele dos cées e raposas.

Os cées infectados podem ou ndo desenvolver qu#dico da doenca, que apresenta
sinais de emagrecimento, ericamento e queda dos, fébre prolongada, nédulos ou ulceracdes
(principalmente no focinho e orelhas), diarréianbgagias intestinais, paralisia dos membros
posteriores, lesbes oculares podendo causar cagueaquexia (Figura 1.7) (Alveral., 1994).

Em alguns casos, pode ser fatal. Por isso, vanagog de pesquisa vém se esforcando para
desenvolver sistemas diagnosticos eficazes paeatdeiesta doenca entre os cades e desta forma,
buscar seu controle (Rosati al., 2003). E importante ressaltar que o fato de ralgcées
infectados permanecerem assintomaticos, dificultadiagndstico clinico da infeccdo e
consequentemente seu controle. A maioria dos aepasitivos € aparentemente sadia, mas
como o parasitismo de visceras e de pele é intears@am-se bons reservatorios, mesmo em fase
precoce da infeccdo, capacitando-os a infectarsetanvetor (Ministério da Saude, 2006).
Segundo os trabalhos de Marzzoethal., 1981, no Brasil, entre os cées inoculados peketos

vetores, ha uma populacao de 40% a 60% infectagl@aepumanece assintomatica.
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Figura 1.7: Caes infectados porchagasi: a — cdo sintomatico e b — cao assintomafomte: SUCEN, 2007.

No Brasil, sob o ponto de vista epidemiologico, ¥ tanina € considerada mais
importante que a doenca humana, pois a grande idadatde animais infectados com o
parasitismo cutaneo serve como fonte de infeccé @anseto vetor (Neves, 2005). Portanto, o
cado vem sendo apontado como potencial hospedein@stico e 0 mais importante reservatério
natural relacionado com casos humanos de leishsa@omes e Neves, 1998; Monteital.
2005).

Visando reduzir as fontes de infeccdo para o vet@ytanasia de caes soropositivos é a
principal medida de controle adotada em regide<righs, realizada a partir de inquéritos
sorolégicos utilizandoKits de reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)o eensaio
imunoenzimatico (ELISA) fornecidos pelo Ministéda Saude (Bisugo, 2007).

Para o diagnostico da LV canina deve ser consideaaitigem epidemioldgica do cdo e o
conjunto de sintomas apresentados. O diagnostiasipaElogico baseado na demonstracdo do
parasito € considerado como “padrdo ouro”. A pregeate parasitos em esfregaco sanguineo €
rara, porém, como em humanos, o parasita podeesectddo no baco, figado, medula éssea e
linfonodos, ou ainda na pele do cdo, mesmo quesafmEnente esteja sadio (Marzoehial.,
1981). O diagnostico da LV canina também é feitotpstes soroldgicos que visam a deteccao de
anticorpos antl-eishmania, assim como no homem. O sangue dos animais é coletadampo e
conduzido a laboratérios que possuam equipamerdaos @sse fim, onde serd processado,
podendo demorar alguns dias. Na pratica, a ac8aldie publica, que visa identificar e eliminar
0 cao sorologicamente positivo é realizada de fopmaco eficaz. Assim, a busca do animal

sorologicamente positivo torna-se extremamenteiddi muitas vezes, sua eliminacdo passa a
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ser inGcua, pois a retirada deste animal ja nawaskiz como uma acao eficaz, uma vez que
outros animais ao seu redor ja se tornaram infestadm potencial de transmissédo da doenca.
Outro fato freqiientemente encontrado € que o m@@pid do cdo infectado, sabendo da
possibilidade do animal ser eutanasiado, podeuttifica eliminacdo do mesmo (Lira, 2005).

As variacdes na sensibilidade e especificidadeagutestes sorolégicos apresentam e a
sua demora, demonstra a necessidade de novoshtslzple visem contribuir para a busca de
novos antigenos, de metodos eficientes e de rémdnostico (Neves, 2005).

1.8- Diagnostico

A suspeita clinica da LV humana ndo se baseia senmensintomatologia, uma vez que
esta € pouco sugestiva e pode ser confundida cdmasopatologias tais como maléria,
esquistossomose hepatoesplénica, tuberculose, alangChagas, brucelose, febre tifoide e
outras. J4 a LT, confunde-se com a hanseniaseatiesn sifilis cutanea e até cancer de pele,
entre outras. Evidéncias de ordem epidemiologicaocoser procedente de area endémica,
caracteristicas geograficas da regido, tipo daanzedominante no local, ou existéncia de caes
suspeitos sdo importantes na caracterizacdo doajakwico (Marzochket al,1981). Portanto, no
diagnéstico sorologico da LV e LT é necessério icamar o diagndstico diferencial com outras
doencas (Soares, 2005; Ministério da saude, 2005).

Ainda hoje, o “padréo ouro” no diagnéstico da Ieisiiose é feito pela identificacdo do
parasito através de meétodos diretos (parasitoljgmee consistem na visualizacdo da forma
amastigota em preparacdes microscoépicas realizatagragmentos ou esfregacos de 6rgaos do
SFM identificados pelo corante Giemsa ou pela ilagé@o do material suspeito em animais
suscetiveis, como hamsters ou camundongos (CurarmgR002). As formas promastigotas
podem ser observadas em culturas de material dgipuwu biopsia de 6rgaos linféides em meios
proprios como Neal, Novy & Nicolle (NNN), Liver lagion Triptose (LIT), Schneider, entre
outros. A especificidade destes métodos € de 1608 ,a sensibilidade € muito variavel, pois a
distribuicdo dos parasitos ndo é homogénea no messium. A sensibilidade mais alta (98%) &
alcancada quando se utiliza aspirado do baco. Agdaes esplénicas e de medula 6ssea séo
consideradas procedimentos invasivos e exigem ameSi@propriados para a coleta, ndo sendo
procedimentos adequados para estudos epidemiasbgimoescala preparatéria, e muitas vezes
sdo também inadequados para diagnésticos indigdGaiares, 2005; Boaring, al., 2005). Por

esses motivos, os métodos sorologicos sado essepala diagnostico da leishmaniose (Boarino,
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et al., 2005). Os testes soroldgicos mais comumenteogsséb a reacao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), o ensaio imuno-enzimatico (ELISAde inglésEnzyme-Linked Immunosorbent
Assay) e o teste da aglutinacdo direta (DAT), utilizaratono antigeno, lisado desishmania
obtida de cultura (Kar, 1995; Cabreira, 1999).

A RIFI vem sendo usada como rotina em inquérita®légicos em cdes em areas
endémicas (Marzochét al., 1981). Estudos experimentais mostram que néasteexiiferenca
significativa entre as espeéciégL.) chagasi, L.(V.) brazliensis e L. (L.) mexicana utilizadas
como antigeno (Costat al.,1991). Independente do antigeno empregado aadaciece,
também em cdaes, (Coutinted al.,1985; Costaet al., 1991) resultado cruzado com outros
tripanosomatideos, conforme ocorre na espécie haf@osta et al., 1991; Desjeux, 2004). No
entanto, os titulos altos sugerem infecgcaolpfr.) chagasi (Marzochiet al., 1981)

Desde sua primeira descricdo por Engwllal., 1971, a técnica de ELISA tem
contribuido, ndo sé para o diagnostico sorolégiestal enfermidade (Jaffe e Zalis, 1988), como
também para outras doencas infecciosas, incluindalaria (Volleret al.,1974), doenca do sono
(Voller et al., 1975a), toxoplasmose (Vollet al., 1976b), doenca de Chagas (Voléral.,
1975b), amebiases (Bos e Van den Eijk, 1975), dsebacterianas (Carlssenal, 1972), virais
(Voller et al., 1976a) e micoticas (Hommet al., 1976). O método de ELISA é tdo sensivel
guanto a RIFI no diagnéstico da leishmaniose, semsida em estudos de grande escala,
especialmente, na versdo simplificada utilizandcroplacas de titulagdo (Homnetlal., 1978).

Na ultima década, o DAT tem mostrado em variosdestisensibilidade de 91 a 100% e
especificidade de 72 a 100%. Esta técnica comlios miveis de validade intrinseca e facilidade
de execucdo, embora apresente problemas na pay@oie controle de qualidade do antigeno e
ndo tenha valor no prognéstico da doenca. Umagé&uido DAT, o FASTRast Agglutination
Screening Test), vem sendo testado para aplicacdo em episodidérejgos e para inquéritos
populacionais (Soares, 2005).

A intradermorreacdo de Montenegro, reacdo de ldpsilsilidade tardia, é bastante
empregada no controle da cura (Marzoehgl.,1992). As provas moleculares de deteccéo e
identificacdo do parasito vém sendo amplamente eégagias no diagnéstico da doenca e estudos
taxondmicos (Cupollillet al.,1994; Degravet al., 1994).

A partir do advento da Reacao da Polimerase emi&@8ER), a deteccdo do parasito em
tecidos tornou-se sensivel e eficaz. Rodgeak (1990) mostraram que a técnica de PCR & capaz
de detectar o kDNA do parasito. Num estudo experiaiecom 25 cdes comprovadamente

infectados pard.eishmania, tanto por cultura como por inoculacdo em hamst@5 animais
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controles, os autores comprovam 100% de sensithdidan100% de especificidade deste teste
(Ashford et al.,1995). Outros autores, entretanto, afirmam que, teste ndo garante 100% em

sensibilidade e especificidade. A maior causa delltedos falsos positivos (devido a alta
sensibilidade) é a contaminacdo com outras amostoas "amplicons" (produtos amplificados

pos PCR), ou ainda o fato de outro tripanosomagidemssuirem também o kDNA. J& os

resultados falsos negativos sdo decorrentes davpbgwesenca no material em teste, de
substancias que podem inibir, total ou parcialmeatereacdo de amplificacdo pelo DNA

polimerase (Barker, 1989; Degraateal.,1994).

De uma maneira geral, os antigenos utilizadostegiss diagnosticos sdo quase sempre
derivados de formas promastigotas de cultura, pasamtactos ou moléculas sollveis. Estes
antigenos podem gerar resultados falso positivadd reacdes cruzadas com outras espécies da
familia Trypanosomatidae, como ®rypanosoma cruzi € mesmo com microrganismos
filogeneticamente distantes, bem como devido dgténsia de anticorpos circulantes apos cura
clinica. Por outro lado, o resultado falso negativmitas vezes ocorre em pacientes
imunocomprometidos (Desjeux, 2004).

Atualmente, muitos pesquisadores procuram obter método mais especifico de
diagnéstico da LV, tanto canina como humana, goaloiente, com a utilizacdo de antigenos
recombinantes deeishmania sp. As vantagens de seu uso decorrem do fato deepmsddestas
substancias, de origem protéica, serem isoladas sigmificativo grau de homogeneidade,
propiciam para o0 teste de imuno-ensaio uma graneesilslidade, especificidade e
reprodutibilidade, além de minimizar reacfes cragzadom certos antigenos presentes em
parasitos responsaveis por outras doencas infesgifzgo este observado, quando do emprego de
antigenos tradicionais, ou seja, ndo recombingdR&Essost al., 2005).

Dentre as técnicas imunoldgicas, 0os ensaios inea@onaticos empregando antigenos
guimicamente definidos e especificos do parasitodi&glo propostos como uma alternativa aos
antigenos naturais. Por exemplo, o antigeno recant® K39 (rK39) dé.. (L.) chagas que €&
um epitopo imunodominante repetitivo em uma clales@roteinas denominada kinesina que é
muito conservado entre as espécies de leishmaisesrotropicas, tem se mostrado sensivel e
especifico para o diagnostico da leishmaniose raseen humanos e cées, através da técnica do
ELISA ou de testes imunocromatograficos (tirasedtet rapido) em campo (Badatdal., 1996;
Rosatiet al., 2003). Outros antigenos recombinantek.dg&.) chagasi bem definidos como o K9
e 0 K26 estdo sendo avaliados quanto as suas dapesi de conduzirem epitopos

imunodominantes e serem utilizados como marcadorediagnodsticos imunolégicos (Bhasdia
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al., 1999). Uma proteina também recentemente estudgutateina de choque térmico, HSP70,
mostrou grande utilidade em técnicas soroldgicasoco ELISA (Perez-Alvarert al., 2001;
Zurita et al., 2003). O método IT-Leish, da empresa DiaMed €pdé um teste
imunocromatografico (teste rapido), o qual foi desdvido para diagnosticar a leishmaniose
visceral, utilizando o rK39 (Ritmeijet al., 2006). Ha outro teste da mesma natureza, chamado
de Kalazar Detect produzido pela empresa InBios International (EUANbos mostraram ser
bastante especificos e ja sdo comercializados. ddésctam a presenca de anticorpos que
reconhecem o antigeno rK39, especifico para a liama (Carvalhet al., 2003; Sundaet al.,
2006). Esta ultima empresa ainda comercializa ® t€alazar Detect Animal Rapid Test, que
consiste no mesmo teste, porém para diagndsti¢oacan

Embora existam métodos de diagnostico e tratamespecificos, grande parte da
populacdo ndo tem acesso a estes procedimentasyltdifdo o diagndstico precoce com a
evolucdo da doenca e, conseqientemente, elevandodimes de mortalidade. Nos paises
endémicos, a LV continua negligenciada pelo settvago de saude e tem cabido ao setor
publico investir, apesar dos recursos escassofaeestrutura inadequada, no desenvolvimento

de novas drogas terapéuticas e métodos de diagy®atais eficientes (Soares, 2005).

1.9- Busca de novos antigenos

A partir da década de 70, do século passado, neeaslogias foram desenvolvidas
permitindo o isolamento e a purificacdo de gengzedfcos num processo chamado de
clonagem génica, que faz parte da tecnologia do B&¢Ambinante. Esta Ultima tem uma grande
aplicacdo e pode ser usada para estudar mecanwenosplicacdo e expressao génica, na
determinacdo da sequUéncia de um gene e, conseqgeée da proteina que ele codifica, ou no
desenvolvimento de culturas microbianas capazeprd@uzir substancias Uteis tais como a
insulina humana, horménio de crescimento, antigemosnzimas industriais em grandes
guantidades. Sua aplicacdo comercial ou biotecrwa@dgarece ter um potencial inesgotavel
(Campos, 2007; Nascimengbal., 2007).

A partir de abordagens moleculares como o rasgrtorde bibliotecas de expresséao de
genes deLeishmania com soros de animais e de humanos infectados,edifss moléculas
antigénicas foram identificadas com uso potenaat@senvolvimento de vacinas e diagnostico
das leishmanioses (Alberés al., 2006). Algumas dessas moléculas descritas eraltw@b sdo

antigenos protéicos, lipidicos e/ou glicidicos copar exemplo, a GP63 (Afria al., 2002); a
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LACK (kinase C Ativada de.eishmania) (Soussiet al., 2000), o LPG (Chakrabarty, 1996), a
D13 ou p80 (Ahmedt al., 2003; White Jr., 1988), a K9 e a K26 (Batdial., 1999), a proteina

de leishmania homologa a proteina ribossomal edezaj LeiF (Price, 2001) e a proteina A2
especifica de amastigota (Marteisal., 2006), entre outras. Cada uma dessas moléculas
antigénicas apresenta caracteristicas particutpresas tornam capazes de estimular a resposta
imune do hospedeiro (Campos, 2007). A proteina GP@&a metaloprotease conservada nas
espécies déeishmania e constitui 0 mais abundante antigeno de membrastgesl parasitas.
Pesquisas demonstraram que a GP63 induz signiicgtiotecdo em animais experimentais
(Afrin et al., 2002). A proteina LACK foi identificada por estitar a acao protetora das células
Thl (Soussiet al., 2000). Estudos acerca de um antigeno com 80 kDia ¢(L..) donovani,
chamado de D-13, evidenciaram ser esta uma pro#dtamaente imunogénica, além de util na
profilaxia e no diagnostico da leishmaniose vidc@hhite Jr., 1988). O LPG, um glicolipideo, é
considerado a maior molécula de superficie desaessitas e também possui potencial para
inducéo da resposta imune (Afehal., 2002; Ahmedkt al., 2003). Outras proteinas também tém
sido reconhecidas por soros de cdes e humanos @empmteinas ribossomais, as histonas e as
kinesinas (Rosatt al., 2003; Scalonet al., 2002).

Na area de reativos para diagndstico do Institatdetnologia em Imunobioldgicos (Bio-
Manguinhos) vem-se trabalhando com afinco parargaracurto prazo, novos produtos para
imunodiagndsticos, atividade extremamente releyaptcipalmente, por se enquadrar na
politica do Ministério da Saude, na area de comtealliagnostico de doencas infecto-contagiosas,
melhorando desta forma, as acdes do Sistema UriGadde dedicados a populacdo. Dentre os
kits de diagnéstico produzidos por Bio-Manguinhos liel@dos a leishmaniose, cita-se: RIFI
para leishmaniose humana e o ELISA para a leistosarfiumana e canina (Bio-Manguinhos,
2007). E importante ressaltar que, até o preseateemto, os produtos afins gerados e fornecidos
aos centros de referéncia de saude, disponibiliaatfgenos naturais, isto €, extrato bruto
proveniente do parasito, cujos problemas ja forasttos anteriormente.

Em virtude do exposto no ultimo paragrafo, plasmédeacterianos contendo os genes
responsaveis pela sintese de proteinas recombsndeilteishmania (L.) chagasi, foram cedidos
pelo Laboratorio de Patologia e Bio-IntervencadCémtro de Pesquisa Gongalo Muniz (CPqQGM
— FIOCRUZ), situado em Salvador-BA, para o desenwwnto de estudos quanto a sua
imunogenicidade no diagnostico de leishmanioseevédcEste conjunto de clones recombinantes
foi selecionado a partir da confeccdo de duas didilas de cDNA e uma genbmica de

Leishmania chagasi, obtida pelo Dr. Geraldo Gileno de S& Oliveira. Astpinas recombinantes
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de L. (L.) chagas foram selecionadas a partir de antigenos da beicshbode cDNA, os quais
foram testados através de uma mistura de sorgeateo caes infectados naturalmente com LV.
A identificagdo e caracterizacdo dos insertosdalizada utilizando-se as sequéncias obtidas no
sequenciamento preliminar em buscas no programaSBLABasic Local Alignment Search
Tool”) contra sequéncias protéicas de tripanosateasi disponiveis nas paginas do banco de
dados do GenBank no NCBI (“National Center for Babtnology Information”). O potencial das
proteinas para a utilizacdo em imunodiagnosticeetilenciado em experimentos preliminares
no CPqGM/BA e estdo em processo de patente, juntant®dm suas seqiéncias gendmica e
peptidica. As constru¢bes foram sequenciadas pelar@ de pesquisa Aggeu Magalhdes
(CPgAM/PE), estando presente na sequéncibetBhmania chagasi. Os plasmideos recebidos,
contendo os insertos e utilizados na engenhariatiganforam pRSETB (Invitrogen) e o pBK-

CMV (Stratagene), os quais possugeme de resisténcia para antibidticos (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Esquema dos plasmideos.
A: Plasmideo pRSETB. Fonte: Invitrogen, 2007. Bskideo pBK-CMV. Fonte: stratagene, 2009.

As referidas proteinasoram classificados como Lc9 e Lcl3. Estes recoartigs
representam fragmentos da proteina kinesina eati@ipa de choque térmico de 70 kDa (HSP70)
delL.(L.) chagasi, respectivamente.

A proteina recombinante Lc9 teve sua seqUéncia ngieadinserida no plasmideo
pRSETB, o qual possui o gene que codifica uma aalel seis histidinas fusionada na sua
extremidade amino-terminal, com objetivo de faailisua purificacdoA Lc9 possui massa

molecular estimada de 44 kDa e tem homologia com proteina de citoesqueleto do parasito, a
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kinesina. A proteina kinesina esta localizada netoplasto de.eishmania, assim como a
proteina rK39 que apresenta sequéncia idénticaetgnespécies desishmania e j4 é usada em
varios testes de diagnostico para leishmanioses andatividade com outros tripanossomatideos
mostrou-se negativa (Badaeb al., 1996; Kumaret al., 2001). As kinesinas representam um
importante fator de viruléncia do parasito (Rodeyu2003). A superfamilia das kinesinas é
composta por proteinas motoras do citoesquelete mesmas tém papel importante em uma
variedade de processos celulares fundamentaisijndol a divisdo celular, transporte vesicular,
sinal de transducéo e dindmica de microtubulosr(®airal., 1993; Goldstein e Philp, 1999).

A outra proteina recombinante, a Lc13 tem homologia a proteina HSP70 com massa
molecular estimada de 88 kDa. O termo HSP compeedtiférentes familias de proteinas
classificadas de acordo com o seu peso moleculéanflia das HSP70 compreende proteinas
abundantes, extremamente conservadas ao longotleg@&y e de maior atividade imunogénica,
podendo ser encontrada em varias organelas, imelasi mitocéndria (Buchner, 1996; Kiang e
Tsokos, 1998). As HSP70s de diversos organismagy@abs possuem funcdo “chaperone”, ou
seja, atuam no dobramento, transporte e secrecfmti#nas recém sintetizadas, bem como na
montagem e dissociacdo de complexos multiprotéi€iasg e Tsokos, 1998). Estas fun¢bes sdo
necessarias durante a adaptacdo aos diferentesraeshe temperaturas, onde sua expressao é
estimulada, como também durante as mudancas bimgsine morfoldégicas sofridas pelo
parasito no momento da transicdo das formas pragotet metaciclicas no inseto vetor para a
forma amastigota no hospedeiro vertebrado, perdautansua sobrevivéncia (Hartl, 2002; Miller,
2000; Karlin e Brocchieri, 1998). Varios autores gstudaram as HSP70s ld@shmania spp.
descreveram seu alto poder de estimulacdo da taspume, ja que podem sinalizar ao sistema
imune a infeccdo. Provavelmente, pela sua quamtidaoundante, tornando-se antigenos
proeminentes que fazem parte dos fatores de vaial&o parasita e sendo identificadas como
imunogénicas por produzirem resposta humoral elarekspecifica contrdeishmania spp.
(Costaet al., 1999; Kiang e Tsokos, 1998). Diversas pesquisatadaram a importancia das
HSP70s como potentes antigenos indutores da proddedanticorpos especificos para o

diagnostico em pacientes infectados (Blackwell, 21 @Dbsteet al., 1999).
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1.10- Relevancia do Estudo

As leishmanioses apresentam-se, atualmente, cosegundo grupo mais comum de
doencas causadas por protozoarios depois da ma&sao entre as mais importantes doencas
infecciosas tropicais combatidas pela Organizacamdidl de Salde. Nos inquéritos de
diagnostico da doenca, o ELISA, tem sido amplametiliegado. Em testes sorologicos baseados
no protozoario inteiro ou em extrato do parasitoremultados falsos positivos ocorrem com
alguma frequéncia. Alguns autores admitem que stedeafins apresentam boa sensibilidade,
entretanto com baixa especificidade (Kar, 1995 br&a, 1999). Isto € devido a significativa
incidéncia de rea¢Bes cruzadas com outros antiggmotticos de outras espécies de
tripanosomatideos que compartilham alguma simdaedestrutural. A fim de minimizar esta
ocorréncia € importante diminuir a complexidade tgioa das preparacdes em usO noS
propalados testes. Para tanto, em face da noifidgaldade de se obter preparacdes de antigenos
com baixo teor celular (ndo recombinantes), comifsogtiva homogeneidade, a partir de
extratos ou preparacdes brutas, contendo um exigeéemero de proteinas, criou-se a estratégia
de purificacdo com a introdugcdo da recombinacae@tgen No caso, a referida estratégia foi
montada em cima de algumas proteinas recombingm®gamente selecionadas, alvo em
potencial, para os aludidos testes. Os testesdgicok, atualmente disponiveis e baseados no
uso de apenas um antigeno recombinante, podeneataesspecificidade variavel, uma vez que
nem todos os individuos infectados pgagishmania produzem anticorpos contra um mesmo
determinado antigeno do parasito (Brandorgsia., 2002; Sundaet al., 2006). Dessa forma, é
importante a ampliacdo do painel de antigenos rbir@mtes, por meio de selecdo e producéo,
para o desenvolvimento de testes sorodiagnostieissansiveis e especificos.

Desta forma, o desenvolvimento técnico-cientifioerago por este trabalho enseja
emprestar uma maior qualidade ao ensaio de imugdsiico da leishmaniose canina,

contribuindo assim, no controle da doenca tambérhwmanos.
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2 — OBJETIVOS

2.1- Objetivos Gerais:

O objetivo deste trabalho foi expressar, isolanifigar, caracterizar fisico-quimica e
imunologicamente os antigenos recombinantes, Ld2 18, de Leishmania chagasi. Como
também padronizar um ensaio imunoenzimatico (ELJS#sando a proposicdo de um

imunodiagndstico para a leishmaniose visceral @anin

2.2- Objetivos Especificos:

Analisar a expresséo génica;

Produzir proteinas recombinantes;

Isolar e purificar as proteinas recombinantes;

Caracterizar fisico-quimica e imunologicamente mt$genos recombinantes;

Analisar a homogeneidade das preparacdes puricimmantigenos trabalhados;

Analisar a imunogenicidade destes antigenos;

Contribuir para melhoramento de um teste sorolég@oELISA da leishmaniose canina a partir

dos antigenos, Lc9 e Lc13, encontrados no parasitonados na bactéiacoli.
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3 — MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Mawteculas (LAMAM) e no
Laboratério de Tecnologia Diagnéstica (LATED) dstltuto de Tecnologia em Imunobiolégicos
da FIOCRUZ.

3.1- Obtengéo dos plasmideos

Os plasmideos (pRSETB - Invitrogen e pBK-CMV - &tgene) contendo 0s genes
responsaveis pela sintese das proteinas recomésndaiteishmania (L.) chagasi, foram cedidos
pelo Laboratorio de Patologia e Bio-IntervencadCémtro de Pesquisa Gongalo Muniz (CPqGM
— FIOCRUZ), situado em Salvador-BA.

3.2- Extracéo e purificagdo do DNA plasmidial

Os plasmideos recebidos foram inseridos em badisdherichia coli, cepa Top 10
(Invitrogen) por eletroporacadg20@?, 25.F e 2,5kV). As bactérias transformadas foram
inoculadas em meio de cultura Luria - Bertani (BY g/L bacto-triptona, 5 g/L extrato de
levedura e 5 g/L NaCl) e cultivadas a 37°C durd@éorassob agitacdo de 200 rpm. Apdos o
crescimento, as bactérias foram sedimentadas ptrifagacao a 4.000 x g por 10 minutos. As
bactérias isoladas foram lisadas para extracaaificpgdo do DNA plasmidial de acordo com
Sambrook e Russel (2001). As extracdes plasmidiaimi-preparacoes) foram realizadas
segundo o protocolo dkit Qiaprep da empresa Qiagem e tiveram como objetmplificar a

guantidade de plasmideos recebidos.

3.3- Eletroforese em gel de agarose

ApOGs a extragdo, o DNA plasmidial foi analisado ptetroforese em gel de agarose
(Sigma Chemical Co.) a 0,8%. As bandas eletrofmaétrelativas ao DNA foram visualizadas
com uma solucdo corante de brometo de ef{igma Chemical Co.) na concentracdo de 1
pHg/mL (Sambrook e Russel, 2001). Utilizou-se comdr@ga de peso molecular fragmentos de

DNA de fagosh digerido porHindlll (Invitrogen) e enzimas de restricABafnHI, Kpnl e Xhol
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/Invitrogen) para linearizar o plasmideo. As banddatroforéticas foram observadas em

transluminador de luz UV (300 nm) e fotografadas.

3.4- Transformacéo bacteriana e expressao das prétas recombinantes

3.4.1- Bactéria hospedeira

Os plasmideos, com os genes que codifiprateinas recombinantes deshmania
(L.) chagas foram inseridos na bactéria receptoraEsaherichia coli, cepaBL21 DE3/pLysS
(Invitrogen) que possui resisténcia ao antibidtidoranfenicol. Os plasmideos conferem
resisténcia ao antibidtico ampicilina.

3.4.2- Preparo de células competentes

As bactériasEscherichia coli linhagem BL21 DE3/plysS néo transformadas, foram
cultivadas em meio LB liquido a 37°C, com agitag@d®@00 rpm durante 18 horas. Apds este pre-
in6culo, a cultura foi diluida em meio LB na progéo de 1:100 v/v até atingir a absorvancia de
0,6 a 600 nm. A suspensdo foi centrifugada a 5x0@0por 15 minutos a°@ e o sobrenadante
foi descartado. O sedimento (pellet) foi ressuspems solucdo tampéao Tris HClI 10 mM pH 8,0
contendo CaCl2 50 mM e colocado no gelo por 15utog A suspenséo foi centrifugada a
5.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadantddsprezado e o sedimento foi ressuspenso na
mesma solucao tampéao logo acima mencionada e aaéwnaglicerol a 15%. As bactérias foram
separadas em aliquotas e armazenadas em nitrdiggnim (Chunget al., 1989).

3.4.3- Transformacao bacteriana e preparo de estoga

O plasmideo contendo uma sequéncia de cDNA megpel pela proteina a ser expressa,
foi introduzido nas bactérias competentes, cresadaforme o item 3.4.2, atraves do métddo
choque térmico (Qiagen, 2003), para a posteriorresgdo de proteinas. As bactérias
transformadas foram cultivadas em uma incubadaraamitacéo orbital a 37°C por 18 horas em
condicOes estéries. Em seguida, as bactérias femmeadas em meio LB semi-soélido, com
adicdo dos antibidticos cloranfenicol e ampicili@@mo controle, foram preparadas placas com

bactérias competentes ndo transformadas (SambrBoisgel, 2001). Apds a transformacéo, foi
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feito um pré inoculo, em meio LB liquido com antibiotiqasnpicilina 50pug/mL e cloranfenicol
35ug/mL), utilizando uma colbnia da bactéria dispas placa. Posteriormente, foram retiradas
aliquotas da cultura adicionando o glicerol (15%) & armazenadas em nitrogénio liquido para

compor um banco de células transformadas.

3.4.4- Expressao de proteinas

A expressdo das proteinas foi realizada baseandwsprotocolo desenvolvido pelo
CPgGM/BA FIOCRUZ. O crescimento das culturasedeoli contendo o inserto codificante da
proteina recombinante deishmania chagasi (Lc9 ou Lc13) foi realizado através da utilizacdo
de pré-inoculos cultivados durante 16-18h, a 334, agitacdo de 200 rpm e na presenca de
ampicilina (50pg/mL) e cloranfenicol (35pug/mL). &stpré-indculos foram colocados em frascos
com meio de cultura LB (3L) na proporcdo de 1:100 com o0s antibiéticos anteriormente
citados e submetidos as condicdes de cultivo pebelecidas, até que suas absorvancias a
600nm alcangassem valores comprendidos entre @@l@nforme leitura em espectrofotdmetro
(Beckman, modelo DU 530). A inducdo ocorreu pelgéa de um analogo da lactose, IPTG
(Isopropiltiof3-D-galactosideo) em concentracdo de 1 mM de acwdoprotocolo operacional
previamente padronizado (GE Healthcare, 20003ultivo, para a expresséao, foi mantido por 4h
a 37°C. Apos este periodo, aliquotas foram retirguaaa andlise de desempenho da inducao
por eletroforese desnaturante descontinua em gelolilcrilamida a 12 % (Laemmli, 1970;
Schéagger & von Jagow, 1987).

3.5- Purificacdo dos antigenos recombinantes
3.5.1- Purificacédo da proteina Lc9
- Lise bacteriana para obtencédo da Lc9

Cada cultura foi centrifugada a 6.000 x g por 20utis a 4C. O sedimento bacteriano
foi ressuspenso em solucéo tampéo fosfato de fiimM pH 8,0 contendo NaCl 150 mM,
inibidor de protease PMSF (Fluoreto de fenil metilfonil) 1mM e lisozima 5 mM, seguindo a

relacdo de 1g de massa celular umida/10 mL de &oltgmpdo. O rompimento celular foi

realizado em sonicador Branson Sonifier 450, usar@$opulsos de ultra-som de trinta segundos,
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com um intervalo de dois minutos entre eles em tad gelo. O material rompido foi
centrifugado (6.000 x g, por 20 minutos, 3C} para separacéo do sedimento. O sobrenadante

foi armazenado erneezer a - 20 C para posterior purificacao.

- Purificacao por cromatografia de afinidade

Os extratos brutos contendo a proteina recombinanf foram fracionados por
cromatografia de afinidade por metal imobilizadMAIC) com a resina Ni-NTASuperflow
agarose (Qiagen), em coluna PD10. Utilizou-se uahac8o tampéo fosfato de sodio 20 mM
contendo NaCl 150 mM, pH 8,0 para equilibrar a eale uma solucao tampao eluente de igual
composi¢cao com acréscimo de imidazol 500 mM (Mepakp deslocamento das fracdes ligadas
a coluna (Qiagen, 2003). A medida que ocorria g&tuda coluna, fracdes equivalentes a 1mL,
foram coletadas para analise eletroforética e mhtacdo das absorvancias a 280 nm, que neste

ultimo caso, serviram para a constituicdo do perfimatografico.

- Purificacdo por cromatografia de exclusédo e pengicdo molecular (gel filtracéo)

As fracBes cromatograficas, isoladas pela cromafiegde afinidade e contendo a proteina
recombinante, foram submetidas a dessalinizacdndaosse uma solucdo tampédo Tris HCI
10mM pH 8,0 seguida da cromatografia em colunah&dgx G-25 (0,8/7,5 cm). A
cromatografia de excluséo e peneiracdo molecukpapativa, em uma coluna de Superdex 200
HR 30/10, foi efetuada em uma estacdo de trabadh®kthrmacia Biotech (HPLC/FPLC). A
eluicdo da amostra contendo a proteina recombitfi@infieita com uma solugéo tampéao Tris-HCI
50mM contendo NaCl 150mM, pH 8,0. Nesta mesma eolion feita a estimativa de peso
molecular da proteina na forma nativa a partir miprego de um conjunto de padrdes protéicos
de peso molecular conhecido (GE Healthcare). Acgéte das fracdes protéicas foi feita pelas
leituras das absorvancias a 220 nm e 280 nm dasnédls da coluna de filtracdo molecular (GE
Healthcare, 1993).
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3.5.2- Purificacéo da proteina Lc13

- Lise bacteriana para obtencéo da Lc13

Cada cultura do microorganismo foi centrifugada @6 x gpor 20 minutos a°€. O
sedimento bacteriano foi ressuspenso em solucguatairis HCI 50 mM, pH 8,0 e adicionado o
inibidor de protease PMSF a 1mM e a lisozima a 5 (tlylde massa celular imida/10mL de
solugcdo tampéo). O rompimento celular foi realizado um sonicador Branson Sonifier 450,
usando trés pulsos de ultra-som, durante trintargkgs, com um intervalo de dois minutos entre
eles e em banho de gelo. O material rompido foirifegado a 6000 x g por 20 minutos &Gt
para a separacao do sedimento. O sobrenadargadaado e o sedimento foi ressuspenso em
solucdo tampéao Tris HCI 50 mM contendo uréia 8 M,80, conforme protocolo usado para a
obtencdo de proteinas a partir de corpos de irmlus@lular (Ge Healthcare, 2000).
Posteriormente, estas amostras foram analisadasSP8FPAGE e depois armazenadas em

freezer a - 20 C.

- Purificagao por cromatografia de troca idnica

A amostra obtida apoés lise bacteriana foi subraediccromatografia de troca ibnica em
uma coluna poros HQ (0,25/10 cm) (GE Healthcare)@femL, a qual foi equilibrada com Tris-
HCI 50mM com uréia 4M. A proteina de interessedeslocada por meio de gradiente salino,
utilizando a solugéo tampéao Tris-HCI 50mM, NaCl Iikia 4 M, pH 8.0 (GE Healthcare, 2002;
Silva Jr., 2004 e Deutscher, 1990). A deteccaofrdades protéicas foi feita pelas leituras das
absorvancias a 220 nm e 280 nm (GE Healthcare,)1B98& etapa cromatogréfica foi efetuada

em uma estacao de trabalho da Pharmacia BiotedtQMHPLC).

3.6- Dialise das amostras

As fragBes cromatograficas isoladas, contendo t&ime recombinante, foram submetidas
a didlise em membrargpectra/Por comcut-off de 12-14000. A solucdo tampéao utilizada foi Tris
HCI 10mM pH 8,0, a qual foi trocada 3 vezes, a chtlaras, sob°A.
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3.7- Concentracdo das amostras

As fracdes cromatogréficas contendo a proteinadic9.c13, foram concentradas por

liofilizagao (liofilizador Labconco, modeloyph lock 1L).

3.8- Quantificacdo de proteina

A estimativa da concentracdo de proteina foi fd#aacordo com o método de Folin-
Lowry modificado, proposto por Petersenal.,1983, usando albumina de soro bovino (BSA)

como padrao.

3.9- Anélise da homogeneidade protéica

A homogeneidade das proteinas recombinantes suWaweais etapas de purificacdo foi

verificada por eletroforese em gel de poliacrileenen condigbes desnaturantes (SDS-PAGE),
em cuba vertical Mini Protean Il (Bio-Rad), seguridemmli (1970). Foram usados géis de
poliacrilamida e/ou solugcbes tampdes contendo ionalesmente glicina 12% ora tricina 10%
(solucéo catodica). Para a determinacdo do pesecuiat (PM) dos polipeptideos por SDS-
PAGE, foram utilizados padrdes de proteinas despesaeculares conhecidoBrpad range,
Bio Rad). As bandas eletroforéticas foram reveladas a solu¢cdo contendo agua: metanol:acido
acético (30:8:62, v/viv) e o coranBmomassie brilliant blue R 250 (0.2 g%) e descorado com a
solucdo de metanol: 4cido acético: agua (30:8:62y)v(Schagger and von Jagow, 1987; Silva
Jr., 2001).

3.10- Caracterizagdo dos antigenos recombinantes
3.10.1- Determinacao do ponto isoelétrico

As amostras protéicas foram submetidas a focalizésgielétrica, utilizando-spre-cast
(pré-moldados) géis de poliacrilamida apresentagrddiente de pH entre 3-9 (Phastsystem, GE

Healthcare). As amostras contendo as proteinasnt®oantes alvo foram reveladas com a

mesma solucdo do corar@eomassie Brilliant Blue R-250 supracitado. O ponto isoelétrico (pl)
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foi estimado utilizando uma curva de padrbesad (de amplo espectro) de pl e analisados pelo

programa computacional Image master.

3.10.2- Determinacao de peso molecular

O peso molecular das preparacbes contendo asraetetcombinantes, Lc9 e Lcl3, foi
determinado por cromatografia de exclusdo e peg@@renolecular em uma coluna Superdex 200
HR 10/30 usando-se como eluente a mesma soluc@ddafiiris-HClI 50 mM NaCl 150 mM pH
8.0) empregada no isolamento da fracdo recombina®eAs fragdes protéicas, assim como as
proteinas padrdes de pesos moleculares conhecidaacgio de PM 29.000 — 669.000, GE
Healthcare) foram detectadas pelas leituras dangdsoas a 220 nm e 280 nm. Uma solucéo do
corante Blue Dextran (PM 2.000.000) foi também sefisa & cromatografia em condicdo igual
as usadas para os antigenos alvo e as proteim@epado caso, além da determinacao d¥ y/
(volume de eluicdo/volume de excluséo), efetuowsedlculo de kK, (coeficiente médio de
distribuicdo)cujo valor é expresso pela relagdo abaixo:

(Ve- Vo) ! (Vi—V,), onde Vé o volume total da colunaed).

3.10.3- Caracterizagcédo imuno-quimica pokVestern Blot

As preparacdes purificadas dos antigenos recontem&e9 e Lc13, foram submetidas a
eletroforese desnaturante na presenca de tricirtd {®icina SDS-PAGE) e posterior
transferéncia para membranas de nitrocelulose @ipRpor meio de um eletrotransferidor
(BioRad), segundo Towbiet al. (1979). Apds a transferéncia, as membranas fiMaqueadas
com solucéo PBS (solucdo salina tamponada contdoska 7,0) contendo leite desnatado em po
a 5 % (Molico - Nestlé) por duas horas 37°C. As bramas entdo foram incubadas por uma hora
a 37°C com soro de cao positivo e negativo pasareniose, na diluicdo de 1:100 (v/v) com a
mesma solucdo tampéao de blogueio. As lavagens ffwiéas com solucdo de Tween 20 (0,05%)
em PBS ap0s cada etapa de incubagdo. Em seguidagrabranas foram tratadas com um
conjugado anti-lgG de céo, marcado com peroxidaseyma hora. Finalmente, as bandas foram
reveladas por reacdo com diaminobenzidina (Sigmermiial Co.) 0,01% em PBS e 0,003% de
agua oxigenada\poés, cerca de cinco minutos, a reacdo foi intepiden pela adicdo de agua

destilada.
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3.11- Ensaio imunolégico

3.11.1- Obtencédo do anticorpo secundario conjugadmm a enzima peroxidase

O conjugado anti-IgG de cdo marcado com peroxi@@s&-peroxidase) foi preparado
segundo a técnica proposta por Nakane e Kawao#]1@fllizando anticorpo contra soro de céao,
produzido em cabra, lote 0135N07, cedido pelo sé&insumos e conjugados (SEICA) do
Departamento de Reativos e Diagnosticos (DERED)Irdtituto de Imunobiologicos/Bio-
Manguinhos da FIOCRUZ.

Em uma etapa prévia a reacdo de conjugacdo, prwoseda reacdo de oxidagdo da
enzima peroxidase pelo meta-periodato de sodioQlaem meio aquoso. Nesta etapa, trés
aliquotas, de 5 mg cada, da enzima peroxidase §&SiGmemical Co.), foram pesadas e
transferidas para trés diferentes frascos, aos @uicionou-se 1 mL de agua destilada e a massa
correspondente de NajOde modo a obter as concentracoes finais de 0,06, MM e 0,2 M
deste sal, a fim de otimizar o conjugado a seizatlb neste ensaio imunolégico. As misturas
foram mantidas sob agitacdo, a temperatura ambipote20 minutos. Apos este tempo, as
amostras foram equilibradas, por didlise, contra golucdo tampéo acetato de sédio 1 mM, pH
4,4 e submetidas a cromatografia em SepHadéx25 (Colunas PD-10, GE Healthcare).

Para a reacdo de conjugacédo, cada uma das solcgdefndo a enzima peroxidase
oxidada foi misturada a 1 mL de suspensdao protématendo 10 mg da imunoglobulina (IgG)
anti-cdo. As misturas foram deixadas sob agitggdioduas horas, a temperatura ambiente. Apos
o tempo reacional, adicionou-se uma quantidadeoddrbto de sodio (NaB#)l (Sigma Chemical
Co.), de modo que a concentracdo final deste salcamla uma das amostras, fosse de 0,1M.
Apds homogeneizacgéo, as misturas foram mantidasnp® duas horas, a 4°C. Ao término da
reacao, as amostras foram eluidas com solucéo tefogi@to (PBS) 0,01M, pH 7,4, em colunas
PD-10 (GE Healthcare), para a troca do tampao eog@&m de compostos de baixo peso
molecular.

A concentracdo de peroxidase (HRP) e de IgG, assimo da IgG conjugada, nas
amostras obtidas foi calculada a partir da deteagdio das absorvancias a 403 nm e 280 nm,
respectivamente, em espectrofotdmetro (BeckmanglodaU 530). O célculo utilizado para a
determinacdo da concentracdo das referidas pretdbiarealizado conforme descrito por
Presentini e Terrana (1995), utilizando os valaegoeficiente de extincdo molar de 2,5 para a
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enzima peroxidase e 1,4 para a IgG, nos respectimogprimentos de onda, e considerando o
peso molecular (PM) da IgG igual a 150.000 e o RNHRP igual a 44.000.

As amostras de anticorpos conjugados foram tambeatisadas quanto a atividade
enzimatica, seguindo os parametros estabelecidoprocedimento descrito pelo fabricante
(Sigma), para o controle de qualidade da enzimazamdo o composto tetrametilbenzidina
(TMB), como substrato na reagcdo (Josephyal., 1982). Para a avaliagdo da atividade
enzimatica, cada uma das amostras de conjugadtildgda 1000 vezes com PBS 0,01 M, pH
7,4. Desta diluicdo foram adicionados 100pL ao meazional contendo, um volume final de 3
mL, preenchido com solucdo tampéao fosfato de pot@ss M, pH 6,0, &gua oxigenada e solucéo
de TMB, nas concentracdes finais de 10 mM, 60 M@ M, respectivamente. A variacao da
absorvancia a 652 nm (Ass2nn foi monitorada em um espectrofotdmetro (Becknmaodelo
DU 530), por dois minutos, a 20°C, para a detergdioaa cinética de reacdo. O branco reacional
foi elaborado a partir da adicdo de 100 pL de smuempéo fosfato de potassio 100 mM, pH
6,0, em detrimento da amostra.

No caso, por convencéo, a atividade enzimaticgéaatidade de enzima necessaria para
formar 1 mol do produto de oxidacdo do TMB por liib em 1 minuto. Desta forma, para o
calculo da atividade enzimatica foram utilizadosal®res numéricos d& Agsonm determinados
pela diferenca algébrica entre o dltimo e o primeialor de absorvancia obtidos no primeiro
minuto de reacdo, descontando-se a variacdo oblsepaa o branco reacional, o fator de
diluicdo da amostra e considerando o coeficientextiacdo molar do complexo formado a partir
da oxidacdo do TMB que neste comprimento de origaa a 3,9 X 16 M cm™*(Josephyet al,
1982).

Assim, para o calculo da mencionada atividade edtitian (A), utilizou-se a férmula:

M Aes2 nmda amostra) - Ass2 nmd0 branco)] x (3) x (fd)

(Ad) =
(3,9 x 19)x (0,1)
Onde:

3 = volume reacional, em mL;
fd = fator de diluicdo da amostra;
3,9 x 10 = coeficiente de extingédo molar do complexo formadpartir da oxidagéo do TMB e

0,1 = volume da solucéo contendo a amostra, em mL.
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3.11.2- Padronizagéo do ensaio imuno-enzimatico (ERA)

O desenvolvimento do ensaio de ELISA indireto faoicindo pela selecdo das
concentracdes do antigeno (Lc9, Lcl3) e do conugBe uma forma geral, 100 uL de uma
solucéo do tampéo carbonato e bicarbonato de §¢atlé M e 0,034 M, respectivamente, pH 9,6
contendo diferentes concentracdes do antigeno @@®, 300, 400 e 500 ng por pogo) foram
adicionados aos pocos da microplacapaéestireno (Microlon 600 fundo U Greiner) para
adsorcdo dos antigenos alvo. Apdés o periodo de 18 horas de incubacdo 4C4 foram
efetuadas 3 lavagens com PBS-T (solucdo tampaatdosie sédio 10 mM, NaCl 150 mM,
Tween 20 0,05%, pH 7,2) para a retirada do méateéia adsorvido. Foram entdo aplicados na
microplaca 100 uL dos soros controles (soro capiositivo e negativo para leishmaniose) e
soros testes diluidos na solucéo tampéo de dildg&mro/conjugado, a qual serve para blogueio
(1g albumina bovina, 100 mL soro bovino adulto,mdD PBS-T e 200 uL Katon CG biocida
completado para 1L com agua destiladgemscido de leite molico Nestlé a 2%).

As amostras (soros caninos) foram dispostas nagptacas, em triplicata, de forma que
a concentracdo do antigeno, a diluicdo do conjugadsolucdo tampdo sem soro (SS) fossem

todos avaliados visando a padronizagéo do ensaim exemplificado na figura 3.1.

Ag: Lc9 ng Ag: Lcl13 ng
1 2 3 4 D) 6 7 8 9 10 11 12
A CP CR CR CR CR CR CR CR CR CR CR CR
B cP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP
C CE CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP
D CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
E CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
F CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
G SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
H SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
5.000| 10.000 15.00020.000| 30.000| 40.000] 5.000 | 10.00( 15.000| 20.000 | 30.000 | 40.000
Diluicdo Conjugado Diluicdo Conjugado

Figura 3.1: Representacdo esquemética de um teditISA para a selecdo do titulo do antigeno eatjugado,
com as amostras controles. Onde: Ag: refere-seiac@ da concentragdo do antigeno (100 a 500/y); €ntrole

positivo, CN — controle negativo e SS — reagéo sanmo.

Apds um periodo de incubac&o de 30 min &G3Procedeu-se a uma nova lavagem com

PBS-T para a retirada do material ndo adsorvidtaretapa da reacdo. Em seguida, adicionou-se
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nos pocos da microplaca 100 uL das diluicbes dogugados anti-cado marcados com HRP (5,
10, 15, 20, 30, 40 mil vezes) e procedeu-se a agidpor 30 min a 8T. Uma nova lavagem,
com PBS-T, foi feita para a retirada do conjugado hgado. Continuando, foi adicionado, a
cada poc¢o da microplaca, 100 uL da solucdo contersithstrato (D, a 10%) e o cromégeno
TMB (Tetrametilbenzidina 1%, Sigma Chemical Cogtgrevelacdo do ensaio por 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Finalmanteac&o foi interrompida com a adicdo de
50 uL de acido sulfurico (($O;) 2M. As densidades 6ticas foram determinadas andb@ém um

leitor de microplacas (Tecan/Magelan).

3.11.3- Caracterizagdo de painel

Para a estimativa dos niveis de sensibilidadecédspeade e valores preditivos a partir
dos ensaios de ELISA, foram utilizados painéis oi®ss caninos (138 soros positivos e 119
negativos) disponiveis no laboratdrio, 0s quaisarfor caracterizados pelos critérios

parasitoldgico, clinico, epidemioldgico e sorolagidiferente do ELISA aqui padronizado.

3.11.4- Critérios de analise

Para a determinacdo da linha de cocte-¢ff), a qual € um valor discriminatério entre a
absorvancia obtida nos controles positivos e neggtifoi utilizado um painel de 56 soros
caracterizados como negativos por exame clinicogasjgalégico e sorologico. @ut-off foi
calculado a partir da média dos valores de DO dasst@ias negativas acrescido de trés vezes o
valor do desvio padrao destas amostras.

Os parametros sensibilidade, especificidade e esl@reditivos foram estimados de
acordo com Ferreira & Avila (2001), utilizando urabela de entrada dupla relacionando o
diagnéstico da doenca e o resultado do teste, gianpde o programa WIN EPISCOPE 2.0 (De
Blas et al., 2000). Os respectivos intervalos de confian€g, (tom grau de confianca 95% dos
testes foram calculados de acordo com De Blas §2000

A sensibilidade (S) do teste é dada pela porcenmtatge positivos detectados pelo teste
entre os individuos sabidamente doentes (verdadpositivos — VP). A especificidade (E), pela
percentagem de negativos, entre individuos naoteeegiverdadeiros negativos — VN). Um
resultado falso positivo (FP) acontece quando astmoé sabidamente negativa, porém

apresentou resultado positivo no teste. Ja umtaeufalso negativo (FN) acontece quando a
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amostra é sabidamente positiva, porém apresemtaggsgiva no teste. O valor preditivo positivo
(VPP) refere-se a probabilidade de ter a doengarssultado for positivo, enquanto que o valor
preditivo negativo (VPN) refere-se a probabilidaldendo ter a doenca quando o resultado for

negativo (Lira, 2005). Esses parametros foram oétados através das seguintes formulas:

S= VP/ (VP+FN) E= VN/(FP+VN)

VPP= VP/(VP+ FP) VPN= VN/(FN+VN)

Os resultados foram arbitrariamente expressos ehcei de reatividade (IR = DO
amostra/DOcut-off). O indice de reatividade foi utilizado como formda representar os
resultados por servir para uniformizar as leitieasventuais diferencas de placa para placa do
teste. Os IRs foram representados em grafico olg@do programa computacion&raphPad
Prismversao 3.0. O critério de positividade adotad@fwiforme descrito abaixo:

IR <1 - negativo
1< IR < 1,2 - indeterminado

IR > 1,2 - positivo
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4 — RESULTADOS

Os resultados apresentados abaixo dizem respegxpiessao, selecdo, purificacdo e
caracterizacao fisico-quimica, quimica e imunolégias proteinas recombinantes, Lc9 e Lcl13,
de Leishmania chagas. Como também ao ensaio imunoenzimatico (ELISA) zadlb com as

duas proteinas recombinantes individualmente.

4.1- Proteina recombinante déeishmania chagasi: Lc9

4.1.1- Eletroforese em gel de agarose

O plasmideo enviado pelo CPqGM/BA FIOCRUZ, relaaoim a proteina Lc9, foi
analisado por eletroforese em gel de agarose 0BYuré 4.1). A banda eletroforética
concernente ao DNA plasmidial linear, isto €, divgela acdo da enzima de restriBamHI ou
Kpnl, contendo o inserto dos genes codificantes daip@trecombinante Lc9, indicou o peso
molecular, equivalente a 4.300 pares de bases (8a#a4) enquanto que o plasmideo comercial
pRSETB adquirido da Invitrogen, quando clivado c@manzima BamHI, mostrou um valor de
cerca de 2.900 pares de bases (raia 2), portamseoto possui aproximadamente 1.400 pb,
tomando-se como base um padrdo de peso moleculéereras de niumero de pares de bases

(raia 1), simultaneamente, submetido a eletroforese

4.1.2- Expresséao da proteina

A verificacdo da expressdo da proteina recombinaoe foi feita por eletroforese
descontinua desnaturante em gel de poliacrilamizfé {Figura 4.2). Por este experimento
verificou-se que as amostras provenientes do ouleyE.coli transformada apds inducdo por
IPTG mostraram bandas eletroforéticas com PM aprado de 46000 relativas a Lc9 (raias 2 e
3, ver seta). No caso, estas bandas foram maissagedo que aquelas de mesma mobilidade

eletroforética observadas nas amostras de cultitesala inducao (raias 4 e 5).
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Pb

23.130
9.416
6.557

4.300

2.322
2.027

564

Figura 4.1: Eletroforese em gel de agarose do pteencodificante da proteina Lc9. Raia 1 - padeidralgmentos
de DNA com variacao de PM em termos de nimero despie bases na faixa de 23.130 a 564; raia Zmjdao
pRSETB “vazio” (auséncia do inserto codificante mtateina Lc9) linearizado; raias 3 e 4 plasmideRSEHTB

contendo o gene codificante da proteina Lc9, digetbm as enzimas de restri@mnHI e Kpnl, respectivamente.

1 2 3 4 5
PM - 1
195000 s

116000
95000

52000

Figura 4.2: Eletroforese desnaturante em gel dagrdbmida da proteina recombinante Lc9. Raiaphdrdo de
proteinas de pesos moleculares conhecidos (faixXiZ28@00 a 29000); raias 2 e 3 — lisadoEdeoli transformada
com plasmideo pRSETB/Lc9 induzida com IPTG por cad@ raias 4 e 5- lisado Becoli obtida antes da indugéo
com IPTG. A seta indica a banda referente a exfoeda proteina Lc9.
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4.1.3- Purificacdo e analise de homogeneidade daopgina

Apés a ruptura celular, o sobrenadante contendaoteipa recombinante Lc9, foi
submetido a cromatografia de afinidade por niqoeh @ resina NI-NTA (Qiagen) conforme
observado na figura 4.3.

A andlise eletroforética da fragédo eluida da coldeafinidade IMAC (18 mL — 24 mL,
figura 4.3) mostrou uma banda eletroforética indert®rrespondente a proteina recombinante
Lc9 situada na faixa de PM entre 58.000 a 38.04/a416 e 7, ver seta, figura 4.4).

Cromatografia por Afinidade
0,45
0,4 -
0,35 |
E 03
8 0,25 - Eluicdo com
o Imidazol
S 02 0,5M
c
S 0,15 1
2 01-
< 0,051
0 T T T T T T T T T T \‘J_T
0050 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Fragdes( (mL)

Figura 4.3: Cromatografia de afinidade por metadbitizado da frac@o sollvel decoli submetido a lise celular
contendo Lc9. A eluigdo foi, inicialmente, feitant@ solugdo tampémsfato de s6dio 20 mM NaCl 150 mM, pH
8,0 apds 17 mL seguida pela eluicdo com a mesrma&ptampédo contendo Imidazol 500 mM, pH 8,0. Adam
laranja indica a fragdo coletada no momento emogimidazol foi adicionado na coluna. A faixa emlandica o
conjunto das fracBes onde a Lc9 foi eluida (18 enP¥ e a faixa em verde indica o final da eluicaold9 (24 a 27
mL).

As fracbes (18-24 mL e 24-27 mL) provenientes dacé&b da coluna de afinidade e
contendo a proteina Lc9 foram reunidas, dialisadagbmetidas a cromatografia em Sephadex

G-25, a fim de retirar-se o excesso de ImidazobsAgsta etapa, as fracbes foram concentradas e
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submetidas a cromatografia de exclusdo e peneimagiecular (SEC) em coluna de Superdex
200 HR10/30. Dois picos principais foram observadodenominados de F4+F5 e F9+F10,
seguindo a ordem de eluicdo (Figura 4.5). Atrave@sekgtroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante 12%, destes dois picos principaigrats-se que a proteina recombinante Lc9

estava presente nas fragoes F4 e F5 (Figura 4a6,3& 4, ver seta).

1 2 .3 4 5 6 /

PM =g

1980007
120000"
98000

58000 h‘laﬂ- £ e i N —

38000

30000

Figura 4.4: Eletroforese desnaturante em gel dagdbmida das fracdes eluidas da cromatografiafinidade da
proteina Lc9 (Figura 14). Raia 1 - padrdo de pnateide pesos moleculares conhecidos (faixa de 098@2000);
raias 2 e 3 - extratos brutos celulares aplicadwms cencentragcbes diferentes (concentrado e diluidp 5
respectivamente); raia 4 - material de exclusaadjvda coluna de afinidade e raias 5, 6 e 7 cpoedem as
fragbes eluidas apds adicdo do imidazol 0,5 M, lzersal7-18 mL; 18-24 mL e 24-27 mL (Figura 4.3),
respectivamente. A seta indica a proteina Lc9 isadf por IMAC.
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—— Superdex 200 HR 10 30032:1_UV1_220nm— Superdex 200 HR 10 30032:1_Fractions
| — Superdex 200 HR 10 30032:1_UV2_280nm— Superdex 200 HR 10 30032:1_lInject

mAU

80C

600 /

40C
200
|
0 1 213 4 5 | 6 7 ‘8 9 1Q 11| 12] 13714 15716 | 17 m
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 gﬂ .
T f N° de tubos (fracGes)
F4 F5

Figura 4.5: Cromatografia de exclusdo e peneiragétecular em coluna Superdex 200 HR 10/30 da fracédo
contendo a proteina Lc9 isolada da cromatografiafdedade. A seta indica o pico que corresponde.c®

conforme dados da SDS-PAGE 12 % (Figura 4.6).
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PM
195000 “d

116000 o
95000

52000

36000

29000

Figura 4.6: Eletroforese desnaturante em gel dagdbdmida das fragbes isoladas da cromatograiactiusédo e
peneiracdo molecular da proteina Lc9. Raia 1 -gmde proteinas de pesos moleculares conhecidas? ratubo
ou fracdo 3, raias 3 e 4 - fracOes 4 e 5, res@eutnte e raias 5a 9 - fracdes 6 a 10, respeatinte. A seta indica

a Lc9 apos purificagdo por SEC.

As fragBes F4 e F5 eluidas da Superdex 200 foramdas e liofilizadas. O extrato bruto
e as fracOes resultantes das etapas de purifiddA® e SEC) podem ser vistos na figura 4.7.
A fracao final foi confirmada como sendo a Lc9 gua homogeneidade foi avaliada por PAGE-
SDS-Tricina 10%; uma banda principal com PM estiondd 48.000 (ver seta) foi detectada
(Figura 4.8).
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1 2 3 4
PM oo
195000 S
116000 F
-
95000 -
h-_

36000 © -
29000

: r——
20000 " -.

Figura 4.7: Eletroforese desnaturante em gel deag@oamida da fragdo sollvel decoli submetida a lise celular e
fragOes relacionadas a proteina Lc9. Raia 1 — Batdroteinas de pesos moleculares conhecidas? raiextrato
bruto celular, raia 3 fool de fragbes obtidas da cromatografia de afinidddéC) e raia 4 — Fracdo obtida da
cromatografia de exclusédo e peneiragdo molecule€)S
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Figura 4.8: Eletroforese descontinua desnaturamtegyed de poliacrilamida da proteina Lc9 purificaiaia 1 —
Padrédo de proteinas de pesos moleculares conhexidias 2 a 5 — Concentragfes diferede4c9 (0,7mg/mL;
0,35mg/mL; 0,175 mg/mL e 0,0875mg/mL), respectivarae

4.1.4- Quantificacéo protéica

A dosagem espectrofotométrica, referente ao métediin-Lowry modificado, foi
realizada para acompanhar o processo de purificaga&mncentracdo final estimada para a
proteina recombinante Lc9, foi de 0,7 mg/mL, sermmperada a massa de 10,5 mg (ver tabela
4.1).

Tabela 4.1: Etapas usadas no isolamento da prdte®ha suas concentracoes.
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4.1.5- Caracterizacao fisico-quimica da proteina
- Determinacao do ponto isoelétrico por Focalizacalsoelétrica em gel de poliacrilamida

Pela focalizagao isoelétrica em gel de poliacritbara 7%, usando-se um gradiente de pH
de 3-9, a fracdo contendo a Lc9 apresentou doimpaspelétricos (pl), um com pl de 6,43 (pico
1) e outro com pl de 3,99 (pico 2), quando anadigaelo programa computacioriailage Master
(Figura 4.9). A estimativa do pl foi feita em rédaca uma curva de calibracdo realizada com
padrbes de pl conhecidos (Figura 4.10).

[2]
[1]
0.70 —|
065
0.60 —|
Q 0.55
g 0.50 —| -
@ D495 o
O 040 —
@ 035 - »
¥ ps0
=
£ 025 A
= 020 —
o 015
0.10 —|
005
0.00

L LA L L L e
o.oo o2zo 040 080 o.80

Rf
579 Tmung |

Figura 4.9: Eletroforetograma e andlise densitdogtia focalizacéo isoelétrica em gel de poliagritka da fracéo

Lc9 purificada (pico 1) por dois processos cromafigos. Ponto isoelétrico estimado através daacdespadréde
pl (ver figura 4.10). O Rf refere-se a unidade ddbifidade.
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Figura 4.10: Curva de calibracdo para determindgdpontos isoelétricos (pl) feita a partir da aareletroforética
de padrdes de proteinas de pl conhecidos em galliderilamida. Padrabroad de pl de proteinas (GE Healthcare):
Amiloglicosidase — 3,5; Vermelho de metila (coram@&o protéico) — 3,75; Inibidor de tipinina — 4,595;
lactoglobulina A — 5,20; Anidrase Carbonica bovind®,85; Anidrase carbénica humana — 6,55; miogkhie
cavalo — 7,35; Lectinas — 8,15, 8,45 e 8,65 eitrqggnio — 9,30.

- Determinacao de peso molecular

O peso molecular nativo determinado para a fragétgipa Lc9 purificada foi estimado,
em cerca de 550.000 a partir de dados inerentea algicdo em uma coluna de Superdex 200
previamente calibrada com padrbes protéicos despasteculares conhecidos (Figura 4.11). Os

dados obtidos sdo mostrados na tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Peso molecular estimado da proteimamginante Lc9.

669.000
1,308 | 440.000 5,643 0,117
1,503 | 200.000 5,301 0,191
1,629 67.000 4,826 0,239
1,767 43.000 4,633 0,291
1,905 29.000 4,462 0,344
1,220 | 549.540| 5,742 0,083

y = -5,1069x + 6,1698
R? =0,9741

¢ Kav
— Linear (Kav)

0 01 kav 02 0,3 0,4

Figura 4.11: Curva de calibracdo feita a partielécdo de proteinas padrdes de pesos moleculambgados na

coluna de excluséo e filtracdo molecular em Supe20é.

- Caracterizacdo Imunoquimica porWestern Blot

A analise da fracdo Lc9 feita pdMestern Blot, isto é, SDS-PAGE seguida de
eletrotransferéncia e imunorevelagcado, mostrou dhamslas reveladas através de reacdo com o
soro de cdo naturalmente infectado peishmania (Figura 4.12, raia 2). A principal delas, ou
melhor, aquela que apresentou maior intensidadmijecorrespondeu a um peso molecular de,
aproximadamente, 44.000 quando comparado com aacédigrde proteinas padrbées de PM
conhecidos pré-coradas, igualmente eletrotransferil outra banda correspondeu a um
polipeptideo cujo PM estimado foi da ordem de 3808hda por este experimento foi
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constatado que nenhuma banda foi detectada nasifitcabadas com soro de cédo controle

negativo para leishmaniose (raia 4).

PM
195000
116000

95000

52000

q
36000

29000

20000

Figura 4.12: Eletroforese desnaturante em gel diagotamida na presenca de tricina seguido de onewvelacéo
apos eletrotransferéncia para membrana de nitloseliy/Mestern blot) da proteina Lc9 purificada. Raias 1 e 3 -
proteinas padrbes de pesos moleculares conhedidi@s;2 - Lc9 incubada com soro de cdo positivo para
leishmaniose e raia 4 - Lc9 incubada com soro decoétrole negativo para leishmaniose. A seta adiprincipal

banda revelada.

4.2- Proteina recombinante dé eishmania chagasi: Lc13

4.2.1- Eletroforese em gel de agarose

O plasmideo enviado pelo CPgGM/BA FIOCRUZ relacdma proteina Lcl3, foi
analisado por eletroforese em gel de agarose @igur3). A banda eletroforética referente ao
DNA plasmidial linearizado, isto é, clivado peléagas enzimas de restricBamHI ou Xhol,
contendo o inserto que codifica a proteina recoamten Lc13, indicou o peso molecular,
equivalente a 6.000 pares de base (raias 2 e 3nowrse como base um padrdo de peso
molecular em numero de pares de bases do DNA I)ai® plasmideo comercial pBK-CMV
adquirido da Stratagene, apresenta cerca de 4lh(Q#bganto o inserto possui aproximadamente
1.500 pb.
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Figura 4.13: Eletroforese em gel de agarose do plasmideo lioedificante da proteina Lc13. Raia 1 - padréo
fragmentos de DNA com variacdo de PM em termos(oeeno de bases na faixa de 23.130 a 564; raia8 2 e
pBK-CMV contendo o gene codificante da proteina3,cdigerido com as enzimas de restrig@@mnHI e Xhol,

respectivamente.

4.2.2- Expresséao de proteina

A expressado da proteina recombinante Lc13, é dédprde hexapeptideo de histidina e
produzida como corpo de incluséo feita por SDS-PAféErealizada da mesma forma da Lc9,
ou seja, com inducao por IPTG por 4 horas.

A proteina Lc13 é expressa na forma de corpo desac. O tratamento feito com PMSF
e lisozima gerou um sedimento, apos centrifugagée,foi lavado com a solucédo tampao Tris
HCI 50mM e novamente centrifugado. Os sobrenadasttédos apos a lise foram guardados,
para posterior andlise em SDS-PAGE. O sedimentsavez, foi solubilizado com a solugéo
tampéao Tris HCI 50 mM contendo uréia 8 M, pH 8,dighira 4.14 mostra os dados relacionados
ao sobrenadante (raia 1) e a fracdo soluvel olajids o tratamento do sedimento com a uréia
(raia 2). A seta mostrada na figura 4.14 indicaaada eletroforética correspondente a proteina
Lcl3, com PM aproximado de 88.000, que mostra urtensidade muito grande na amostra

tratada com o agente caotrépico (raia 3).
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Figura 4.14: Eletroforese desnaturante em gel diagutamida, representando o teste de localizatdgroteina
Lcl3. Raia 1 - padrdo de proteinas de pesos malesulconhecidos; raia 2 - sobrenadante obtido t jolar
sedimento de expressao e raia 3 -amostra refe@entesmo sedimento lavado e tratado com uréiagtiesdo). A

seta indica a proteina super-expressa.

4.2.3- Purificacéo e analise da homogeneidade dagpeina

Apés a ruptura celular, o extrato bruto, conteadbcl3 solubilizada com solugdo de
uréia concentrada, foi submetido & cromatografipet@iséo de troca aniénica (IEX) em coluna
Poros HQ. Das fracdes observadas na figura 4.¥naapa fracdo 2 que corresponde ao pico
principal a 220 nm, apresentou banda eletroforé&ara peso molecular préximo ao esperado

para a Lcl3.
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Figura 4.15: Cromatografia de troca anibnica (Pd#@) dos corpusculos de inclusdo contendo a prateéi3,
solubilizados com uréia. Os picos em azul, mostaaatsorvancia a 220 nm e em vermelho a 280 nm. éfdey

esta representado o gradiente salino. A setadradfcacdo em que a Lc13 foi eluida.

A fracdo F2, referente a Lcl13, eluida da coluna®etQ, foi reunida e liofilizada. O
pool das fracdes contendo a proteina Lc13,0btidas Xaftit analisada por eletroforese em gel
de poliacrilamida Tricina 10% em concentracfesréiftes para avaliacdo da homogeneidade da

proteina (Figura 4.16, ver seta).
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Figura 4.16: Eletroforese da proteina Lcl3 parcalt® purificada (cromatografia de troca i6nica)iaRa- Padréo
de proteinas de pesos moleculares conhecidos2raiaaia 5 — Concentracdes diferentes de Lcl3 (@réin

1,8mg/mL; 0,9 mg/mL e 0,45mg/mL, respectivamemedeta indica a Lc13 parcialmente purificada.
4.2.4- Quantificacao protéica

A concentracdo final estimada para a proteina rbownte Lcl3, pela dosagem
espectrofotométrica usando-se o método Folin-Lovioy, de 3,6 mg/mL, sendo no caso

recuperada a massa de 18 mg (ver tabela 4.3).

Tabela 4.3: Etapas usadas no isolamento da prdteilr®e suas concentracoes.
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4.2.5- Caracterizacao fisico-quimica da proteina

- Determinacao do ponto isoelétrico por Focalizacalsoelétrica em gel de poliacrilamida

Pela focalizagao isoelétrica em gel de poliacritbara 7%, usando-se um gradiente de pH
de 3-9 e padrdes de pl conhecidos (Figura 4.10rausstanteriormente), a Lcl3 apresentou

ponto isoelétrico de 6,42 quando analisada pelgrpmal mage Master (Figura 4.17).

0.70 —
0.es o
0.60 —
0.55 4
0.50 —
045 o
0.40 —
035 o
0.30 —
0.25 4
0.20 —
0148 ~o
0.10 —
0.05 o
0.00 ||||||||I||||'||‘||||
000 020 0.40 0680 080

Diffuse Density

Rf

T

Figura 4.17: Eletroforetograma e analise densitdo#étia focalizacao isoelétrica em gel de poliaatila da fracédo
Lc13 purificada. Ponto isoelétrico estimado atrad@surva de padréte pl (figura 4.10).

- Determinacao de peso molecular

O peso molecular nativo determinado para a fragg@téica Lcl3 purificada (F2) foi
estimado, aproximadamente, em 282.000 a partimdegdinerentes a sua eluicdo. Esta foi feita
da mesma forma que para a Lc9, em uma cromatoglafexcluséo e peneiracdo molecular em
coluna Superdex 200 e com a eluicdo de padroesiqgrstde pesos moleculares conhecidos.
Seguindo o0 mesmo modelo da tabela 4.2, os valares\{e/\VVO, PM, log PM e Kav da proteina
Lc13, foram 1,38; 281.838; 5,45 e 0,14, respecteram
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- Caracterizacdo Imunoquimica porWestern Blot

A analise da fragdo Lcl13 (F2) feita pela técnieadestern Blot, isto €, SDS-PAGE
seguido de imunorevelacdo mostrou duas bandasadagehtravés de reagcdo com o soro de cdo
naturalmente infectado pdreishmania (Figura 4.18, raia 2, ver seta). A principal delas
melhor, aquela que apresentou maior intensidadmidecorrespondeu a um peso molecular de,
aproximadamente, 80000 quando comparado com a gamrde proteinas padroes de PM
conhecidos pré-coradas, igualmente eletrotransferil outra banda correspondeu a um
polipeptideo cujo PM estimado foi da ordem de 40@.0Rinda por este experimento foi
constatado que nenhuma banda foi detectada nasifitabadas com soro de cdo controle

negativo para leishmaniose (raia 4).

My 12 3 4

195000
116000
95000
— le
52000

36000

29000 |
20000

6500

Figura 4.18: Eletroforese desnaturante em gel diaguitamida tricina seguido de imunorevelacdo apos
eletrotransferéncia para membrana de nitrocelyMgstern blot) da proteina Lc13 purificada. Raias 1 e 3 - padrdes
de proteinas de pesos moleculares conhecidos? ralal3 incubada com soro de céo naturalmentetade por
Leishmania e raia 4 — Lc13 incubada com soro de cdo contredgtivo para leishmaniose. A seta indica a ppaici

banda revelada.
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4.3 - Padronizacao do ensaio imunoldgico com os &ggnos protéicos Lc9 e Lcl3

4.3.1- Avaliacdo do anticorpo secundario quanto soacentracdo de peroxidase e de IgG

Os produtos da conjugacdo, obtidos a partir de tréncentracbes diferentes de
metaperiodato (Nal§) empregadas, foram avaliados de acordo com aelaplar HRP/IgG e
guanto a atividade enzimatica. Para isso, foralizadios os valores obtidos para as absorvancias
a 403 nm e a 280 nm que estdo apresentados na tahelConsiderando os valores de PM de
IgG (150.000) e de HRP (44.000), determinou-sere@aracdo de HRP e IgG, bem como a

razdo molar entre estas proteinas, no materialigadp conforme mostrado na tabela 4.5.

Tabela 4.4: Valores de absorvancias determinadd83anm e a 280 nm para os produtos

conjugados.

Conjugado 1: Anti-cdo-HRP (0,05M Najf® conjugado 2: Anti-cao-HRP (0,1M NaJOe conjugado 3: Anti-cao-
HRP (0,2M NalQ).

Tabela 4.5: Relacdo molar (HRP/IgG) obtida paraamm®stras conjugadas referentes a trés

concentracoes diferentes de NalO

Os resultados obtidos para a atividade enzimaticeodjugado preparado usando-se trés

concentracaoes diferentes de Na$@o descritos na tabela 4.6.
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Tabela 4.6:- Atividade enzimatica do conjugadalpaido

0,102 mmol x mL x min-.

0,075 mmol x mL x min™.

0,057 mmol x mt x min™.

Desta forma, foi selecionado o conjugado produadoartir da reacdo com 0.05M de
NalO, para a ativagao da enzima HRP, por apresentai@a nazao molar HRP/IgG e a maior
atividade enzimatica conforme mostrado nas taldetas 4.6. A concentracéo final do conjugado
bruto foi de 0,92 mg/mL.

4.3.2- Padronizacao do ensaio imuno-enzimatico (EER)

Na padronizacdo do ELISA buscou-se a melhor cdragio do antigeno recombinante
em conjunto com a melhor diluicdo do conjugado. gb&ficos abaixo evidenciam os dados
obtidos na padronizacao do teste de ELISA paragndistico de leishmaniose, utilizando-se os
antigenos Lc9 e Lcl3, frente a soros caninos posit{Figuras 4.19 e 4.21) e soros caninos
negativos (Figuras 4.20 e 4.22). A partir da arafjobal dos graficos (absorvancias de valor
proximo a 1,0 — soro positivo e igual ou menor k-9,soro negativo) foram selecionadas as
concentracdes de 300 ng para ambos antigenosefasrisdicativas) e diluicbes do conjugado de
1:10.000 v/v (Lc9) e 1:20.000 v/v (Lc13), a padé sua concentracdo original de 0,92 mg/mL.
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Padronizacdo ELISA Lc9
Soro controle positivo
2,20
2,00 -
1,80 Diluico do
1,60 | Conjugado
1,40 - —e—5.000
£
£ 1201 l —=—10.000
2 —a—15.000
S 1,00
< —o—20.000
0.80 —%—40.000
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 T T T T T
0 100 200 300 400 500
Massa antigeno/ng

Figura 4.19: Andlise dos valores de absorvancergdra amostra de soro de cao controle positive [pehmaniose
reativo a proteina Lc9. A seta indica a concentratgiantigeno Lc9 e o titulo (diluicdo) do conjugadlecionados

(300 ng e 10.000, respectivamente).

Padronizacéo ELISA Lc9
Soro controle negativo
0,18
0,16 Diluig&o do
Conjugadc
0.14 1 —e—5.000
E 0121 —=—10.000
o
@ ~415.000
Q 0107 —6—20.000
0.08 4 —%—40.000
0,06 -
0,04 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Massa antigeno/ng

Figura 4.20: Andlise dos valores de absorvancistdra amostra de soro de cao controle negativol@iarananiose
com a proteina Lc9. A seta indica a concentracdantigeno Lc9 e o titulo (diluicdo) do conjugadtesienados

(300 ng e 10.000, respectivamente).
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Padronizacdo ELISA Lc13
Soro controle positivo

2,40 +
2,20 -
2,00 + Diluigéo do
1,80 | Conjugado

—e—5.000
1,60 +

—=—10.000
1,407 —4— 20.000
1,20 1 l —o—30.000
1,00 - —%— 40.000
0,80 -

O

0,60 4 o —)
0,40 4

0,20 \ \ \ \ \
0 100 200 300 400 500 600

DO 450nm

Massa antigeno/ng

Figura 4.21: Andlise dos valores de absorvanciagdra amostra de soro de cédo controle positivo lpa@lamaniose
reativo a proteina Lcl3. A seta indica a conceéttage antigeno Lcl3 e o titulo (diluicdo) do coajm

selecionados (300 ng e 20.000, respectivamente).

Padronizagdo ELISA Lc13
Soro controle negativo
0,30
0,28 4
0,26 1
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£ 020 ] ——5.000
c —=—10.000
S 0,18 A
© —4— 20.000
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’ —*— 40.000
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0,08 1 / T3
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Figura 4.22: Analise dos valores de absorvancigdra amostra de soro de cédo controle negativol@iatananiose
com a proteina Lc13. A seta indica a concentragdantigeno Lc13 e o titulo (dilui¢do) do conjugaetecionados

(300 ng e 20.000, respectivamente).
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4.3.3- Determinacéo da linha de cortec(it off)

A linha de corte qut-off) foi determinada a partir de um painel de 56 seaiidamente
negativos para leishmaniose canina, isto é, de caeacterizados por exame clinico,
parasitoldgico e soroldgico por RIFI e ELISA (contigenos naturais, diferente do aqui testado).
Perante este painel foram estabelecidas as lirdhasrte (Figura 4.23, linhas em vermelho) para
0s antigenos recombinantes individualmente. Ogesldas linhas de corte (média + 3 desvios-
padrao) calculados foram de 0,26 (Lc9), e 0,28 3).c1

Célculo da Linha de Corte ( Cut Off)

0.36
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> >
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24 e,
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e® A,
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A, 4
AAAAA
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AA, AAAA
AA A
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0.02+
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Lco Lci3

Média = 0,110 Média = 0011
Desvio Padrdo = 0,050 Desk@drdo = 0,057
Cut Off Estimado = 0,260 Cut Off Estimado = 0,280

Proteinas Recombinantes

Figura 4.23: Andlise dos valores de absorvancialarn dos soros caninos negativos para leishmanisados na
obtencdo do calculo da linha de corte. Em vermélhnostrada cada uma das linhas de corte para &&na®

recombinantes (Lc9 e Lc13).
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4.3.4- Desempenho do ensaio

Apés a definicdo da linha de corteuttoff), as proteinas alvo, Lc9 e Lcl3 foram
desafiadas em um imuno-ensaio ELISA perante a unelpde 138 soros de cdes com ifeccao
natural porLeishmania e 119 soros de caes negativos para a leishmainitakzando 257 soros,
todos caracterizados por diagnostico clinico, alagico e sorolégico. O mesmo painel de
soros foi testado para as duas proteinas, sob smanecondi¢cdes. Os dados obtidos atraves das
leituras de absorvancias a 450 nm foram transfoosadh valores de indice de reatividade (IR)
(Figura 4.24). Os resultados com IR menores quddtdn considerados negativos enquanto
agueles com valores superiores a 1,2 foram comsldsr positivos. As amostras que
apresentaram valores de IR entre 1,0 e 1,2 (20%aadio limite para IR negativo), foram

consideradas indeterminadas, por estarem na zosegdeanca.
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ELISA Recombinante
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Figura 4.24: Valores de indice de reatividade,dustia partir da raz&o entre a DO do soro e a D&idoff (ambas
a 450 nm), de soros caninos diagnosticados pdagitamente e testados no ensaio com proteinag La43. As
linhas cinzas indicam o limiar de positividade deacdes (IE>1,2) e a zona de seguranca do testen{tB 1,0 e
1,2).
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Para os calculos dos indices de sensibilidade esplecificidade, assim como os valores
preditivos, a partir dos dados obtidos por ELISAapam numero total de 257 amostras (138
positivas e 119 negativas) desafiadas com as doésinas recombinantes isoladas foi usado o
programa estatisticdMin Episcope com um intervalo de confianca de 95%s tabelas abaixo
mostram o0s resultados da andlise de sensibilidesjeecificidade e os valores preditivos do
ELISA com as proteinas recombinantes. O ensaio &@moteina recombinante Lc9 apresentou
sensibilidade de 100% e especificidade de 95,0%R#se VPN foram, respectivamente, 95,8%
e 100% (Figura 4.25); enquanto que 0 ensaio comtaipa recombinante Lc13 apresentou uma
sensibilidade de 95,7% e uma especificidade de?®X6m VPP e VPN de 93% e 94,8%,

respectivamente (Figura 4.26).

J[E'J Diagniostic Test Bvaluation #1 - |0] x|
|~ Input of DATA:
Level of
Disoats Confidence:
Yes Mo Total 90 %
+ |138 06 144 ﬁ 95 %
Tesi _ oo 113 113 :g;ﬁ%
%4
Total 138 119 257 ~ 995 %
i RESULTS:
% Lower LimUpper Lim
Sensitivity 100,000 | 100,000 | 100000
Specificity 94 958 91,027 98.889
Predictive Yalue + 95.833 92.570 99.097
Fredictive Value - 100,000 | 100,000 | 100000

Figura 4.25: Valores estimados para os indicesedsilslidade, especificidade e valores preditivasapo ensaio

com a proteina recombinante Lc9. Quadro obtidordgramaWin Episcope 2.0.
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WE| Diagnostic Test Evaluation 22 N =ET
Input of DATA:
Level of
Dichsag Confidence:
Yes Mo Total gp %
+ (132 10 112 + 95 9%
Test = 06 109 115 (" 975 %
e " 99 %
Total 138 119 257 - 99.5 o
RESULTS:
% Lower LimUpper Limn
Sensitivity 95 hh2 92,250 99 055
Specificity 91,597 86,612 96.581
Predictive Yalue + 92 958 88.749 97 166
Predictive Value - 94 783 90,718 98.847

Figura 4.26: Valores estimados para os indicesedsilslidade, especificidade e valores preditivasapo ensaio
com a proteina recombinante Lc13. Quadro obtidprdgramaiin Episcope 2.0.
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5 — DISCUSSAO

Com o advento da tecnologia do DNA recombinantased#scobertas sobre promotores e
repressores do genomalkgeherichia coli tornou-se possivel o desenvolvimento da clonagem de
genes de interesse e a manipulacdo da express@ootdénas. O sistema de expressao de
proteinas heterélogas dascherichia coli, mais comumente usado, é baseadopeon lac. A
inducdo da expressao € obtida pela adicdo de ulmgande lactose sintético e ndo degradavel, o
isopropil tiof3-D-galactosideo (IPTG), o qual se associa a prateipressora (Lacl) e promove 0
desacoplamento dessa proteina do promotor, pedwmitque a RNA polimerase realize a
transcricdo do gene de interesse (Sambebak, 1989; 2001). Assim, a expressdo de proteinas
submetidas a clonagem tornou-se uma abordagemcedseara, por exemplo, a producéo de
proteinas alvo e a insercdo génica de uma cdagrespecifica (p.ex. tetra ou hexapeptideo de
His) ao gene principal codificante, facilitandowificacdo de proteinas através da cromatografia
de afinidade. Esta tecnologia permite acelerar stides funcionais e estruturais das
macromoléculas produzidas a partir da tecnologi®Né recombinante utilizando plasmideos
bacterianos (Buget al., 1994).

Neste trabalho, os plasmideos contendo os gend&antes de proteinas recombinantes
de Leishmania chagasi, foram cedidos pelo Laboratorio de Patologia e IBtervencédo (CPqGM
— FIOCRUZ). As proteinas Lc9 e Lcl3, foram testacta®o antigenos em um provaké de
imunodiagnéstico baseado em ELISA. Tal escolhdésieada na avaliacdo da expressdo génica
de dois diferentes plasmideos contendo os antigemasicos de interesse. Inicialmente, este
estudo, extensivo a um grupo maior de proteinasefiido protozoéario, foi feito no aludido
laboratério, culminando com a verificagdo da comigiede polipeptidica das proteinas
produzidas e a estimativa de seus pesos molecylareSDS-PAGE. Nossa competéncia foi
reavaliar tais resultados e estendé-los a luz @sasocondi¢cdes de cultivo celular, expressao
génica e purificacdo protéica determinantes dailidade do uso de Lc9 e Lc13 como possiveis

antigenos para o diagndstico soroldgico por ELI8Aeishmaniose canina.
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5.1- Expresséao e purificacao das proteinas

Os plasmideos pRSETB e pBK-CMV contendo os inseglasionados as proteinas Lc9
e Lcl13, respectivamente, apos clivagens adequamasenzimas de restricdo forneceram, em
cada caso, apos andlise eletroforética (Figurase44.13), bandas polinucleotidicas com
intensidades significativas e correspondentes coiineero de bases nitrogenadas esperado para
o plasmideo com e sem inserto. As seqiéncias gaseétios plasmideos que codificam as
proteinas Lc9 e Lc13 sdo maiores que a sequénsipldsmideos sem inserto. Desta forma, os
plasmideos estavam em condi¢des apropriadas para ssados nas transformagdes bacterianas.

Visando uma maior rapidez no processo de expregaica, inicialmente, produzimos
lotes sementes de bactérias transformadas paraerarmaento.

A expressao génica das bacterias transformadakoresm duas proteinas, sendo uma
delas, Lc9, obtida na forma “soluvel” e outra oatith forma “insolavel”, Lc13. Esta ultima,
recuperada na forma de um precipitado (sedimeftejlientemente, denominado corpo de
inclusdo. A purificacdo da proteina recombinant® fai feita, inicialmente, por cromatografia
de afinidade com a resina NI-NTA. Esta escolha tosu pelo fato da referida proteina possuir
cauda de histidina (hexapetideo de histidina) rmapsrcdo amino-terminal e tal peptideo, por
conta de suas cadeias laterais imidazodlicas, it@dafle quimica por niquel. A proteina Lc9 foi
recuperada a partir da eluicdo da coluna de afieideom uma solucdo tampao contendo
imidazol 500 mM tendo em vista esta substanciagnte na cadeia lateral da histidina, prover o
deslocamento da proteina alvo por competicdo (Ghltitmre, 2000). De acordo com a
sequéncia de aminoécidos fornecida pelo Dr. Ger@itamo (CPqGM) a Lc9 apresenta um peso
molecular estimado de 44.000 (SDS-PAGE), valor ipnOxdaguele estimado neste trabalho na
média de 46.000 por idéntica técnica. Tal result&adanificativo levando em consideracéo que
o erro do referido método eletroforético € de d#é%, desde que ndo estejam envolvidas
proteinas ou polipeptideos com grupamentos progg(glicoproteinas e outras), proteinas com
pl em pH muito extremos, ou ainda apresentandospexugeculares muito baixos (Silva Jr.,
2001). A necessidade do uso de uma outra técnioparativa para a purificacdo da proteina Lc9
foi ditada pela ainda consideravel heterogeneigaditica da preparacdo desta macromolécula
isolada por cromatografia de afinidade. No cas@rapriedade desta proteina ser eluida na
cromatografia de filtracdo em gel logo apds o vauwte exclusdo da coluna de Superdex-200,
deu margem a uma melhor separagédo dela de outt&$n@as contidas na referida preparacéo. A

analise eletroforética (SDS-PAGE) subsequente iédtida que a segunda etapa de purificacéo
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foi eficiente desde que a complexidade polipeptidia preparacédo agora obtida diminuiu, ou
melhor, a homogeneidade de Lc9 passou a ser rgaificativa conforme pode ser demonstrado
pela analise comparativa entre os perfis eletrttm® concernentes as raias 3 (apés IMAC) e 4
(ap6s IMAC+SEC) da figura 4.7. Inclusive a aplicacé@ eletroforese desnaturante (Figura 4.8)
de quantidades variadas da fracdo Lc9, isolada epd@wis estagios de purificacdo, serve para
demonstrar a apreciavel homogeneidade da protsiwlada. Assim, a preparacdo de Lc9
proveniente dos dois passos cromatogréaficos segumousada nos estudos sorolégicos por
ELISA.

De acordo com o trabalho inicial sobre a Lc13pfpilo grupo do CPqGM- FIOCRUZ, a
mesma apresenta-se como corpo de inclusdo e suénse foi inserida no plasmideo pBK-
CMV, o qual ndo possibilita a expressdo de umaaaledhistidina. Deste modo o processo de
extragdo e purificacdo deste antigeno recombinsegeiu metodologia distinta daquele usado
para a Lc9. Assim, ap0s a ruptura celular, a pratécl3, teve sepellet de expressao tratado
com uma solugcédo tampado contendo uréia 8M, comorisiogpela metodologia afim, ja que a
mencionada proteina recombinante apresenta-selilstdda. Foi realizado entdo, um teste de
localizacdo (solavel e/ou insolubilizada) da progeialvo, por intermédio da eletroforese
desnaturante (Figura 4.14). Neste caso foi posdemionstrar-se que a proteina Lc13 estava no
material sollvel proveniente do tratamento comenggcaotropico.

Antes da etapa de purificacdo cromatografica da3Lédi realizada uma dialise em
solucdo tampéo Tris HCI 10 mM visando a retiradaudga. Tal retirada do agente caotropico
causou uma nova insolubilizacdo da proteina LcE3tdforma a purificacdo cromatografica da
Lc13, na forma sollvel, s6 foi conseguida na presele uréia.

A primeira opcédo de purificacdo em uma coluna POREP foi referendada pelo
significativo poder de resolucao protéica da cramafia acelerada de troca idntica por perfusao
guando usa como desenvolvedor da coluna um sistlemeluicdo baseado em um gradiente
salino (Silva Jr., 2004). Neste caso, a Lc13 foidad com solu¢do tampéo Tris HCI 50mM NacCl
1M contendo uréia 4M pH8.0, a fim de manter a pnateem estado soluvel. A verificacdo da
homogeneidade da fracdo Lc13 isolada por cromédtagta troca anidntica feita por eletroforese
desnaturante na presenca de tricina (Figura 4dEhonstrou uma melhoria na purificacdo da
proteina (comparar figura 4.16, raias 2-5 com fgdrl4, raia 3). A atual homogeneidade foi

considerada satisfatoria para os fins desejados.
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5.2- Caracterizacéo das proteinas recombinantes

A focalizagao isoelétrica determina o ponto iéb&lo de uma proteina. Nesta técnica
eletroforética as proteinas migram até encontrar piin no meio eletroforético que seja
correspondente ao seu ponto isoelétrico (Silva001).

A determinacdo do ponto isoelétrico da Lc9 feita focalizacdo isoelétrica em gel de
poliacrilamida, indicou dois valores (pl 6,43 e 3,9esultantes de duas bandas eletroforéticas
significativas observadas. Assumindo-se a seqUé&eiaminoacidos da proteina em questéo,
obtida através do registro de patente destas pastefornecida pelo CPqQGM/FIOCRUZ, sem
levar em conta aspectos conformacionais da mesnreste contexto, usando o programa
computacional Expasy / Protein BLAST (http://blashi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), foi encontrado
um pl da ordem de 5,57. Isto sugere que a bandefeletica (pl 6,43) deve ser relativa a
proteina Lc9. A outra banda eletroforética obseav§al 3,99) pode ser decorrente de um
contaminante protéico, ou, até mesmo, um arteftyoéorético, tendo em vista que Lc9
analisada por dois outros métodos eletroforéti&R3SPAGE eMestern Blot), mostrou sempre
uma banda principal de PM estimado por SDS-PAGE31600 e outra banda bem fraca por
ambas eletroforeses, sugestivo de uma ligeira conégao protéica na preparacao final de Lc9.
Cumpre ressaltar que, aforaMestern blot, a revelacdo para as duas outras eletroforesesH1E
PAGE e SDS-PAGE) empregou 0 mesmo coraotenassie brilliant blue como revelador de
bandas protéicas.

No caso da proteina Lcl3 somente uma banda elsitofa de pl igual a 6,42 foi
observada na focalizacao isoelétrica. No casopestao esta muito distante do calculo teérico do
pl (pl 5,63) feito para este antigeno usando o mgsrmgrama computacional acima e levando
em conta as mesmas consideracdes feitas anteri@;mérgue agora para a Lc13.

A cromatografia de exclusédo e peneiracdo moleculam tipo de cromatografia liquida
onde o0s solutos séo separados em funcdo do birfomia - peso molecular. Desta maneira,
permite estimar o peso molecular de uma amostitg&ipap a partir da construcdo de uma curva
de calibracdo de PM e pode ser usada apos o pimpaaso purificativo (Pessoa Jr. e Kilikian,
2005; Silva Jr., 2004).

Pela cromatografia de exclusdo e peneiracdo malecuima técnica ndo desnaturante
diferente do SDS-PAGE, o peso molecular da fragatéga Lc9 purificada mostrou um valor
aproximado de 550000. Provavelmente, porque enfasu® nativa, a Lc9 deve apresentar-se

em uma forma multimérica. Tal fato € comum a mydtageinas, servindo como exemplo o caso
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da proteina enzimatica aldolase que apresenta nioa ¢adeia polipeptidica de peso molecular
estimado por SDS-PAGE de 38000, enquanto por cuografta de exclusdo e filtracédo
molecular seu PM é da ordem de 155000, desde gseanforma nativa ela € um “tetramero”
contendo quatro subunidades protéicas ou cadeigeidicas idénticas (Davison, 1968). A
determinacdo do peso molecular para a fragcdo peotécl3 purificada mostrou um valor
aproximado de 282.000, também por cromatografieextdusdo e peneiracdo molecular. A
principio, baseando-se nestes valores pode-seidedue a Lc9 possui, aproximadamente, 12
subunidades ou cadeias polipeptidicas, ja que sso molecular determinado por SDS-PAGE
foi de 44000. Da mesma forma, a Lcl3 (PM 88000 $DS-PAGE) possuiria cerca de 3
subunidades.

Os resultados obtidos pW@estern Blot evidenciaram que as proteinas recombinantes Lc9
e Lcl13 foram reativas ao anticorpo anti-leishmansando como meio a deteccado eletroforética.
Em ambos os casos, duas bandas eletroforétican fesseladas imunologicamente, sendo uma
delas de maior intensidade tanto para a Lc9 comaacl3. A visualizacdo destas duas bandas
sugere uma degradacdo por hidrélise (proteases)yeopode ter ocorrido pelo degelo das
amostras. A fim de comprovar tal fato, poderia sergerido a realizagdo de um teste de
estabilidade de tais proteinas recombinantes. Nenem a banda principal revelada, constatou
ser os polipeptideos relacionados a cada protevidala equivaléncia das bandas reveladas por
corante (SDS-PAGE) ou imunologicamentesgern blot).

Os métodos eletroforéticos aqui usados serviranbéamcomo meios de se constatar o
grau de pureza ou a homogeneidade das preparacéescas finais isoladas de ambos
antigenos, Lc9 e Lcl13. Neste contexto, pode-semaggtar a favor da consideravel pureza de

ambas preparacdes protéicas, 0 que valida os n¥¢odaregados em seus isolamentos.

5.3- Ensaio imunologico (ELISA)

O teste de ELISA apresenta uma o6tima alternativdiagnostico da leishmaniose canina,
devido a sua facilidade de padronizacao, possaoidde diagndstico em grande escala, melhor
leitura e interpretacdo dos resultados quando cadpa com outros testes sorolégicos. No
entanto, a sensibilidade e a especificidade de wspendem diretamente do tipo de antigeno
utilizado (Boarino.et al. 2008). Os testes de ELISA, que utilizam antigdmosos, apresentam
muitas limitagbes devido aos parametros sensididida especificidade (Gontijo e Melo, 2004).

Neste trabalho foi utilizado uma variante da tégme ELISA denominada ELISA-indireto, que
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prevé a captura antigénica seguida da reacdo cticorgo especifico. A reacdo é revelada
através do uso de um segundo anticorpo marcadantenzima (peroxidase) dirigido contra o
primeiro anticorpo presente no soro positivo (ampos de cdo paida chagasi). No caso a acao
da oxidorredutase, sobre 0 substrato 4gua oxigesdideonado, gera oxigénio que por sua vez
oxida um segundo composto presente no meio rea¢ibhtB) conduzindo-o do estado incolor
para o estado colorido (azul), que, finalmente,ne@io acido forte apresenta-se de cor amarela.
Tal técnica permite a discriminacdo qualitativa ale®stras (positivo/negativo), pois na auséncia
de anticorpos contra as proteinas Lc9 e Lcl3 no eor teste, ndo ha reatividade devido a
lavagem das espécies quimicas néo fixadas. Aagdz de antigenos recombinantes especificos
do géneraLeishmania, ensejam uma melhoria na sensibilidade e na dspeaie do ELISA,
fatores determinantes da escolha desta técnica cma®um teste consistente no proposito do
diagnostico da leishmaniose em questéo (Alves elBedua, 2004).

A padronizacao inicial do ELISA com antigenos reborantes dd_eishmania chagasi
(Lc9 e Lc13) contou com a utilizacdo de dois samstroles, sabidamente, um soro positivo e
outro soro negativo, segundo andlises parasit@pgiénica e sorologica (RIFI e ELISA com
lisado bruto do parasito). Deste modo, pode-séelsteer as melhores condicdes de reatividade
no ELISA em fun¢do de um compromisso entre a cdragdo do antigeno (300 ng) a ser fixada
e a diluicdo do conjugado (1:10000 v/v para Lc920000 v/v para Lc13) (Figuras 4.19 — 4.22),
tendo-se em conta que a diluicdo do soro canin@feviamente, definida.

O indice de reatividade foi utilizado como umanfa de representar os resultados por
servir para harmonizar as leituras de absorvarmaitidas. Ele foi calculado através da relacéo
entre as leituras de absorvancias obtidas das amastricas testadas pelo valor da linha de corte
(cut-off) estimada. Cut-off € um valor de corte do teste, sendo calculadata da média dos
valores negativos. Para facilitar, adotamos umut@lmais simples para ter um valor g off
por placa, ou seja, um valor ajustado para cadzg@ioeda placa. A linha de corte foi estabelecida,
utilizando-se um fator fixo de absorvancia (0,280escido da média das absorvancias de cada
amostra, funcionando como uma ferramenta para riaaims resultados falsos positivos e falsos
negativos, levando-se em conta eventuais difereteptaca para placa do teste.

A sensibilidade do teste € dada pela porcentagepositivos detectados pelo teste entre
os individuos sabidamente doentes. A especifieidgpéla percentagem de negativos, entre
individuos ndo doentes. Um resultado falso posidgontece quando a amostra é sabidamente
negativa, porém apresentou resultado positivo sie.tda um resultado falso negativo acontece

guando a amostra € sabidamente positiva, poréraageese negativa no teste (Lira, 2005).
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O desafio das proteinas alvo, Lc9 e Lcl3, com ogbaie soros caninos no ELISA,
mostrou valores de indice de reatividade altos phyans soros caracterizados como negativos
(Figura 4.24), gerando alguns resultados falsogipos Estes resultados foram vistos com as
mesmas amostras séricas, destacando-se trés vatoremaior discrepancia entre os demais,
tanto no ensaio com a Lc9 como no ensaio com a ,LoikBcando, assim, ser alguma
caracteristica presente no material sérico e nd@ntigenos utilizados no ensaio.

A andlise dos resultados do ELISA de cada proteicambinante Lc9 e Lcl3 evidenciou
gue, tanto em relacdo ao indice de sensibilida@@%lversus 95,7%)como de especificidade
(95,0% versus 91,6%), os melhores resultados foram consegui@oa p primeira das duas
supracitadas proteinas (Figuras 4.25 e 4.26). Ussapdovaveis causas pode ser decorrente da
preparacdo de Lc9, ser mais homogénea do que arpcép de Lcl3. Desafortunadamente, tanto
as eletroforeses desnaturantes (Figuras 4.8 e d4sEn como os resultados destern blot
(Figuras 4.12 e 4.18) nao foram suficientes parastetar tal hipdétese. Em todas estas
eletroforeses € percebido uma banda principal ecamtaminante ou um pequeno numero de
contaminantes (Lc13, Figura 4.16, raia 2). O fad.d9 possuir untag poliHis, ao contrario da
Lc13, facilitou a sua purificacdo, sem levar emtaogue um outro passo de purificacdo foi
empregado para fornecer uma preparacdo desteramtigggs homogénea. No caso de Lcl3 pode
ser sugerida a introducdo de uma nova etapa déicpgéio a fim de se tentar obter uma
preparacdo ainda mais homogénea na tentativa deoraelos indices de sensibilidade e
especificidade.

Os dados de sensibilidade e especificidade aufepdm os antigenos recombinantes Lc9
e Lcl3 foram satisfatérios, ainda mais realcados pa9, uma vez que o0s atuais testes
disponiveis no mercado com antigenos naturaisdflisdo parasito) apresentam valores de
especificidade e sensibilidade ligeiramente supesioa 90% conforme preconizado pelo
Ministério da Saude. Cumpre ressaltar ainda quedes realizados por Scalomeal., em 2002,
com a proteina recombinante deshmania, o rK39 (uma kinesina, como a Lc9), em ELISA
canino, mostrou indices de sensibilidade e espatifie de 97% e 98%, respectivamente,
evidenciando assim que nossos resultados de detmlbi e especificidade, principalmente os
referentes a Lc9, estdo condizentes com a literaiantifica.

Os resultados apresentados nesta dissertacao gastigos do uso, principalmente de
Lc9, como um forte antigeno candidato ao desenwerto de um novo teste de ELISA para o
imunodiagnéstico da leismaniose canina. Nao saieagbossibilidade futura também, da analise

imunolégica de uma quimera (feita por manipulac@oética), envolvendo ambos antigenos
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guimicamente associados (Lc9-Lc13) no intuito dplémentar um teste mais eficiente no

diagnéstico da leishmaniose canina.



70

6 — CONCLUSOES

Por fim, os estudos efetuados neste trabalho pexmitchegar a um diagndstico
conclusivo de que:
1 - Os processos de purificagdo utilizados peramtiobter preparacdes protéicas (Lc9 e Lcl3)
com homogeneidades adequadas ao ensaio imunofirgicosto.
2 - A deteccdo imunoldgica dos antigenos (Lc9 ) pkla técnica dé/estern blot (SDS-PAGE
seguido de revelacdo imunoldgica) corroborou ososladbtidos, pela mesma técnica
eletroforética, quando a revelacgéao foi feita pelantecoomassie brilliant blue.
3 - Os antigenos recombinantes séo especifiche slgnania chagasi.
4 - O antigeno Lc9 (sensibilidade 100%; especiidal95%) apresentou melhores resultados que
o antigeno Lc13 (sensibilidade 96%; especificid2@is).
5 - Ambas proteinas recombinantes sdo potencidigeaos alvo que podem ser usadas no

desenvolvimento de ensaios sorologicos baseado ¢BAE
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7 — PERSPECTIVAS

Como estudo futuro pretende-se:

1 - Avaliar o antigeno Lc9 em outros testes, taim@ o teste imunocromatografico (teste
rapido). Uma vez que o Lc9, apresenta-se como ui@ dandidato antigénico para ELISA.

2 - Sugerir a introducdo de uma nova etapa deigagdo para Lcl3, a fim de se obter uma
preparagdo mais homogénea, na tentativa de melhosarindices de sensibilidade e
especificidade.

3 - Outros antigenos recombinantes ldechagas ainda serdo analisados e testados em

diagnostico para LV.
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