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RESUMO

Neste trabalho foram selecionados trés antigenos através da técnica de Phage
Display para o imunodiagndstico da Leishmaniose Visceral Canina. Estes antigenos
tiveram os DNAs extraidos e sequenciados. O clone que apresentou a maior reatividade
frente ao pool de soros de cdes com leishmaniose visceral foi sintetizado através da
sintese quimica em membrana de celulose e na sua forma soltvel, purificado e sua
massa confirmada através de espectrometria de massa. Este peptideo
(TTDDDKLKKTLTYRS) foi avaliado em ensaios de ELISA do tipo indireto e em
ensaios de Spot frente a soros de cées positivos e normais para leishmaniose visceral
canina. Nao se detectou reatividade imunoenzimatica dos soros avaliados frente a este
peptideo sintético. Outros dois peptideos selecionados também foram sintetizados em
membranas de celulose e avaliados. Estes peptideos foram capazes de serem
reconhecidos apenas por soros de animais positivos para leishmaniose visceral. A
possibilidade de estes peptideos serem usados em ensaios de ELISA como Kits de
diagnostico para leishmaniose visceral canina sera verificada apos a sintese soluvel

destes.



1. INTRODUCAO

As leishmanioses séo infec¢des parasitarias amplamente distribuidas pelo mundo e
caracterizam-se pela infec¢do de fagdcitos mononucleares por protozoarios do género
Leishmania. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima uma incidéncia global
anual de 500 mil casos. Em todo o mundo, a Leishmaniose Visceral (LV) é considerada
uma das doengas parasitarias mais importantes e emergentes (Tesh, 1995).

Na América Latina, a LV, também conhecida como calazar, tem como agente
etiologico a Leishmania (Leishmania) chagasi (Laison & Shaw, 1987) e é transmitida
pela picada das fémeas infectadas do flebotomineo Lutzomya longipalpis, popularmente

conhecido como “mosquito — palha”.

As manifestagdes da LV em humanos sdo variadas e inespecificas e incluem
febre irregular de longa duracéo, perda de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
anemia, leucopenia, epistaxe, debilidade progressiva, dentre outros. Quando ndo tratada
a tempo, geralmente evolui para a morte em conseqiéncia do estado clinico do paciente
(Alencar & Neves, 1982).

Os reservatorios da doenca estdo limitados a um grupo especifico da familia
Canidae, sobretudo cédes e raposas, podendo ainda envolver outros animais como
reservatorios secundarios, como os marsupiais (Cabrera et. al., 2003). O cdo é o mais
importante reservatorio quando se considera a forma zoonotica da doenca (Moreno &
Alvar, 2002). Este animal é responsavel pela manutencdo do parasita nos focos
endémicos e, conseqlientemente, é considerado um alvo estratégico no controle da
enfermidade. Recentemente, foi notificado um caso de LV felina em gato doméstico
(Felis catus) em uma area nao-endémica (Savani et al., 2004), entretanto, o papel do

gato como reservatdrio da doenca ainda nao foi completamente esclarecido.

No Brasil, a LV, antes de ocorréncia restrita a areas rurais ou peri-urbanas,
encontra-se hoje em plena expansao e urbanizacéo nas cidades de grande e médio porte,

tornando-se assim, preocupacao para 0s 6rgdos de Saude Pablica (Silva et al, 2001).

Desde o0 ano de 1992, a regido Metropolitana de Belo Horizonte tem sofrido
expansdo da LV (Michalick, 1992) com crescente nimero de casos humanos e caninos.
A proximidade entre as habitacbes, a alta densidade populacional, a grande
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susceptibilidade da populagdo a infeccdo e o grande nimero de cées infectados tém

contribuido para a répida expansao dessa enfermidade no ambiente urbano.

Apesar da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ser um processo patoldgico
amplamente estudado, ainda ndo se obteve éxito no campo da terapéutica. N&o existe
uma droga especifica contra a doenca no cdo, por isso o tratamento dos animais
infectados vem sendo realizado com os mesmos farmacos utilizados para o tratamento
humano. Porém, esse tratamento ndo é capaz de curar totalmente o cdo. Ha apenas uma
diminuicdo de sua capacidade infectante para o inseto, mas ele, o cdo, continua sendo

um reservatorio da doenga (Gradoni et al., 1987 e Guarga et al., 2000).

Nos caes, a apresentacdo clinica da LV é consequéncia de interagdes complexas
entre 0 parasita e a resposta imune do hospedeiro (Santos-Gomes et al, 2002). Assim
sendo, os caes, assim como 0s humanos, apresentam sintomatologia clinica variada, que
vai desde aparente estado sadio, até grave estado terminal (Ciaramella et al, 1997).
Entretanto, a maioria das infec¢des sdo assintomaticas (Badaro et al, 1996 e Marty et al,
1992)

Tal diversidade de sintomas clinicos e o grande nimero de animais infectados e
assintomaticos, tornam o diagnéstico clinico da LVC uma tarefa dificil, o que faz com
gue os exames complementares sejam de fundamental importancia (Ferrer et al., 1995;
Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999 e Blavier et al., 2001).

Atualmente, os métodos diagndsticos utilizados apresentam sensibilidade e
especificidade que dependem do tipo de antigeno utilizado, do tempo de infeccdo, da
carga parasitaria, e da resposta imune do hospedeiro. H4 um grande niimero de testes
com resultados falso-positivos e falso-negativos. A especificidade dos testes soroldgicos
também é comprometida quando sdo utilizados em areas em que o cdo sofre de
Leishmaniose Tegumentar ou Doenca de Chagas, pois se observa elevada reacdo
cruzada nestes testes (Ferrer et al., 1995 e Mancianti, Pedonese & Poli, 1996). Todos
esses fatores acarretam taxas de infec¢Bes subestimadas e, consequentemente permitem

a manutencao de animais infectados nas areas endémicas.

O diagnéstico parasitologico realizado em caes, através da puncéo de liquidos de
medula 6ssea e linfonodos, é também muito utilizado, mas causa grande sofrimento ao

animal por ser um método invasivo e muito rustico. Em muitos casos faz-se uso de
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anestésicos acarretando maior trabalho e maiores custos financeiros Além disso, a
identificacdo dos parasitas em esfregacos depende de treino, experiéncia e habilidade do
examinador (Ayali & Baneth, 2001).

Os métodos diagndsticos para LV canina, principalmente em éareas endémicas,
sdo ainda insuficientes e inadequados ao quadro de expansdo da doenca (Fisa et al.,
2001), o que justifica a pesquisa para obtencdo de Kits padronizados e busca por novos e

melhores antigenos.

A expressdo de peptideos na superficie de fagos, Phage Display, apresenta uma
nova perspectiva na busca de novos antigenos para o imunodiagnostico de varias
doencas. E uma técnica que pode ser muito Gtil no diagndstico, principalmente no que
se refere a especificidade do teste. Esta técnica permite a selecdo de peptideos que sdo
expressos na superficie de fagos filamentosos, através da especificidade individual a

uma molécula alvo e de uma ligacéo de alta afinidade. (Yu & Smith, 1996).

Essa estratégia tem se mostrado mais eficiente do que outras técnicas devido aos

resultados de sucesso na pesquisa clinica e biomédica (Santamaria, 2003).

A principal vantagem desta técnica é a ligacéo direta que existe entre o fendtipo
e 0 gendtipo do fago e a possibilidade de crescimento da avidez entre molécula alvo e
ligante Assim, é possivel selecionar epitopos ou mimotopos com potencial para serem
usados como antigenos em imunodiagnostico, utilizando-se, neste caso, soros de cées
comprovadamente infectados com L. chagasi como fonte de selecdo para os fagos de

interesse.

Classicamente, os testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos sdo baseados
no uso de antigenos brutos e purificados. Diante dos problemas tais como reacdes
cruzadas e baixa sensibilidade utilizando-se estes antigenos, os peptideos sintéticos
abriram novo campo e perspectivas para o diagndstico de varias parasitoses, baseados
na deteccdo de anticorpos e antigenos circulantes. A imitacdo quimica de antigenos
oferece varias possibilidades para o diagndéstico de infec¢cbes num contexto mundial, ja
que esta estratégia € menos onerosa, mais simples e Gtil para testes em larga escala e, na
maioria dos casos, mais especifica e sensivel, adequando-se perfeitamente a condicao
atual dos paises em desenvolvimento que sofrem inimeras enfermidades (Noya et al.,

2003).
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Juntamente com o Phage Display, a técnica de Sintese quimica de multiplos
peptideos em membranas de celulose (Spot Synthesis) representa uma metodologia
complementar e alternativa para a identificacdo de muitos epitopos e mimotopos
(Hohne et al., 1993; Ferrieres et al., 1998; Liu et al., 1999). Ela permite a localizacdo da
regido ligante (epitopo selecionado por Phage Display) e a identificacdo de residuos
essenciais para esse reconhecimento (Choulier et al., 2001). Um grande nimero de
peptideos pode ser sintetizado e testado simultaneamente para identificar e caracterizar

os sitios de ligacdo de interesse.

Os resultados da combinagdo das técnicas de Phage Display, Sintese quimica
solivel de peptideos e Spot Synthesis poderdo ser de grande utilidade no que diz
respeito a implantacdo de novos e especificos diagnosticos sorolégicos que irdo
contribuir para o controle da LVC assim como para o levantamento epidemiolégico

desta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- O agente etioldgico e morfologia:

No Brasil, 0 agente causador da Leishmaniose Visceral é um protozoério da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania e da espécie
Leishmania (Leishmania) chagasi.

As espécies do género Leishmania apresentam-se, basicamente, sob trés tipos
morfoldgicos: amastigota, promastigota e paramastigota. As formas amastigotas sdo
parasitas de células do sistema fagocitario mononuclear (SMF) de vertebrados; as

demais formas sdo encontradas no trato digestivo dos flebotomineos.

2.2- Ciclo Biologico e transmissao:

A Leishmaniose visceral é transmitida pela fémea do flebotomineo Lutzomya
longipalpis. Ao picar um animal infectado pra exercer o repasto sanguineo, 0 inseto
ingere, juntamente com o sangue, células do SMF, leucécitos e macrofagos parasitados
com as formas amastigotas. No tubo digestivo dos insetos, estas se multiplicam e
transformam-se em promastigotas, adaptando-se as novas condi¢es fisiologicas
existentes. No esbfago e faringe, estas sofrem uma nova transformacédo para a forma
paramastigota. Posteriormente, estas formas diferenciam-se em promastigotas
extremamente ageis, as promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes.

Desta forma, o ciclo se completa quando, 0 inseto, ao exercer novamente o
repasto sanguineo sobre um hospedeiro ndo infectado - homem ou céo - inocula as
formas promastigotas metaciclicas, que sdo fagocitadas por células do SMF. Para
adaptacdo as novas condicdes fisioldgicas intracelulares existentes, as promastigotas
transformam-se rapidamente em formas amastigotas. Quando os macréfagos estdo
densamente parasitados, rompem-se colocando em liberdade as amastigotas que serdo

fagocitadas novamente por outros macrofagos.

2.3- Epidemiologia:

A Leishmaniose Visceral apresenta amplo espectro epidemioldgico no mundo,
ocorrendo em vastas areas tropicais e subtropicais do globo. Esta amplamente
distribuida nas Américas, desde a Argentina até aos Estados Unidos (Grimaldi, et al.,

1989). E considerada endémica em 87 paises (21 no Novo Mundo e 66 no Velho
12



Mundo), com cerca de 90% de casos notificados em paises subdesenvolvidos como
Brasil, Bangladesh, india e Suddo (Monteiro et al., 1994). Pode apresentar-se como uma
Zoonose Ou antroponose.

No Brasil, a LV é considerada uma zoonose e hd uma ocorréncia anual de dois a
trés mil casos (WHO, 1990). A doenca apresenta aspectos geograficos, climaticos e
sociais diferenciados, em funcdo da sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (WHO, 2003).

O Brasil registra 90% de todos os casos de LV que ocorrem no continente
Americano. A regido Nordeste do Brasil é a que possui 0 maior niamero de casos (89%),
seguido da regido Sudeste (6%), regido Norte (4%) e finalmente regido Centro-Oeste
(1%) (Monteiro et al., 1994).

Belo Horizonte é considerada, atualmente, zona endémica de LV (Alves &
Bevilcqua, 2004). O municipio convive, desde 1993, com uma epidemia de calazar
humano e canino. Nos ultimos anos, o numero de casos humanos e caninos de LV tem
crescido, indicando um aumento na transmissdo da doenga (Silva, et al., 2001).

Embora fosse considerada doenca de areas predominantemente rurais,
recentemente a LV tém-se estabelecido em areas urbanas ou peri-urbanas, onde o vetor
encontra condicOes ideais para a manutencdo do seu ciclo de vida (Caldas et al., 2001).
Com a emergéncia da doenca nas areas urbanas, a LV assumiu importante papel na
salde publica (Marzochi et al., 1994).

Do ponto de vista epidemioldgico, a leishmaniose canina tem sido considerada
mais importante do que a doenca humana, visto que tem maior prevaléncia e muitos
animais assintomaticos de areas endémicas apresentam parasitos na pele (Marzochi et
al., 1985). A constante presenca de cdes infectados também contribui para o
alastramento da doenca durante as migracdes de pessoas para areas nao endémicas
(Arias et al., 1996).

Um outro fator que contribui para a alta prevaléncia da leishmaniose nas
populacdes é que as medidas de controle eliminam apenas cdes soropositivos, e ndo
todos os cdes infectados, pois a maioria dos cdes doentes ndo apresenta sintomas
clinicos (Moreno & Alvar, 2002).

O controle da LVC ainda é feito através da eliminacdo dos cdes infectados
(Alencar, 1961), devido a ineficacia na terapéutica desta enfermidade. No Brasil, 0
controle consiste, juntamente com o sacrificio de animais, na ado¢do de medidas de
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protecdo individual em cdes (uso de coleiras impregnadas com Deltametrina a 4%), no
tratamento dos casos humanos e combate ao vetor, utilizando-se inseticidas residuais

nos domicilios.

2.4- Patogenia da LVC

Na LV canina, assim como em todas as doencas parasitarias, fatores especificos
dependentes do hospedeiro e do parasita determinam o desenvolvimento dos
mecanismos patogénicos da doenca e das lesGes. A apresentacdo clinica da doenca, ou
seja, a capacidade do animal desenvolver ou ndo a doenca, é conseqliéncia de interacdes
complexas entre o parasita e a resposta imune do hospedeiro (Santos-Gomes et al.,
2002), o que faz com que os cées apresentem sintomatologia clinica variada.

Diante da grande variacdo de sintomas clinicos, Marcianti et al. (1998)
propuseram que os caes portadores da infeccéo fossem classificados em:
 Assintomaticos: caes aparentemente saudaveis, sem sintomas ou sinais clinicos;

* Oligossintomaticos: cdes que apresentam perda de peso moderada, lesdes de pele
discretas e linfoadenomegalia;

« Sintomaticos: caes que apresentam varios sintomas graves da doenca, como
dermatopatias (perda de pélos, dermatite furfuracea e Ulceras), onicogrifose,
ceratoconjuntivite e rigidez dos membros posteriores.

Ainda segundo os autores, cerca de 60% da populacdo canina infectada nao
apresenta sintomas evidentes, sendo o restante, em sua maioria, casos pré-patentes, cuja
infeccdo pode ou ndo evoluir para a fase patente.

Apo6s a inoculacdo dos parasitas pelos flebotomineos na pele de cées
susceptiveis, a maioria € eliminada por fatores do complemento, enquanto outros
sobrevivem usando diferentes estratégias (Mosser & Rosenthal, 1993; Peters et al.,
1995; Dominguez & Torafio, 1999). No segundo caso, em alguns animais hd o
desenvolvimento de resposta imune adequada especifica e controle da infeccéo,
enquanto que em outros ha disseminacdo dos parasitas da pele para os linfonodos, o
baco e medula dssea e destes 6rgdos, para todo o organismo (Ferrer, 2002). O periodo
de incubacdo da doenca é extremamente variavel, podendo ser de alguns meses até anos
(Marzochi et al., 1985; Ferrer et al., 1995; Nelson et al., 2001).

Dentre os sintomas da LV canina, as alteracbes dermatoldgicas sdo as mais
comuns (Ciaramella et al., 1997; Ayali & Baneth, 2001; Reis, 2001; Ferrer, 2002; Lima
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et al., 2003; Amusategui et al., 2003; Solano-Galego et al., 2004). O pélo torna-se
opaco e surge alopecia, que em conjunto com a onicogrifose e edema das patas, sdo 0s
sinais clinicos mais evidentes. Alguns animais doentes também podem apresentar outros
sintomas como febre, coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, perda de peso,
hiperceratose, despigmentacdo, ulceracdes cutaneas particularmente no focinho, nas
orelhas e na ponta da cauda, ceratoconjuntivite e uveite. (Deane & Deane, 1955°;
Cunha, 1938; Alencar, 1959; Genaro et al., 1988). Alguns ainda podem desenvolver
uma lesdo especifica no local da inoculacdo das formas promastigotas, o chamado
cancro de inoculagéo.

Apos as alteracBes cutaneas, o sintoma clinico mais comumente descrito na LV
canina é a linfoadenomegalia, seja local ou generalizada (Ayali & Baneth, 2001; Reis,
2001; Ferrer, 2002; Lima et al., 2003; Amusategui et al., 2003; Solano-Galego et al.,
2004). A onicogrifose € um sinal marcante da doenga canina, sendo observada em cerca
de 25% dos cdes com LV (Ciaramella et al., 1997). Alguns autores atribuem a
onicogrifose a acdo do parasita na matriz ungueal (Lestoquard & Donatien, 1938, citado
por Genaro, 1993) e outros a auséncia do desgaste natural das unhas devido a apatia do
cao nos estagios mais avancados da doenca (Marzochi et al., 1985).

Em casos mais graves de envolvimento visceral generalizado, geralmente
observa-se atrofia muscular com paresia das patas posteriores e/ou perda de peso que
geralmente estdo associadas a anorexia e outros sinais clinicos como depressdo e
poliuria (Ferrer, 1989). Nestes estagios mais avancados da doenca, é possivel observar,
ainda, um quadro de disfuncdo renal relacionado as elevadas concentracbes de
imunocomplexos circulantes de IgM e IgA e a deposicdo destes nos glomérulos
(Margarito et al., 1998; Mancianti et al., 1989). A resisténcia do hospedeiro esta
associada com a ativacdo seletiva e diferenciacdo da células efetoras T helper (TH)
CD4+ do tipo TH1, que secretam um padrdo de citocinas especificas, entre elas, IL-2 e
IFN-y (Grimaldi & Tesh, 1993). Os animais infectados apresentam uma diminui¢do no
nivel de células TCD4+ em comparacao a cdes normais (Moreno & Alvar, 2002).

A presenca das formas amastigotas nos 6rgaos provoca resposta inflamatoria,
inicialmente com predominancia de neutréfilos e eosindfilos, que sdo seguidos por um
grande namero de macrofagos. Os linfocitos sdo observados posteriormente, com a

progressao da doenca, a inflamacéo se torna tipicamente granulomatosa (Ferrer, 2002).
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Ocasionalmente, a amiloidose grave pode ser encontrada no baco, figado e rins de cdes
acometidos.

Diversas sdo as alteragcdes bioquimicas e hematoldgicas ja relatadas em cdes
naturalmente ou experimentalmente infectados, dentre elas, podemos citar: anemia
normocitica normocrémica, elevacdo das proteinas totais do soro, diminuigdo de ferro,
aumento de fibrinogénio plasmatico e ceruloplasmina. As alteracfes bioquimicas estdo
relacionadas ao aumento da resposta humoral policlonal, que origina disproteinemia,
traduzida por um aumento das proteinas séricas totais com hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia (Cardoso & Cabral, 1998; Genaro, 1993).

Em um estudo realizado na cidade de Montes Claros, MG, verificou-se que
todas as racas de caes, incluindo os sem raca definida, se infectam. Dentre as racas, oito
se mostraram mais susceptiveis a infeccdo: Dalmata, Weimaraner, Boxer, Husky

Siberiano, Pastor Belga, Fox Terrier, Dogue Aleméo e Cocker. (Franca-Silva, 1997).

2.5- Imunodiagnostico canino:

O diagnostico presuntivo da LVC pode ser realizado com base nos resultados
dos testes laboratoriais juntamente com dados clinicos e epidemiologicos. Porém, um
diagnostico definitivo da doenca requer a demonstracdo do parasita em tecidos suspeitos
(Sachs, 1993). A maior dificuldade no diagnostico deve-se ao fato dos sinais clinicos da
doenca serem muito semelhantes aos de outras enfermidades infecciosas, além de
reacdes cruzada nos testes sorologicos (Grimaldi & Tesh, 1993).

O aspirado de medula o6ssea e linfonodos é o método diagnostico mais
empregado, pois o encontro de uma sO amastigota em esfregacos ja € suficiente para
determinar a positividade do exame (Tavares, Fernandes & Melo, 2003). A principal
desvantagem deste método, além do desconforto causado ao animal, € a sensibilidade de
apenas 50% nos aspirados de medula 6ssea e menos de 30% naqueles de linfonodos
(Ferrer, 1997). O nivel de infeccdo no tecido recolhido também é importante, sendo que
um diagnéstico mais dificil ocorre em casos onde a carga parasitaria € menor (Ashford
et al., 1995).

A cultura do material aspirado aumenta a probabilidade do encontro de
amastigotas (Genaro, 1993 e Ozbel et al., 2000), porém, o método é demorado e tem

baixa sensibilidade, ndo sendo adequado para diagndstico rotineiro (Ferrer, 1997).
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O exame histopatoldgico dos fragmentos da pele e linfonodos podem ser usados
como método diagnostico, mas deve-se ter conhecimento de que o infiltrado
inflamatorio ndo é exclusivo de LV e que apenas o encontro de formas amastigotas
determina a positividade do teste (Gross, Ihrke & Walder, 1992).

Com o intuito de se evitar problemas relacionados a demonstra¢do do parasita,
foram desenvolvidos métodos diagnosticos ndo invasivos que detectam anticorpos no
soro de pacientes, ja que os portadores de LV apresentam hipergamaglobulinemia
(Tavares, Fernandes & Melo, 2003).

A Reacdo de Fixacdo do Complemento é uma técnica que detecta a presenca de
grandes quantidades de anticorpos séricos no soro de caes infectados (Alencar, 1959).
Até recentemente, essa técnica era muito utilizada, tendo sido posteriormente
substituida pela Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Ferrer, 1997).

A RIFI ¢ um método amplamente usado no diagndstico da LVC (Ferrer et al.,
1995; Mancianti, Pedonese e Poli, 1996), pois tem como grande vantagem a féacil
preparacdo do antigeno, o que faz com que esse método seja, atualmente, o utilizado
para diagndsticos soroepidemiologicos em programas de controle no Brasil (Evans et
al., 1990).

Quando comparada com o diagnostico parasitologico pela citologia de material
obtido de aspirado de linfonodos, a RIFI mostrou-se mais sensivel, sendo as taxas
encontradas de 84.9% e 96.9%, respectivamente (Koutinas et al., 1999).

A principal desvantagem da técnica, além de ser um método demorado e caro, €
o grande namero de reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos, principalmente o
Trypanosoma cruzi (Bray, 1976). Em paises europeus, a RIFI é amplamente utilizada,
pois a especificidade da técnica ndo é ameacada, ja que 0s cdes ndo sdo acometidos
pelas doencas parasitarias caninas da America Latina (Gradoni, 2002).

O Ensaio imunoenzimético Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), é
também amplamente utilizado no diagndstico da LVC (Gradoni, 2002). E atualmente
indicado como triagem para posterior confirmacdo pela RIFI nos inguéritos
epidemiologicos no Brasil (WHO, 2003). Por esta razdo, é a técnica utilizada pra o
diagndstico de LV humana (Tavares, Fernandes & Melo, 2003).

No ELISA, os antigenos sdo derivados de promastigotas cultivadas in vitro,
rompidas por ultra-som, expondo cerca de 30 antigenos somaticos e componentes de

superficie. Este método também tem sua especificidade comprometida por reacdes
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cruzadas com outras espécies de tripanossomatideos e até mesmo por espécies
filogeneticamente distantes (Tavares, Fernandes & Melo, 2003).

As técnicas sorologicas necessitam de niveis elevados de anticorpos e ndo fazem
distingdo entre as fases da doencga quando os niveis de anticorpos estdo proximos ou no
ponto de corte (Aisa et al., 1998). Neste sentido, as técnicas de identificacdo do
antigeno através de Biologia Molecular assumem grande importancia (Tavares,
Fernandes & Melo, 2003).

Recentemente, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem se apresentado
como um método rapido e altamente sensivel para o diagnostico de LVC e tem se
mostrado (til também no acompanhamento de cdes doentes (Ferrer, 1997), pois € um
método com alta sensibilidade e especificidade (Fisa, et al., 2001). Essa técnica também
parece capaz de distinguir infeccdo passada de recente (Blackwell, 1992).

Segundo estudos realizados por Quinnell et al., (2001), comparando o
desempenho do ELISA, exame microscopico, cultura e PCR em bidpsias de medula
Ossea, foi demonstrado que, nas amostras positivas para demonstracdo do parasita, 0
PCR apresentou sensibilidade de 98%, sendo mais alta (78-88%) no inicio da infecgéo.
O ELISA também apresentou resultados que variaram de acordo com o tempo de
infeccdo: 41% no inicio e 93-100% mais tarde. Com base nestes resultados, foi
concluido que o PCR teve mais utilidade na deteccdo da doenca ativa e que o ELISA é
mais sensivel para detec¢édo da infeccdo em todos os cées.

Apesar da alta sensibilidade e especificidade, o PCR ainda possui um alto custo
e por isso ndo é utilizado em larga escala. A técnica é considerada sofisticada, pois
requer varios passos apos a amplificacdo do DNA (eletroforese, blotting e hibridacéo
com sonda marcada). Além disso, 0 método se mostra mais valido em casos de
pacientes infectados pelo virus HIV, que apresentam altos niveis de parasitemia (De
Doncker et al., 2005).

O Xenodiagndstico ¢ um método empregado para a deteccdo e isolamento do
patdgeno, usando seu vetor artrépode. Embora ndo possa ser utilizado como técnica
diagndstica de rotina, se mostra Util na resolucdo de questdes epidemiologicas sobre o
estado clinico do animal (Alvar et al., 1994; Gradoni, 2002).

Atualmente, com o intuito de se aumentar a especificidade dos testes
sorolégicos, tem-se buscado a caracterizacdo molecular dos componentes do antigeno
de Leishmania (Gradoni, 2002). O antigeno recombinante tem demonstrado maior
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sensibilidade e especificidade em ensaios soroldgicos quando comparados ao antigeno
tradicional (Scalone et al., 2002).

Os epitopos expressos na superficie de fagos selecionados por Phage Display
oferecem uma alternativa aos antigenos recombinantes. O uso de proteinas
recombinantes obtidas por técnicas cléssicas de engenharia genética para
imunodiagndstico exige maior infra-estrutura, é mais caro e mais trabalhoso quando
comparada a producdo de peptideos em fagos. Os fagos, apds a selecdo, podem ser
“produzidos” em larga escala, pois ao infectarem uma bactéria, se multiplicam com
facilidade e assim poderdo ser dosados e utilizados como antigenos, tanto como fagos
inteiros ou como peptideos sintetizados, no imunodiagnéstico da LVC.

2.6- A técnica de Phage Display: Expressdo de peptideos na superficie de fagos

Phage Display (Smith, 1985) é uma tecnica de selecdo in vitro na qual uma
proteina ou peptideo é geneticamente fundido a proteinas de superficie de um
bacteriofago filamentoso da classe M13, resultando na expressdo de uma proteina
heterdloga na superficie do capsideo viral. A insercdo de sequéncias de nucleotideos nos
fagos é feita em uma regido pré-determinada do genoma viral e permite a construcao de
uma biblioteca conformacional. Esta biblioteca possui uma populacdo de ligantes em
potencial. Cada membro da biblioteca apresenta uma forma distinta de peptideo e,
portanto, diferentes capacidades de interacdo deste com a molécula alvo. Fagos que
apresentam em sua superficie peptideos com especificidade de ligacdo desejada, podem
ser selecionados da biblioteca através da ligacdo com uma molécula imobilizada e a
sequéncia do peptideo selecionado pode ser deduzida da seqiiéncia do DNA
encapsulado (Scott & Smith, 1990). Esta técnica possibilita a expressao de um grande
nimero (maior que 10™) de peptideos ou proteinas na superficie de fagos (Sidhu et al.,
2000). Quanto maior for o numero de formas representadas na biblioteca, mais
facilmente sera encontrado um ligante afim (Posner et al., 1994).

A particula viral do bacteriofago M13 € composta por cinco proteinas
estruturais denominadas P3, P6, P7, P8, P9. No fago selvagem encontram-se cerca de
2800 copias da proteina oito. Nas extremidades do capsideo encontram-se de 3 a 5
cbpias das demais proteinas estruturais. A P7 E P9 encontram-se na extremidade distal
enquanto que a P3 e P6 estdo na proximal. A incorporacdo de proteinas exdgenas na

superficie dos fagos é feita pela fusdo destas as proteinas estruturais. As duas principais
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proteinas utilizadas para este fim sdo a P8 e P3. A P3 é necessaria para 0
reconhecimento e infeccdo da célula e é a principal proteina estrutural para a
apresentacdo de proteinas exogenas. A P8 é responsavel por 99% da massa de proteina
do fago.

Quando comparadas a outras bibliotecas de expressdo, os sistemas utilizando
fagos filamentosos apresentam vantagens. Uma delas é que fagos filamentosos néo
lisam as células infectadas, o que possibilita a separacdo de particulas virais do
conteido intracelular, eliminando-se muito da reatividade cruzada com proteinas
celulares.

Uma outra vantagem desta estratégia € a selecdo de epitopos descontinuos,
significando ser possivel selecionar um mimotopo (Geysen et al., 1986).

A utilizacdo de amostras de soros na selecdo de peptideos, através da técnica de
Phage Display, € uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para varias doencas na
tentativa de se identificar sequiéncias especificas que se liguem a anticorpos presentes
em tais amostras. Isto leva a um possivel desenvolvimento de novos reagentes para
testes de imunodiagndstico mais simples e sensiveis, além do entendimento da
participacdo de antigenos conhecidos ou desconhecidos na resposta imune
(Manoutcharian, et al., 1999).

Essa técnica mostra um grande potencial na selecdo e identificacdo de antigenos
reconhecidos pelo soro de cées infectados, sem o prévio conhecimento destes antigenos.
Alem disso, se mostra como interessante alternativa a ser verificada no desenvolvimento

de um método eficaz no diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral canina.

2.7- Sintese de peptideos em membrana de celulose. Método se Spot- Sintese

A sintese de peptideos sobre membrana de celulose permite a sintese rapida e
eficiente de um grande nimero de peptideos em delimitacbes pontuais por volume de
deposicdo de cada residuo de aminodcido.

Os aminoéacidos sdo depositados em volume minimo (0,6uL) com auxilio de um
micropipetador automatico, permitindo obter aproximadamente 50nanomols de
peptideo por ponto. A sintese multipla foi realizada em sintetizador Abimed Spot
Synthesis—ASP222, (Langenfeld, Alemanha) e o plano de distribuicdo dos aminoacidos,
bem como a determinacdo dos protocolos dos diversos peptideos, foram definidos em

programa de computacdo Multipeps (Molina et al., 1996).
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Os grupamentos hidroxilas livres sobre as membranas de celulose sdo utilizados
como pontos de ancoragem para a sintese do peptideo. Esses grupamentos s&o
conjugados através de ligacdo estavel com 8 a 10 unidades de polietileno-glicol (PEG),
com o objetivo de afastar o peptideo do suporte e conferir maior estabilidade na ligacdo
do peptideo a membrana.

A sintese do peptideo inicia-se sempre pelo residuo C-terminal da seqliéncia
determinada. Com a desprotecdo do grupo ligado ao Fmoc pela adigdo de piperidina
(20% em DMF), as funcGes aminas sd@o recuperadas e podem ser visualizadas pela
coloracdo azul com bromofenol. Os aminoacidos sdo em seguida ativados por
DIPC/HOBT (150 ul cada aminoécido) e depositados para reinicio de outro ciclo. As
reacdes de ligacdo sdo seguidas por mudanca de coloracdo dos Spots, passando da cor
azul ao verde-amarelado.

As funcbes NH, livres ou que ndo reagiram, sdo acetiladas (anidrido acético 10%
em DMF) para evitar a formacao de peptideos errados ou outras ligacdes indesejaveis. O
grupo protetor Fmoc do proximo aminoacido é novamente eliminado em meio basico
pela piperidina e verificado a ligacdo pela coloragdo com bromofenol. Efetuam-se
lavagens da membrana com metanol, e ap0s secagem ao ar fresco, esta membrana é
posicionada no sintetizador para outro ciclo.

Pelo método de Spot, o tamanho do peptideo sintetizado é limitado a 15-20
aminodcido (Laune et al., 2002), pois ha duvidas quanto a qualidade de ligacdo de
peptideos muito alongados ou grandes. Ao final da sintese, os grupos laterais dos
aminodacidos sdo desprotegidos pela adicdo de acido trifluoracético-TFA associado a
diclorometano e trietilsilano e assim os peptideos restam fixados de maneira covalente
sobre a membrana.

A membrana com os diversos peptideos pode ser analisada por imunoensaios de
colorimetria indireta. A capacidade dos peptideos sintéticos se ligarem com anticorpos é
avaliada por ensaios imunoldgicos e estes podem ser reproduzidos em torno de 30-40
vezes utilizando-se a mesma membrana, para anticorpos policlonais e até 70 vezes para
anticorpos monoclonais. Devido as suas qualidades, estas metodologias vém sendo
amplamente empregadas em diversos estudos de identificacdo de determinantes
antigénicos nas estruturas protéicas e predic@es de estruturas funcionais destas moléculas

e para o desenvolvimento de métodos de diagnostico.
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3.

OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Desenvolvimento de um método de ELISA para o imunodiagndstico da

Leishmaniose Visceral Canina, utilizando como antigenos, peptideos sintéticos

selecionados através da técnica de Phage Display.

Phage

3.2- Objetivos especificos

* Purificar imunoglobulinas do isotipo IgG do soro de cdes com leishmaniose

visceral

* Selecionar epitopos expressos na superficie de fagos utilizando a técnica de

Display

* Sequenciar o DNA dos bacteriéfagos que expressem o0s peptideos de interesse

para o imunodiagnostico da LVC

* Realizar a sintese quimica dos peptideos selecionados em membranas (SPOT)
ou na sua forma soluvel

* Purificar por HPLC e espectrometria de massa o0s peptideos produzidos

* Avaliar a reatividade de soros de cdes com LV e frente aos antigenos sintéticos

e frente ao antigeno bruto.

LVC

* Padronizar (sensibilidade e especificidade) o ensaio de imunodiagndstico da

por ELISA utilizando os peptideos sintéticos.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Soros dos caes

Os soros de cdes com leishmaniose visceral utilizados neste trabalho (38) foram
obtidos de cées do Hospital Veterinario da Escola de Medicina Veterinaria da UFMG e
cedidos pelo Prof. Dr. Rubens Antonio Carneiro da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais. A positividade dos soros foi confirmada através
de testes de ELISA e RIFI e a presenca de parasitas nestes animais foi confirmado por
puncdo medular.

Os soros de cées negativos para leishmaniose visceral canina (16) foram obtidos
do laboratorio do Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte e cedidos pela Dra. Eliane Lobato. O diagndstico destes cées foi realizado
através de testes de RIFI e ELISA.

Soros de cdes chagasicos (10) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Yezo de
Miranda Castro da Universidade Federal de Ouro Preto. Estes soros foram previamente
testados em ensaios com microplacas de ELISA sensibilizadas com antigenos de
Tripanosoma cruzi. Todos 0s SOros e acusaram reacao positiva para o agente etiologico

em questao.

4.2- Teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) do tipo Indireto para

Leishmaniose Visceral Canina

4.2.1- Obtencao do antigeno soltuivel de Leishmania chagasi

O antigeno utilizado para a realizacdo de ensaios imunolégicos neste trabalho foi
preparado da seguinte forma:

Promastigotas de L. chagasi em fase estacionaria de crescimento foram
retiradas de meio LIT (Liver Infusion Tryptose), lavadas trés vezes em PBS estéril por
centrifugacéo a 1000g por 10 min a 4°C. Em seguida, as células foram rompidas por trés
ciclos de sonicacdo de 1 min a 20 Hz (Processador Ultrasénico). A suspensdo foi
sedimentada através de centrifugacdo a 4000g por 10 min. O sobrenadante, denominado
antigeno solavel, foi coletado, dosado a concentracdo de proteinas (Bradford, 1972) e

armazenado a -20°C até uso posterior.
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4.2.2-Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford

A cada pogo de uma placa de microtitulacdo foram adicionados 180ulL de
Reagente de Bradford (Bradford, 1972) - 0.1% (m/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
em solucdo aquosa com 5% (v/v) etanol e 10% (v/v) &cido fosforico - e 20uL da
amostra de proteina a ser dosada. Foi feita uma curva padrdo, utilizando-se um padréao
de 1mg/mL de albumina de soro bovina, variando de 0.5 a 20ug de proteina por 20uL
de &gua e adicionados aos 180uL do Reagente de Bradford. A preparacdo foi incubada
por 10 minutos, a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Os valores das absorbancias
foram determinados a 600nm em um leitor de ELISA (Bio-Rad). A concentragdo
protéica da amostra foi determinada fazendo-se a equac¢do da curva padréo, utilizando-
se 0 programa Microsoft Excel.

4.2.3- Producéo do conjugado IgG de carneiro anti-1gG de céo ligado a Peroxidase

O conjugado anti-cdo-peroxidase utilizado neste trabalho foi produzido de
acordo com Maria, 1998.

4.2.4- Elisa dos soros de cées positivos e negativos

Para confirmar a presenca ou auséncia de anticorpos antiantigeno de Leishmania
chagasi nos 38 soros positivos e nos 19 soros negativos de cées, foi realizado um ensaio
de (ELISA) como descrito abaixo:

* Os pogos de uma microplaca de polietileno (FALCON) foram sensibilizados
durante um periodo que variou entre 12 e 16 horas, a 4°C, com 100uL/pogo (volume
padrdo) de solucdo de tampéo carbonato 0,02 M, pH 9,6, contendo o antigeno de L.
chagasi (5 ug/ml)

* A placa foi lavada com solugdo de lavagem (PBS com Tween a 0.05%) cinco
vezes para a retirada do antigeno que nao aderiu a fase sélida.

* O bloqueio dos sitios livres foi feito com 100uL de solucdo de bloqueio
(caseina 2% em PBS 0.05M, pH 7.4) a 37°C durante 1h.

« A placa foi lavada cinco vezes com solucdo de lavagem e em seguida realizada
a reacdo com soros de cdes positivos (38) e negativos (16) diluidos 1:500 em tampéo de
incubacdo (caseina 0.25% em PBS 0.05M, pH 7.4 e 0.05% Tween 20), a 37°C durante 1h.
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* Por inverséo, retirou-se todo o soro dos pogos que foram lavados seis vezes
com solucdo de lavagem. Foram adicionados 100uL de tampdo de incubagdo com
anticorpo anti-lg normal de cdo conjugado a peroxidase diluido (1:1000), a 37°C durante
1h.

* As cavidades foram lavadas seis vezes com solucdo de lavagem. A atividade
enzimatica foi revelada através da adi¢do de 100uL de solucéo reveladora (2mg de OPD e
2uL de peroxido de hidrogénio para 10mL de tampéo citrato (0,05 M pH 5,0).

* A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
A interrupc¢do da reacdo foi feita com 20uL de solucdo de &cido sulfurico (1:20) e a leitura

espectrofotométrica feita a 492 nm (SpectraMax 340)

4.3- Extracdo e purificagdo de imunoglobulinas anti-L.chagasi e normais para

selecé@o de fagos especificos

A extracdo das imunoglobulinas, do isotipo IgG para a selecdo de fagos
especificos, presentes nos soros dos cdes com LV e dos animais normais (grupo
controle), foi realizada de acordo com o protocolo da AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH (1998) com algumas modificagdes, como descrito sucintamente a seguir:

* Sulfato de amonio saturado (50% P/V)) foi adicionado lentamente aos pools
de soros (positivos ou normais) com auxilio de uma bureta. O volume adicionado de
sulfato e soro sdo sempre 0s mesmos. A precipitacdo de imunoglobulinas foi feita a 4°C
por 12 horas, sob leve agitacdo. A mistura foi transferida para tubos falcon (Corning)
de 50 ml e centrifugados por 30 minutos a 5000rpm a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e as imunoglobulinas presentes no precipitado foram novamente dissolvidas
em tampéo fosfato salino (PBS) 0,15M, pH 7,4 e dialisadas contra este mesmo tampéo
por 48 horas, trocando-se duas vezes ao dia para completa retirada do sulfato de
amonio.

Apos precipitacdo de imunoglobulinas totais com sulfato de ambdnio, as
imunoglobulinas do isotipo 1gG foram purificadas por cromatografia de
imunoafinidade numa coluna de proteina A- Sepharose, como descrito por Chavez-
Olértegui et al. (1994). A concentracdo protéica de imunoglobulinas foi dosada pelo
Método de Bradford e estas foram submetidas a ensaio de ELISA para verificar a

reatividade frente ao antigeno soltvel de L.chagasi.
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As 1gGs anti-L.chagasi e normais purificadas foram testadas por ELISA e
utilizadas como moléculas na bio-selecdo dos peptideos expressos nas superficie de
fagos (PHAGE DISPLAY).

4.4- Teste de ELISA para verificagdo da reatividade da 1gGs purificadas

Foi realizado um ensaio de ELISA para verificagdo da reatividade das
imunoglobulinas de cdo anti-L.chagasi e normais frente ao antigeno. A metodologia
utilizada esté descrita abaixo:

* Os pocos de uma microplaca de polietileno (Falcon) foram sensibilizados
durante um periodo que variou entre 12 e 16 horas, a 4°C, com 100uL/poco (volume
padrdo) de solucdo de tampdo carbonato 0,02 M, pH 9,6 contendo o antigeno de L.
chagasi dissolvido em tampdo carbonato pH 9.6.

* A placa foi lavada com solu¢ao de lavagem (PBS com Tween a 0.05%) trés
vezes para a retirada do antigeno que ndo aderiu a fase sélida.

* O bloqueio dos sitios livres foi feito com 150uL de solugdo de bloqueio
(caseina 2% em PBS 0.05M, pH 7.4) a 37°C durante 1h.

* A placa foi lavada cinco vezes com solucdo de lavagem e em seguida realizada
a reacdo com as IgGs de cdes anti-L.chagasi e normais diluidas em tampé&o de incubagéo
(caseina 0.25% em PBS 0.05M, pH 7.4 e 0.05% Tween 20), a 37°C durante 1h.

* As placas foram lavadas seis vezes com solucdo de lavagem. Foram
adicionados 100uL de tampéo de incubacdo com anticorpo anti-lg total de cdo conjugado
a peroxidase diluido 1:1000, a 37°C durante 1h.

* As cavidades foram lavadas seis vezes com solugdo de lavagem. A atividade
enzimatica foi revelada através da adi¢do de 100uL de solucéo reveladora (2mg de OPD e
2uL de peroxido de hidrogénio para 10mL de tampdo citrato 0,05M pH 5,0).

* A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
A interrupcédo da reacdo foi feita com 20uL de solucéo de &cido sulfarico (1:20) e a leitura

espectrofotométrica feita a 492 nm (SpectraMax340).
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4.5- Técnica de Phage Display

4.5.1-Selecdo de peptideos expressos na superficie dos fagos (Biopanning)

Para a selecdo de moléculas capazes de se ligar especificamente a
imunoglobulinas do soro de cées com leishmaniose visceral, foram utilizadas quatro
bibliotecas que apresentam peptideos de 12, 15, 17 e 30 amino4cidos. As bibliotecas
foram obtidas por J. Scott (Simon Fraser University, Burnaby BC, Canadd). Os fagos
foram selecionados apds trés ciclos consecutivos de selecdo e amplificacdo, a fim de se
aumentar a especificidade das ligagdes. A bio-selecdo foi feita de acordo com protocolo
descrito por SMITH em 1985, com algumas modificagdes:

* Uma placa de Petri de polietileno (10 X 1.5 cm, Falcon 1029) foi sensibilizada
com as imunoglobulinas purificadas do soro de cdes com LV, numa concentracdo de
100ug/mL em coating buffer (NaHCOz; 100mM pH 8,6), overnight a 4°C, sob leve
agitacao.

* Os anticorpos nao ligados foram removidos por cinco lavagens de dois minutos
com solucgéo de lavagem (TBS 50mM, NaCl 150mM, Tween 0.05%, pH 7.5). A placa
foi bloqueada com a adicdo de 100uL/well de solucdo de bloqueio (TBS 50mM, NaCl
150mM, Tween 0.05%, pH 7.5, BSA 3%) overnight a 4°C.

* Apos cinco lavagens de dois minutos com solucao de lavagem, 5X10"? fagos
de cada biblioteca foram adicionados a placa, em 10 mL de TBS 50mM, NaCl 150mM,
Tween 0.05%, pH 7.5, para incubagdo com anticorpos, overnight a 4°C.

* Os fagos que nao se ligaram foram removidos por dez lavagens de dois
minutos com NaCl/Tris (50mM Tris, 150mM NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.5) e cinco
lavagens de dois minutos com solucédo de lavagem.

* Os fagos ligados foram eluidos através da incubagdo com o respectivo
competidor (no caso, o antigeno de L.chagasi), 10ug/mL de TBS (Tris 50mM, NaCl
150mM, Tween 0.05%, PH=7.5), overnight a 4C, sob agitacao.

» A amplificagdo dos fagos eluidos foi iniciada com a adicdo destes em cinco ml
de uma cultura de células de Escherichia coli K-91 (Densidade 6tica a 550nm = 1.8,)
em meio LB (Luria-Bertani), que se encontrava em fase exponencial de multiplicacéo.
Depois de uma incubacdo de dez minutos a 37°C, as bactérias infectadas foram

selecionadas com adicéo de tetraciclina ao meio (0.2ug/mL de meio) por trinta minutos
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a 37°C, com agitacdo a 225 rpm. Em seguida, foi adicionada tetraciclina em maior
quantidade, 20ug por mL de meio, para a selecdo final das bactérias infectadas e
conseqlientemente, resistentes. As bactérias infectadas foram colocadas a 37°C
overnight com agitagdo de 225 rpm para propagacao.

* A suspensdo da cultura de células foi lavada com duas centrifugacGes (4000 em
seguida 8000 rpm). Os fagos resultantes foram separados do sobrenadante por
precipitacdo em 20% de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000 20% 2.5M NaCl), overnight
no gelo.

» O precipitado foi coletado apds duas centrifugacdes a 8000 rpm, a 4°C (40 e 10
minutos). Finalmente, o pellet foi dissolvido em 3 mL de Tris/NaCl, e incubado a 37°C
por trinta minutos com agitacdo de 150 rpm e essa solucédo foi transferida para tubos de
microcentrifuga e centrifugados para retirar qualquer vestigio de bactéria (10 minutos
15000 rpm). O sobrenadante foi armazenado a —20°C. Apds a obtencdo dos fagos, estes
eram titulados para se iniciar um novo ciclo de bio-selecdo, com o objetivo de aumentar
a especificidade de ligacdo dos peptideos selecionados em relacdo as moléculas alvo
empregadas.

* A titulagdo foi feita a partir de dilui¢des seriadas (107 a 10™?) dos fagos em
meio LB liquido. Dez microlitros das diluicdes 10, 108, 107° e 10™ foram utilizadas
para infectar, separadamente, 200uL de uma cultura de E. coli em crescimento
exponencial (Densidade otica a 550nm = 1.8). Para otimizar a infeccdo, as células eram
mantidas a 37°C por quinze minutos e a 37°C por mais quinze minutos com agitacéo de
225 rpm. O volume total de celulas (200uL) das diluices escolhidas foram plaqueados
em meio LB agar com Tetraciclina 20ug/mL. O titulo foi estabelecido a partir da maior

diluicdo onde houve crescimento.

4.5.2-ELISA para testar a reatividade dos fagos nos trés ciclos de selecdo

A fim de comprovar o aumento da afinidade dos fagos pela imunoglobulina anti-
Leishmania chagasi em cada ciclo de selecdo (Pannings), apds o terceiro panning foi
realizado um ensaio de ELISA, conforme o protocolo descrito abaixo.

* Uma placa para ELISA (Nunc/Polysorp) foi sensibilizada com
imunoglobulinas do pool de soros de cdes com leishmaniose visceral em uma
concentracdo de 10ug/mL em coating buffer para Phage Display (NaHCO3100mM pH

8,6), 3 horas a 37°C.
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* O bloqueio dos sitios livres foi feito utilizando-se uma solu¢do PBS-Tween
0.1%/ Leite Molico 2% durante uma hora a 37°C.

« A cada pogo foram adicionados 10*° fagos que foram eluidos de cada ciclo de
selecdo. Como controle negativo, foi utilizada a mesma concentracdo de fagos
silvestres. A placa foi incubada por 2 horas a 37°C.

» Apos esta incubagdo, as cavidades foram lavadas seis vezes com PBS-Tween
0,1% e incubadas a 37°C durante uma hora com anticorpo anti-fago M13 conjugado a
peroxidase (Sigma) diluido 1:5000. As cavidades foram lavadas novamente seis vezes
com PBS-Tween 0,1% e reveladas com 100uL de solucéo reveladora - 2mg de OPD
para 10ml de tamp&o substrato (40mM citrato trissddico, &cido citrico e 3.33ml de 4gua
oxigenada 30 volumes).

* A interrupgdo da reagdo foi feita com 20uL de solucdo de &cido sulfurico (2N)

e a leitura espectrofotométrica feita a 492nm.

4.5.3- Screening de antigenos selecionados

Ao fim terceiro ciclo de selecdo (Panning 3), foi feita uma titulacdo e colonias
bem isoladas foram amplificadas para serem analisadas individualmente. As colonias
foram transferidas, uma a uma, para uma placa de cultivo celular de 96 pogos contendo
200uL de meio LB mais 20ug/mL de Tetraciclina que cresceu a 37°C overnight com
agitacdo de 225rpm. Essa placa foi centrifugada a 1500rpm por 30 minutos e o
sobrenadante da cultura, onde estdo os fagos isolados, foi testado através da técnica de
ELISA descrita abaixo:

* Uma placa para ELISA (Nunc/Polysorp) foi sensibilizada com
imunoglobulinas do pool de soros de cdes com leishmaniose visceral em uma
concentracdo de 10ug/mL de coating buffer para Phage Display (NaHCO3100mM pH
8,6) overnight a 4°C.

* O bloqueio dos sitios livres foi feito utilizando-se uma solucdo PBS-Tween
0.1%/ Leite Molico 2% durante uma hora a 37°C. A cada pogo foram adicionados 50 pL
do sobrenadante de cultura de E.coli, infectadas por clones individuais de fagos
selecionados no terceiro ciclo de selecdo previamente cultivados como descrito
anteriormente, mais 50 pL da solugdo de blogueio. A placa foi incubada por 1 hora a
37°C.
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* Apos esta incubagdo, as cavidades foram lavadas 6 vezes com PBS-Tween
0,1% e incubadas a 37°C durante uma hora com anticorpo anti-fago M13 conjugado a
peroxidase (Sigma) diluido 1:5000. As cavidades foram lavadas 6 vezes com PBS-
Tween 0,1% e reveladas com 100uL de solugéo reveladora - 2mg de OPD para 10ml
de tampdo substrato (40mM citrato trissédico, mM de &cido citrico e 3.33mL de agua
oxigenada 30 volumes).

* A interrupgdo da reagdo foi feita com 20uL de solucdo de cido sulfarico (2N)
e a leitura espectrofotométrica feita a 492nm.

* Os clones que apresentaram densidade oOtica a 492nm superior a 0.8 foram

considerados positivos.

4.5.4- Teste de reacdo cruzada dos clones positivos

Com o objetivo de se selecionar apenas clones com alta especificidade contra
anticorpos anti L. chagasi, foi feita uma ELISA como descrito no item 4.5.3, utilizando-

se anticorpos de cdo anti- antigeno de Trypanosoma cruzi.

4.5.5- Subclonagem dos clones positivos

Ap0s os clones positivos serem identificados como descrito na etapa anterior; as
bactérias aderidas na placa de cultura foram ressuspendidas em meio LB e novamente
plagueadas em meio LB agar contendo tetraciclina 20pg/ml, durante a noite a 37°C.
Uma coldnia correspondente a cada clone positivo foi transferida para cinco ml de meio
LB liquido com tetraciclina e submetido a agitacdo de 225rpm, durante a noite a 37°C.
Apos essa etapa, foi acrescentado a cada meio 1 ml de glicerol e estes foram aliquotados

e estocados a -80°C.

4.6- Sequenciamento de DNA viral

4.6.1- Extracdo do DNA

Para extrair o DNA dos fagos selecionados no screening, foi usado o protocolo
de extracdo QlAprep Spin M13 purification procedure protocolo, da QIAGEN. Este kit
é designado exclusivamente para preparacdo da fita Unica de DNA do fago M13,

utilizando colunas em microcentrifuga.
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4.6.2- Dosagem do DNA

Apos a extracdo, foi feito um gel de agarose 1% e a ele adicionado 1ul do DNA
viral. A titulo de comparagdo, foi utilizado um padréo de 250 ng de DNA.

4.6.3- Sequenciamento automatico capilar

Apo6s a dosagem, 250 ng de cada DNA foram submetidos ao sequenciamento no
aparelho ABI Prism- 310 Genetic Analyser (Perkim Elmer) localizado no NAGE
(Nucleo de Anélise e Expressdo Gendmica) do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da UFMG.

4.7- Identificacdo e andalise de homologia dos peptideos selecionados

Para identificacdo dos peptideos selecionados, primeiramente foi obtida a
sequéncia de nucleotideos que codifica esses peptideos através da andlise das
sequéncias de DNA. Apos a identificacdo dos nucleotideos, foi usada a opcdo DNA =
protein select translate 3’5’ frame 1, do programa proteomics tools disponivel em

http://www.expasy.ch para identificar os peptideos.

As sequiéncias dos nucleotideos referentes aos clones sequenciados, foram analisadas
quanto a similaridade com outras sequéncias ja registradas em bancos de dados atraves
do programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST- ALTSCHUL et al., 1990)

disponivel em http:// www.ncbi.nlm.nih.gov

4.8- Ensaios soroldgicos com fagos
4.8.1- Preparacao dos fagos

A fim de se verificar a ligacdo dos fagos na placa e a reatividade destes com
soros de cdes positivos para LV, foram realizados ensaios de ELISA, apds prévia
preparacdo, como demonstrado abaixo:

* Os clones positivos e conservados em glicerol foram plaqueados em meio LB
agar com tetraciclina 20ug/ml overnight a 37°C.

* Foi realizado um pré inoculo de cada clone em 10 ml de LB com tetraciclina a
37°C, 225 rpm, overnight.

* O meio foi centrifugado a 40C, 4000 rpm por 30 minutos.
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* O pellet foi descartado e o sobrenadante foi precipitado overnight a 40C com
PEG 8000/NaCl (20% 2,5M de NaCl).

» O precipitado foi coletado ap6s duas centrifugacdes a 8000 rpm, a 4°C por 40
minutos.

* Finalmente, o pellet foi dissolvido em 100ul de Tris/NaCl, e dosado por

Bradford, como descrito anteriormente.

4.8.2- Ensaio de ELISA usando fagos totais como antigenos

« Uma placa de ELISA (Falcon) foi sensibilizada com uma concentracéo de 10
fagos positivos por well. Como controle positivo da reacdo, uma parte da placa foi
sensibilizada com antigeno de L.chagasi.

* A placa foi lavada com solugao de lavagem (PBS com Tween a 0.05%) trés
vezes para a retirada do antigeno que nédo aderiu a fase solida. O bloqueio dos sitios
livres foi feito com 150uL de solugéo de bloqueio (caseina 2% em PBS 0.05M, pH 7.4)
a 37°C durante 1h.

* A placa foi lavada trés vezes com solugdo de lavagem e em seguida foi
adicionado o pool de soros de cées positivos para LV diluidos 1:100 em tampéo de
incubacdo (caseina 0.25% em PBS 0.05M, pH 7.4 e 0.05% Tween 20), a 37°C durante 1h.

* A placa foi lavada novamente seis vezes com solu¢do de lavagem. Foram
adicionados 100uL de tampéo de incubacdo com anticorpo anti-lg total de cdo conjugado
a peroxidase (Sigma) diluido (1:1000), a 37°C durante 1h.

« A atividade enzimatica foi revelada através da adi¢do de 100uL de solucéo
reveladora (2mg de OPD e 2uL de perdxido de hidrogénio para 10mL de tampéo citrato
pH 5,0). A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A
interrupgdo da reagdo foi feita com 10uL de solugdo de &cido sulfurico (1:20) e a leitura

espectrofotométrica feita a 492 nm.

4.9- Sintese quimica manual do peptideo em fase solida — Método F-moc

Apos a obtencdo da sequéncia peptidica, procedeu-se a sintese quimica para a
producdo do epitopo.
O peptideo selecionado foi sintetizado utilizando-se um protocolo de sintese de

peptideos em fase solida (gel), que usa aminoacidos especiais para sintese in vitro.
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Esses aminoacidos possuem o grupamento amina protegido pelo grupamento Fmoc
(fluorenil metil oxicarbonila) e sdo acoplados a fase s6lida que também se encontra
protegida (resina). O protocolo foi executado conforme MERRYFIELD (1965),
introduzindo-se nele algumas modifica¢Ges: 54mg da resina (Rink Amide-40uM) foram
colocados em um tubo de sintese e 0 seu grupamento Fmoc foi liberado, cobrindo a
resina com 3ml de piperidina 20% em DMF (Dimetilformamida). A resina foi lavada
trés vezes por 10 minutos com a solugdo mencionada, em agitacdo continua a
temperatura de 37°C. Todas as lavagens foram feitas com auxilio de uma bomba a
VAcuo.

O tubo de sintese foi lavado 3 vezes com 5ml de DMF por lavagem. Iniciou-se,
entdo, o acoplamento dos aminoacidos Fmoc. A quantidade despendida para cada
aminoécido foi equivalente a 160uM. O primeiro aminoacido a ser acoplado é ligado
pelo seu grupamento carboxila ao grupamento amina da resina, formando uma ligacao
peptidica.

O primeiro aminoécido foi posto no tubo de sintese e para 160uM de
aminoacido foram colocados 21.6mg de HOBt (hidroxibenzotriazol) e 25uL de DIPC
(diisopropilcabodiimida). O DIPC e HOBt sdo reagentes que permitem a ativacdo da
funcdo COOH dos aminoéacidos Fmoc.

Com DMF suficiente para cobrir toda a resina, o tubo ficou agitando por 180
minutos a 37°C. Apos esse tempo, todo o liquido do tubo de sintese foi retirado com
auxilio de uma bomba a vacuo, e a resina lavada com DMF por 3 vezes.

O grupamento amina desse primeiro aminoacido acoplado foi desprotegido
lavando a resina com 3ml de uma solucédo de piperidina 20% em DMF trés vezes de 10
minutos cada com agitacao continua a 370C.

O segundo aminoacido, com seu grupamento amina protegido, foi colocado no
tubo de sintese juntamente com o HOBt e DIPC e este foi processado exatamente como
o0 anterior. Este ciclo foi repetido até que todos os aminoécidos do peptideo estivessem
acoplados.

Apos o término do derradeiro ciclo, o ultimo aminoéacido foi desprotegido como
0s anteriores e a resina lavada 4vezes, durante 5 minutos cada, com diclorometano. O
peptideo foi desligado da resina pelo uso de uma solucgéo de clivagem contendo 2.5% de
B-mercaptoetanol +2.5% de &agua, num volume final de 5mL de TFA (&cido

trifluoracético). O tubo de reacdo ficou agitando com esta solugéo por 4 horas.
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A solugdo com os peptideos foi colhida com auxilio de uma bomba a vacuo e 0s
produtos da sintese foram precipitados com éter gelado overnight a 4°C. O tubo foi
lavado e centrifugado trés vezes a 3000rpm por 30 minutos, enquanto o sobrenadante
foi desprezado e o peptideo ressuspendido em de &gua.

Apb6s a obtengdo do peptideo, este foi liofilizado, purificado em HPLC e

analisado em espectrémetro de massa para confirmar a exatiddo da sequéncia.

4.10- Purificacdo do peptideo sintético

O peptideo foi purificado por cromatografia em fase reversa utilizando a coluna
Sephasil Peptide C18 — Shimadzu (volume 4.24 mL, didametro 0.46 cm e altura 15 cm)
acoplada a sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Primeiramente, a coluna foi lavada com solucdo A (TFA 1.1% em agua) por 10
minutos. Os componentes presentes foram eluidos, utilizando-se um gradiente que
variou entre 0 e 25% de acetonitrila em 75 minutos (0 —10 minutos até 10% de
acetonitrila e de 10-75 minutos até 25% de acetonitrila). Os 20 minutos seguintes foram
utilizados para lavagem da coluna com acetonitrila 100%. Apds a purificacdo, o
peptideo foi submetido & espectrometria de massa (Micromass Q-Tof- micro ™), e sua

massa molecular foi confirmada.
4.11- Ligacéo do peptideo ao BSA

Com o objetivo de melhorar a adesdo do peptideo a placa de Elisa, procedeu-se a
ligacdo deste a molécula de BSA, como previamente descrito por Alvarenga et al.,
(2002).

4.12- Polimerizacao do peptideo com glutaraldeido

A ligacdo do peptideo ao glutaraldeido foi realizada como descrito por Machado
de Avila et al (2004).

4.13- ELISA utilizando peptideos sintéticos

Para verificar a reatividade do peptideo sintético frente ao pool soros dos caes

com leishmaniose visceral, uma placa de Elisa da marca falcon foi sensibilizada com
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0,5 ug/well de peptideo purificado e a ela foi adicionado o pool de soros positivos
partindo de uma diluicdo de 1:100. Como controle positivo, foi utilizado o antigeno
bruto de Leishmania.

4.14- Imunoensaios com peptideos ligados a membrana

Como outra forma de se verificar a reatividade dos clones positivos selecionados
por Phage Display com soros de cdes anti- L.chagasi e normais, estes foram
sintetizados em membrana de celulose (método de Spot Sintese) e o ensaio realizado

como descrito abaixo:

As membranas contendo 0s peptideos sintéticos foram lavadas trés vezes com
TBS (Salina, KCI 0.002M, Tris 0,05M) pH 7.4 e incubadas por 24horas com solugéo de
blogueio (GENOSIS, SU-07-250A) em TBS, contendo Tween-20 a 0,05% (T-TBS) e
sacarose a 0.5%, a temperatura ambiente. Apds bloqueio, as membranas foram lavadas e
incubadas com os pools de soros de caes negativo e positivo para leishamniose visceral
por 90 min a 37°C. Apds novas lavagens, o conjugado (anticorpo anti-cdo conjugado
com fosfatase alcalina) foi adicionado e mantido sob agitacdo por 90 minutos. Apos
duas lavagens com T-TBS e outras duas subsequentes com CBS pH 7 por 10 minutos
sob agitacdo a temperatura ambiente, adicionou-se o substrato para fosfatase (MTT-
BCIP, Sigma) por 30 minutos.

A reacdo, interrompida apos duas lavagens da membrana com tampéo CBS pH
7, pode ser visualizada pela presenca de um precipitado azul sobre os peptideos (spots)
mais reativos.

Ao final dos ensaios imunolégicos as membranas foram documentadas e em
seguida submetidas a um tratamento de regeneracao, para sua posterior reutilizacdo. As
membranas foram tratadas com dimetilformamida (DMF), reagente A (uréia 8M, 1% de
SDS, 0.1% de 2-mercaptoetanol), reagente B (etanol/agua/acido acético na proporc¢édo
50:40:10 vol/vol/vol), e metanol para remover os complexos moleculares precipitadas
sobre os peptideos (trés lavagens de 10 min cada). Este procedimento de regeneracdo
permite 0 uso das membranas 30-40 vezes utilizando-se a mesma membrana, para

anticorpos policlonais e até 70 vezes para anticorpos monoclonais.
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5- RESULTADOS

5.1- Teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) do tipo Indireto para

Leishmaniose Canina

Para confirmar a presenga ou auséncia de imunoglobulinas anti-antigeno solivel
de Leishmania chagasi nos soros dos cdes, foi feito um ensaio de ELISA. O resultado
do teste esta representado na figura 1.
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Fig. 1 - Reatividade dos soros de cdes frente ao antigeno de Leishmania chagasi. A
placa de ELISA foi sensibilizada com 0,5 pg/well de antigeno. Os soros foram usados
na diluicdo inicial de 1:500. Foi utilizado anticorpo anti-cdo conjugado a peroxidase
diluido 1:1000.

Verificamos que todos os 38 soros previamente diagnosticados positivos (RIFI,
ELISA e puncdo medular) mostraram também reatividade com o antigeno soluvel

desenvolvido nesta tese enquanto que 0s 16 soros negativos ndo apresentaram
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reatividade frente ao mesmo. Devido a estes resultados, foram feitos dois pools de
soros, tanto de soros positivos como de soros negativos para a extracdo de

imunoglobulinas anti-L.chagasi e de imunoglobulinas normais para o proprio parasita.

5.2- Reatividade das imunoglobulinas purificadas frente ao antigeno de L.chagasi

A purificacdo das imunoglobulinas 1gGs anti-L.chagasi foi feita por
cromatografia de afinidade em coluna de proteina A-Sepharose segundo o protocolo
descrito em material e métodos. Apds purificacdo, um ensaio de ELISA indireto foi
realizado com o objetivo de se verificar a reatividade destas imunoglobulinas frente ao
antigeno.

O resultado esté representado na Figura 2. Verificamos em Fig. 2A que as 1gGs
anti- L.chagasi purificadas mantiveram sua a reatividade numa forma diretamente
proporcional a concentracdo de imunoglobulina utilizada. Na Figura 2B observamos
também que as 1gGs provenientes de cdes normais ndo apresentaram reatividade frente
ao antigeno.

IgGs anti-L.chagasi foram utilizados em seguida como ligantes na selecdo de

fagos especificos (Biopanning).
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Fig. 2-A) Reatividade das imunoglobulinas purificadas. A placa de ELISA foi
sensibilizada com 0,5ug/well de antigeno de L.chagasi. A concentracdo das
imunoglobulinas variou de 10ug por well a 0,16ur por well. B) Controle negativo. Foi

usada 10 pg de imunoglobulina do pool de soros negativos.

5.3- Reatividade dos fagos apds trés ciclos de selecdo

Apos trés ciclos de selecdo (Pannings 1, 2 e 3), foi feita uma ELISA tipo
sanduiche para se verificar o aumento da afinidade entre os peptideos expressos na
superficie dos fagos e as imunoglobulinas anti- L.chagasi (figura 3). As
imunoglobulinas usadas nessa ELISA foram as mesmas utilizadas na selegéo incial dos
fagos (P1, P2 e P3). A metodologia de ELISA tipo sanduiche usada esta descrita em

materiais e métodos.

18
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1,2
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0,0 . | |
Fagos silvestres P1 P2 P3

Pannings

Fig. 3 - Reatividade dos fagos apds Pannings 1, 2 e 3. A placa foi sensibilizada com
10ug/mL do pool de Ig purificada anti L. chagasi e incubada com 10*° dos fagos eluidos
dos trés ciclos de selecdo (P1, P2 e P3) e fagos silvestres como controle negativo. Foi

empregado anticorpo anti-M13 conjugado a peroxidase diluido 1:3000 (sigma).
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Podemos observar na figura 3 que a reatividade dos fagos é maior no Panning 3,
sugerindo que em cada ciclo a especificidade e a reatividade dos fagos amplificados sdo

aumentadas.

5.4- Selecéo dos fagos de interesse (Screening)

A andlise da reatividade individual dos clones selecionados no Panning 3 foi
realizada através de uma ELISA sanduiche conforme descrita em material e métodos no
item 4.5.3. Foram sensibilizadas duas placas de ELISA com pool de imunoglobulinas
anti-L.chagasi purificadas do soros de cédes (10ug/mL). Como controle negativo foi
usado sobrenadante de cultura de fagos silvestres.

O objetivo desta etapa é a individualizar e selecionar apenas os clones com as

maiores reatividades.
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Fig. 4 — Reatividade dos fagos apds o terceiro ciclo de selecdo (P3) frente a Igs
purificadas. A placa foi sensibilizada com 0,5ug/well de 1gG de cdo anti- L.chagasi e
incubada com 50uL do sobrenadante de cultura de de K91 contendo os fagos de
interesse. Como controle negativo foi utilizado 50uL do sobrenadante de cultura de K91
infectada por fagos silvestres. Foi empregado anticorpo anti-M13 conjugado a
peroxidase (sigma)

A figura 4 mostra uma grande variabilidade dos clones frente as IgGs anti
L.chagasi. Aqueles com leituras maiores ou iguais a 0.8 (Abs 492nm) foram
considerados positivos. De 192 clones dispostos inicialmente na placa, apenas 25
mostraram-se positivos. Estes clones foram selecionados para serem testados frente a

imunoglobulina de cdo anti- T. cruzi.

5.5- Especificidade dos clones positivos frente a IgGs normais

Os 25 clones positivos tiveram sua reatividade analisada frente a

imunoglobulinas de cées sadios. O resultado esta representado na figura 5.
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Fig. 5 — Reatividade dos clones positivos frente a IgG normal de cdo. A placa foi
sensibilizada com 10 ug/well do pool de imunoglobulinas de caes do grupo controle e
incubada com 50uL do sobrenadante de bactérias K91 com os fagos de interesse. Como
controle positivo, a placa foi sensibilizada com o pool de IgG anti-Leishmania chagasi e

incubada com 50 uL do sobrenadante de um dos fagos selecionados.
A figura 5 mostra que nenhum dos 25 clones positivos apresentou reatividade

frente a 1IgG de cées do grupo controle. Os valores observados foram inferiores a 0.2 na

absorbancia de 492nm
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5.6- Especificidade dos clones positivos frente a 1gGs de céo anti-Trypanosoma

cruzi

A especificidade dos clones positivos foi verificada novamente através do ensaio
de ELISA, onde as microplacas de foram sensibilizadas com anticorpos anti T.cruzi
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Clones positivos para Leishmania

Fig. 6 — Reatividade dos clones selecionados frente a imunoglobulina de céo anti T.
cruzi. A placa de ELISA foi sensibilizada com 10ug/mL de Ig de cdo chagasico e
incubada com 50 pL de sobrenadante de cultura de K91 contendo os fagos selecionados

(Abs > 0.8). Foi empregado anticorpo anti- M13 conjugado a peroxidase diluido 1:3000.

A figura 6 mostra a reatividade dos clones frente aos antigenos de L.chagasi
(azul) e antigeno de T.cruzi (vermelho). Verificamos que a reatividade frente aos
antigenos € muito variada; os valores de absorbancia para anticorpo anti- L.chagasi
variam de 0.9 (clones 9B, 1D2) a 1.8 (clones 6G e 11E), enquanto que para o anticorpo
anti T.cruzi, esses valores variam de 0.1 (maioria dos clones) a 0.5 (clones 6G e 11E).

Os clones que apresentaram, respectivamente, alta reatividade (>1,4) contra
anticorpos anti-L.chagasi e baixa reatividade (<0,2) contra anticorpos anti-T.cruzi,
foram selecionados. Por estas caracteristicas, apenas trés clones (3B, 11H e 12A) foram

selecionados para sequienciamento e para testes como antigenos totais na sensibilizacdo
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de placas no desenvolvimento de teste de ELISA para o diagnostico da leishmaniose

visceral canina.
5.7- Sequienciamento dos clones positivos

Os clones foram seqiienciados no NAGE, do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do ICB, UFMG e apresentaram as seguintes seqliéncias de aminoacidos: 3B
(TTDDDKLKKTLTYRS), 11H (XXXXXXXXXXXX), 12A (XXXXXXXXXXXX).
A sequéncia de aminoacidos dos clones 11H e 12A ndo estdo descritas por que se

iniciou o registro de patente.
5.8- Desenvolvimento do ELISA com fagos ligados na placa

A viabilidade dos fagos selecionados como antigenos ligados a microplacas de
Elisa foi verificada. Pool de soros de cdes com LV foram usados como primeiros
anticorpos no ensaio de ELISA tipo indireto. A placas foram sensibilizadas com 0s
fagos de interesse (10™° fagos/well). Como controle negativo, foi utilizado o pool de

soros de cdes normais. O resultados estdo representados abaixo na figura 7.
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Fig. 7- Reatividade dos fagos com soros de cées positivos e normais. A placa foi
sensibilizada com 10 fagos/well. Os soros de cdes foram utilizados em uma diluicéo
de 1:100. Foi empregado anticorpo anti-lgG de céo conjugada a peroxidase diluido
1:1000.

De acordo com o grafico representado na figura 7, todos os clones foram
capazes de reconhecer os soros de cdes com LV. Entretanto, o clone 3B apresentou
maior reatividade dentre os trés selecionados. Nesta mesma figura verificamos também
que nenhum dos clones reagiu com anticorpos de soros de caes normais.

Uma vez verificado que o fago 3B expressando 0 peptideo
TTDDDKLKKTLTYRS apresentou maior reatividade, a proxima etapa do nosso
trabalho foi realizar a sintese quimica deste na sua forma soltvel para sua posterior
utilizacdo como antigeno nos testes de ELISA. O peptideo foi sintetizado pelo método

F-moc sintese.

5.9- Purificacdo do peptideo

O peptideo foi purificado por cromatografia em fase reversa utilizando a coluna
Sephasil Peptide C18 — Shimadzu (volume 4.24 mL, didametro 0.46 cm e altura 15 cm)
acoplada a sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography). O perfil do
fracionamento apresentou um pico principal quando foi utilizado um gradiente de
acetronitrila que variou de 0 a 25% de acetronitila em 75 minutos. O perfil
cromatografico esta representado na figura 8. O pico principal foi liofilizado e sua
andlise foi realizada por espectrometria de massa, que confirmou a massa molecular do

peptideo.
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5.10- Espectrometria de massa
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Fig. 9- Analise por espectrometria de massa do pico purificado com massa

estimada de 1886 Daltons (Da).
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5.11- Imunoensaios com o peptideo sintético

Os ensaios de ELISA utilizando o peptideo TTDDDKLKKTLTYRS, s6,
acoplado ao BSA e polimerizado com glutaraldeido como antigenos, ligados a
microplacas, ndo apresentaram resultados capazes de serem quantificados com soros de
caes previamente diagnosticados como positivos para leishmaniose.

Devido a estes resultados negativos e inesperados nds decidimos analisar a
viabilidade do uso dos outros dois peptideos. Para isto a estratégia utilizada foi a
seguinte:

Previamente a sintese quimica solluvel destes peptideos, nos os sintetizamos
numa fase soOlida, em membrana de celulose (spot synthesis). Os peptideos

permaneceram ligados as membranas para 0s respectivos imunoensaios.
5.12- Imunoensaios com peptideos ligados a membrana

Apos sintese dos peptideos 11H e 12A em membranas (7 repeticiones de cacda
peptideos) como descritos em material e méetodos, estas membranas foram analisadas
com soros negativo e positivo de cdes para leishmaniose.

Os ensaios de imunoanalise das membranas foram realizados como descritos em

materiais e métodos no item 4.14. O resultado esta representado na figura 10.
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11H 12A 3B

Soro negativo
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Fig.10- Analise da reatividade dos peptideos sobre a membrana com pool de soros
positivo e negativo. Os soros fora usados na diluigdo 1:250. Foi empregado anticorpo
anti-1gG de cédo conjugada a peroxidase diluido 1:500.

De acordo com a figura 10, podemos perceber que os clones 11H e 12 A
mostraram reatividade apenas frente aos soros positivos.

O clone 3B, como ja era esperado, ndo reagiu também com o soro positivo ou

negativo nestas condicdes.
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6- DISCUSSAO

A Leishmaniose Visceral (LV) apresenta amplo espectro epidemiol6gico no
mundo, ocorrendo em areas tropicais e subtropicais, podendo ser causada por trés
espécies de Leishmania: Leishmania Leishmania donovani; L.(L). infantum e L.(L).
chagasi. Na América, a LV ou calazar tem como agente etioldégico a Leishmania
(Leishmania) chagasi (Laison & Shaw, 1987).

A LV é uma doenca cronica que apresenta crescente incidéncia no Brasil,
podendo assumir formas graves e letais quando ndo tratada adequadamente,
principalmente em criancas, idosos, e pacientes portadores de co-infecgdo com o virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Hoje em dia, a doenca encontra-se em plena
expansdo e urbanizacdo em cidades de grande e médio porte, tornando-se deste modo,
preocupacao para 0s 0rgdos de saude Pablica (Silva et al, 2001).

A ocorréncia da doenca em uma dada area depende da presenca do vetor e de
reservatorio/hospedeiro susceptivel. A transmissdo se da a partir da picada de fémeas
infectadas de dipteros da especie Lutzomya Longipalpis. Os cdes domésticos constituem
um importante reservatorio e sdo responsaveis pela natureza endémica/epidémica da
doenca (Silva et al., 2001).

A apresentacdo clinica da Leishmaniose Visceral canina (LVC) é conseqléncia
de interacbes complexas entre o parasita e a resposta imune do hospedeiro (Santos-
Gomes et al., 2002). Assim sendo, a expressdo imunologica e clinica da doenca varia de
um animal para outro e mais de 50% dos cdes ndo apresenta nenhum sintoma. Por esse
motivo, € necessario o emprego de duas ou mais técnicas para um diagndstico seguro da
doenca (Fisa et al., 2001)

Tal diversidade de sintomas dificulta o diagndstico da LVC, que vai desde o
emprego de técnicas convencionais de pesquisa do parasita até as modernas técnicas de
Biologia Molecular e Imunologia (Tavares, Fernandes e Melo, 2003).

O aspirado de medula 6ssea e linfonodos é o método diagndstico mais usado
pelos clinicos veterinarios, ja que o encontro de uma s6 amastigota ja € suficiente para
determinar a positividade do exame. Porém, esse método possui sensibilidade de apenas
50% nos aspirados de medula 6ssea e menos de 30% naqueles de linfonodos (Ferrer,
1997). Além disso, quanto menos sintomas o animal apresentar, menor serd a

sensibilidade do exame parasitologico (Aisa et al., 1998).
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A cultura do material aspirado aumenta a probabilidades de encontro do parasita
(Genaro, 1993 e Ozbel et al., 2000), porém o método é demorado e ndo é muito sensivel
ndo sendo adequado para o diagndstico clinico rotineiro (Ferrer, 1997).

Visando evitar os problemas relacionados a demonstracdo do parasita, foram
desenvolvidos métodos diagndsticos ndo invasivos, sendo 0s que detectam anticorpos
no soro do paciente os mais utilizados, uma vez que os cées portadores de LV
apresentam hipergamaglobulinemia (Tavares, Fernandes e Melo, 2003). As técnicas
sorologicas sdo efetivas quando o animal apresenta um alto nivel de anticorpos.
Entretanto, em &reas endémicas, 0 uso destas técnicas se torna limitado devido aos
baixos niveis de anticorpos especificos (Fisa et al, 2001).

Inicialmente, a reacdo de fixacdo do complemento foi utilizada pra o diagnostico
sorologico da LVC (Alencar, 1959), tendo sido posteriormente substituida pela reagédo
de imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Genaro, 1993).

A RIFI é amplamente utilizada no diagnéstico da LVC (Ferrer, et al.,1995;
Mancianti, Pedonese e Poli, 1996), apresentando altas taxas de sensibilidade e
especificidade. Porém, na America Latina, a especificidade da técnica fica
comprometida quando é utilizada em areas onde o cdo sofre também de Leishmaniose
tegumentar ou doenca de Chagas.

O ELISA ¢é também é um método amplamente utilizado no diagnostico da LVC,
sendo atualmente indicada como triagem para posterior confirmacdo pela RIFI nos
inquéritos epidemioldgicos no Brasil (WHO, 2003). No ELISA, os antigenos utilizados
sdo derivados de promastigotas cultivadas in vitro e rompidas por ultra-som, expondo
cerca de 30 antigenos somaticos e inimeros componentes de superficie. Este método
tem seus niveis de especificidade comprometidos por reacdes cruzadas com outras
espécies de tripanosomatideos ou até mesmo por espécies filogeneticamente distantes
(Tavares, Fernandes e Melo, 2003).

Com o objetivo de identificar novos antigenos, mais sensiveis e especificos,
escolnemos uma nova estratégia de selecdo, a técnica de Phage Display. Esta
metodologia ja foi utilizada na selecdo de potenciais antigenos para o imunodiagndstico
de diversas doencas (Tafi et al., 1997; Minenkova et al., 2001; Kouzmitcheva et
al.2001; Santamaria, 2001; Marston et al., 2002). A utilizacdo de soros ndo purificados
de pacientes portadores de diversas infec¢cbes como fonte de ligantes (anticorpos) para

selecionar os fagos de interesse das bibliotecas foi feita por varios destes autores.
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Em nosso trabalho, com o objetivo de aumentar a especificidade da selecéo, os
anticorpos anti-Leishamnia chagasi foram previamente purificados do soro de cées cuja
infeccdo foi confirmada pelas técnicas de ELISA, RIFI e aspirado de medula e
linfonodos, O método utilizado para a purificacdo dos anticorpos (IgG anti L.chagasi)
visa diminuir a possibilidade de selecéo de fagos reconhecidos por anticorpos naturais
Ou por anticorpos contra outras doengas presentes nos soros destes cées.

Apbs a obtencdo, quantificacdo e caracterizacdo, as imunoglobulinas anti-L.
chagasi foram usadas para sensibilizar as placas para a bio-sele¢éo (biopanning). Foram
feitos trés ciclos para que a afinidade de ligacdo dos fagos as imunoglobulinas
aumentasse (Smith, 1985), uma vez os fagos selecionados no primeiro ciclo, sdo
amplificados e utilizados no ciclo seguinte. No terceiro ciclo, a placa foi sensibilizada
com uma quantidade 5 vezes menor de imunoglobulinas e conseqlientemente apenas 0s
fagos que possuissem uma maior afinidade pelas moléculas alvo seriam selecionados e
amplificados novamente.

Vinte e cinco clones considerados os mais reativos frente ao anticorpo especifico
foram testados frente a IgGs de soros de cdes normais. Entretanto, nenhum deles
apresentou reatividade. Entdo, os mesmos clones foram testados agora contra 1gGs de
caes portadores de doenca de Chagas, experimentalmente infectados, para verificacao
da reatividades cruzada destes clones. Destes clones, apenas trés apresentaram,
simultaneamente, alta reatividade com anticorpo anti L. chagasi e baixa reatividade com
anticorpo anti Trypanosoma cruzi,. Estes resultados sugerem que os demais clones
apresentaram reacdo cruzada por que provavelmente foram selecionados por moléculas
de imunoglobulinas que reconheciam seqliéncias que mimetizavam antigenos comuns a
ambos parasitas.

Manoutcharian et al. (1999), utilizaram a técnica de Phage Display para
imunodiagndstico da neurocisticercose humana e conseguiram selecionar dois clones
que expressavam em sua superficie peptideos selecionados por moléculas presentes no
liguido cefalorraquidiano de pacientes com neurocisticercose. Estes clones foram
adicionados a microplacas para ELISA e testados frente ao liquido cefalorraquidiano de
portadores da neurocisticercose. O resultado foi um indice de sensibilidade de 78 e 85%
e especificidade de 100% para ambos os clones. Com isso, podemos perceber que a

técnica de Phage Display, atraveés da selecdo de peptideos por afinidade, tem se
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mostrado como uma ferramenta vidvel (simples e eficaz) para o diagndstico
imunolégico de doencas parasitarias.

Os trés clones positivos (3B, 11H e 12A) apenas com anticorpos anti-Leishmania
chagasi foram inicialmente selecionados e o0 DNA deles foi seqlienciado. Os DNAs
foram analisados e a sequéncia de aminoacidos determinada. Para verificar a existéncia
de homologia com proteinas de L. chagasi ou de outros organismos, foi realizada a
analise em banco de dados (BLAST-ALTSCHUL et al., 1990) que ndo encontrou
homologia com nenhuma proteina descrita, sugerindo que estes peptideos podem ser
parte da estrutura de proteinas até o momento ndo descritas, ou tratar-se de epitopos
conformacionais, ou ainda serem mimotopos (peptideos que mimetizam um epitopo
sem ter a mesma estrutura primaria).

De posse das seqliéncias de aminoacidos dos trés peptideos expressos nos clones
escolhidos, estes peptideos foram entdo sintetizados sobre uma membrana de celulose,
para posterior imunoanalise com soros individuais de animais controles e animais
portadores de leishmaniose visceral canina. O peptideo TTDDDKLKKTLTYRS do
clone que apresentou a maior reatividade frente ao pool de soros de animais doentes
(3B), foi tambeém sintetizado em sua forma soluvel, com a finalidade de ser usado, como
antigeno, diretamente nas placas de ELISA.

A cadeia peptidica obtida no seqiienciamento do clone 3B apresenta em sua
extensdo 15 aminoacidos que determinam em sua somatOria um carater hidrofilico
predominantemente positivo. Destacam-se, na seqiéncia, por essas propriedades trés
lisinas (K), uma Arginina (R) que possuem cargas positivas em pH neutro, somando-se
ainda, aminoacidos como quatro Treoninas (T) e uma Serina (S) que apresentam
hidroxilas livres em suas cadeias laterais alifaticas acentuando ainda mais o carater
polar desse peptideo. Fazem parte, também, dessa seqiiéncia o aminoacido Tirosina (YY)
que apresenta cadeia lateral volumosa com anel aromatico sendo este considerado
hidrofobico podendo-se estender o carater apolar para as trés Asparaginas (N) presentes
consecutivamente nesse peptideo determinando uma regido hidr6foba na seqiiéncia
quando essa se encontra em pH neutro

O método da sintese quimica manual de peptideos em fase solida (método F-moc)
tem nos permitido produzir um peptideo com alto grau de pureza, fato que foi
confirmado por espectrometria de massa, mostrando que o método utilizado para sintese
peptidica foi eficiente. foi capaz de produzir um peptideo relativamente puro, fato que
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foi confirmado por espectrometria de massa, mostrando que o método utilizado para
sintese peptidica foi eficiente. Seguindo esta mesma metodologia, outros peptideos
foram anteriormente sintetizados e utilizados para testes de imunodiagndstico (Tsang et
al. 1989; Greene et al., 2000).

O peptideo sintético TTDDDKLKKTLTYRS ao ser testado com o pool de soros
de cdes com L. chagasi, ndo mostrou reatividade. Este resultado foi pela primeira vez
observado e nos chamou muito a atencdo. Buscando explicacdo para este resultado
inusitado, verificamos que, Chirinos-Rojas et al. (1999), conseguiram selecionar, por
Phage Display, um mimotopo que foi capaz de inibir fortemente a citototxidade
mediada por TNF-o em camundongos e humanos em células 1.929. O mimotopo
identificado ndo mostrou homologia com a estrutura priméaria de nenhum dos dominios
extracelulares dos receptores de TNF- a, sugerindo que este mimotopo representa ou
mimetiza um epitopo conformacional envolvido com a ligagcdo ao TNF- a.

ApoOs ser sintetizado pela técnica de F-moc sintese, o peptideo mostrou uma
baixa capacidade de inibicdo da citotoxidade quando comparado a0 mimotopo exposto
pelo fago. Esses dados mostram a importancia da apresentacdo do mimotopo para suas
atividades bioldgicas. Além disso, uma seqliéncia peptidica exposta na superficie de um
fago pode adotar uma conformacdo diferente quando comparada ao peptideo livre.
Rudolf et al.(1998) também afirmam que o peptideo selecionado, quando sintetizado,
sofre uma mudanca conformacional, 0 que muitas vezes, pode acarretar a inativacao
deste. Os resultados demonstrados por estes autores podem explicar a perda da atividade
antigénica de nosso peptideo apds sua sintese quimica.

Para tentar verificar a antigenicidade dos outros dois peptideos selecionados
(11H e 12A) apds sintese quimica, utilizou-se, previamente a sua sintese solivel, uma
das metodologias mais amplamente utilizadas para a identificacdo de epitopos, a técnica
de Spot-Synthesis (Choulier et al., 2001; Alvarenga et al 2002, Machado de Avila et al,
2004).

Esta etapa iniciou-se com a sintese paralela, sobre uma membrana de
nitrocelulose, dos trés peptideos, inclusive do peptideo nédo reativo (3B).

Os anticorpos provenientes de cdes portadores da leishmaniose reconheceram 0s
peptideos 11H e 12A e também confirmaram os resultados negativos do peptideo 3B.
Além disso, as lIgGs de cdes normais ndo reconheceram nenhum dos peptideos

sintéticos sobre a membrana.
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Estes resultados permitem agora supor que 0s peptideos reconhecidos nas
membranas podem ser sintetizados na sua forma solivel sem perder sua atividade
antigénica e poderdo, posteriormente, serem usados como antigenos na sensibilizacéo de

microplacas de ELISA.
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7- CONCLUSOES

e A técnica de Phage Display obteve éxito em selecionar fagos que possuem alta
afinidade com o ligante

e O uso datécnica de ELISA é eficiente para selecionar clones positivos

e O uso datécnica de Phage Display possibilitou a selecdo de trés epitopos
(lineares ou conformacionais) ainda ndo descritos, para o imunodiagnéstico da
LV

e O peptideo 3B selecionado por Phage Display e sintetizado manualmente pelo
método F-moc ndo possui atividade antigénica por se tratar de um falso-peptideo

e Os peptideos 11H e 12A selecionados por Phage Display possuem atividade

antigénica
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8- PERSPECTIVAS

e Sintetizar os peptideos 11H e 12A na sua forma solavel

e Realizar os imunoensaios com os peptideos sintéticos utilizando os soros
individuais de cées positivos para leishmaniose, negativos e portadores de
outras doengas.

e Desenvolvimento e padronizagdo de um teste de ELISA para leishmaniose
canina usando como antigenos os dois peptideos sintéticos.

e Imunolocalizacdo no parasita de antigenos mimetizados pelo peptideo

sintético.
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