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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas negligenciadas, sobretudo por estarem vigentes em paises em
desenvolvimento. O Brasil concentra a maioria dos casos do continente americano, tornando-
a um problema de Satide Publica. Sdo ocasionadas por protozodarios do género Leishmania.
Os parasitos promovem diferentes manifestacdes clinicas, e isso se da pela interagdo entre o
parasito e a resposta imune do hospedeiro, bem como pela espécie que esta parasitando. Isso
posto, a leishmaniose visceral (LV) ¢ atualmente a forma clinica mais grave, apresentando
sintomas sistémicos, que podem acabar levando ao 6bito caso ndo seja tratada em tempo habil,
contudo, existem poucas opgoes terapéuticas realmente eficazes. Essa doenga também pode
atingir os caes, sendo eles os principais reservatorios. Atualmente possui uma alta prevaléncia
de animais infectados nas cidades, sendo um grande potencial de risco para a transmissao da
doenga ao homem. Existem algumas estratégias de controle contra a doenga preconizados
pelo ministério da satde, como uso de inseticidas para combater o vetor, o diagndstico e
tratamento dos casos registrados e eutanasia dos cdes soro positivos. Entretanto, essas
medidas ndo tém sido suficientes para redugdo da incidéncia da doenga no Brasil. Sendo
assim, um estudo de imunoprotedmica utilizando parasitos de Leishmania infantum isolados
de extratos proteicos de caes naturalmente infectados de uma regido endémica para a doenca
foram utilizados para a identificacdo de novos antigenos para serem utilizados futuramente
no diagnostico sorologico e como candidatos a vacina na leishmaniose visceral canina. Para
a realizagdo dos géis bidimensionais foram utilizados extratos proteicos de caes sintomaticos
e assintomaticos e na realizagdo do Western-Blotting, utilizou-se pool de soros de cdes com
leishmaniose visceral assintomatica, sintomatica, caes saudaveis de area endémica, cies com
doencas correlacionadas (babesiose e erliquiose) em caes imunizados com a vacina Leish-
Tec®. Com os resultados adquiridos, foi possivel excluir os spots que apresentaram
reatividade cruzada dos soros dos grupos de cdes saudaveis, com babesiose e erliquiose. Ao
todo foi possivel identificar 20 proteinas, sendo 15 ja descritas na literatura e 5 delas
hipotéticas. Portanto, o presente estudo revela novos candidatos com potencial para serem
empregados em estudos futuros na melhoria do diagndstico da leishmaniose visceral, bem
como para serem aplicados em uma formulagdo vacinal.

Palavras-chave: Biomarcadores; Espectrometria de Massas; Protedmica



ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected diseases, mainly because they are in force in developing
countries. Brazil concentrates most cases on the American continent, making it a public health
problem. They are caused by protozoa of the genus Leishmania. The parasites cause different
clinical manifestations, and this is due to the interaction between the parasite and the host's
immune response, as well as the species that is parasitizing. That said, visceral leishmaniasis
(VL) is currently the most serious clinical form, presenting systemic symptoms, which can
end up leading to death if it is not treated in a timely manner, however, there are few really
effective therapeutic options. This disease can also affect dogs, which are the main reservoirs.
It currently has a high prevalence of infected animals in cities, being a great risk potential for
the transmission of the disease to humans. There are some control strategies against the
disease recommended by the Ministry of Health, such as the use of insecticides to combat the
vector, the diagnosis and treatment of registered cases and euthanasia of positive serum dogs.
However, these measures have not been sufficient to reduce the incidence of the disease in
Brazil. Thus, an immunoproteomics study using Leishmania infantum parasites isolated from
protein extracts from naturally infected dogs from an endemic region for the disease were
used to identify new antigens to be used in the future for serological diagnosis and as
candidates for vaccine in visceral leishmaniasis canine. Protein extracts from symptomatic
and asymptomatic dogs were used to perform the two-dimensional gels and in the Western
Blotting, a pool of sera from dogs with asymptomatic, symptomatic visceral leishmaniasis
was used, healthy dogs from an endemic area, dogs with correlated diseases (babesiosis and
ehrlichiosis) in dogs immunized with the Leish-Tec® vaccine. With the acquired results, it
was possible to exclude the spots that presented cross-reactivity of the sera of the groups of
healthy dogs, with babesiosis and ehrlichiosis. Altogether it was possible to identify 20
proteins, 15 of which have already been described in the literature and 5 of which are
hypothetical. Therefore, the present study reveals new candidates with the potential to be used
in future studies to improve the diagnosis of visceral leishmaniasis, as well as to be applied
in a vaccine formulation.Visando um novo teste de sorodiagndstico e uma composi¢ao vacinal
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UFMG- Universidade Federal de Minas Gerais
UFOP- Universidade Federal de Ouro Preto v-
Volume V- Volt

V/h- Volt/hora

WB- Western blotting

2D- Bidimensional

2-DE- Gel bidimensional
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1. INTRODUCAO

No complexo cenario mundial as leishmanioses sdo doencas negligenciadas que
possuem alta incidéncia anual com grande porcentagem de oObitos, sendo necessario medidas
de controles eficazes para a diminuicao dos casos e contencao da doenca (BAILEY et al., 2019;
WHO, 2020). As leishmanioses sdao infecgdes tropicais causadas por diversos protozoarios
digenéticos do género Leishmania (ROSS 1903). Sao descritas na literatura pelo menos 22
espécies diferentes de Leishmania que causam doencas em humanos (AKHOUNDI et al.,
2016).

As infec¢des causadas pelo protozoario Leishmania possuem uma variedade de sinais
clinicos, que podem variar de acordo com a espécie, a viruléncia da cepa, localizacdo do
parasito nos tecidos infectados, tipos de vetores, bem como a resposta imunologica e genética
do hospedeiro perante o parasito (GOTO & LINDOSO, 2010; PAHO, 2018). Todavia,
independente da espécie do parasito, a doenga ¢ transmitida pela picada de flebotomineos
fémeas infectados durante o repasto sanguineo. Existem diversas espécies desse vetor que
podem propagar a Leishmania no mundo.

A Leishmania infantum é uma das principais espécies responsavel por ocasionar a
doenca em sua forma visceral e ¢ encontrada tanto no velho e novo mundo, assim, sendo
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2020) como uma das principais
doencas negligenciadas do mundo, ocasionando um grande problema de saide (MARINHO et
al.,2015; BAILEY et al., 2019; WHO, 2020). A leishmaniose visceral (LV) ocasiona sintomas
clinicos graves e sistémicos, como: crises irregulares de febre, que permanecem por longo
periodo, perda substancial de peso, fraqueza, com redu¢do da for¢a muscular, aumento do bago
e figado, inchaco dos nddulos linfaticos, além de anemia, caracterizando a forma aguda da
infeccdo (BAHARIA et al., 2015; KHADEMVATAN et al., 2016).

As leishmanioses sdo amplamente distribuidas e podem ser consideradas endémicas em
98 paises, apresentando maiores indices de infec¢des em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,
Nepal e Sudado. Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas estao em risco de adquirir a infec¢ao
por leishmaniose. Ocorre anualmente o registro de aproximadamente 30.000 novos casos de
leishmaniose visceral e mais de 1 milhdo de novos casos de leishmaniose tegumentar. (WHO,
2021). A infec¢do se caracteriza primeiramente como uma zoonose, mas sabe-se que a mesma
também pode ser designada como uma antropozoonoses ou antroponoses dependendo da

espécie. O parasito Leishmania possui um ciclo heteroxénico, onde precisa ter duas classes de
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hospedeiros, sendo um considerado como hospedeiro intermediario (invertebrado) e outro
definitivo (mamifero) (AKHOUNDI et al., 2016). O protozodario possui diversos mamiferos
como reservatorio que podem variar de acordo com o exemplar da espécie, sendo para a LV o
cao um dos mais importantes. Entretanto, somente a minoria dos caes infectados desenvolve a
doenga, visto que a grande maioria apresenta casos subclinicos (QUEIROZ et al., 2010).
Portanto, esses animais que sdo assintomadticos possibilitam a transmissdo da LV em dareas
urbanas endémicas para os seres humanos e passam a representar um grande desafio para o
controle da infeccdo (ABRANCHES et al.,1998; DE MENDONCA et al., 2016).

Diante da caracteristica zoondtica da doenga torna-se imprescindivel a adocao de
medidas competentes para interromper o ciclo do parasito (TESH, 1995). Entretanto, as
medidas de controle empregadas atualmente ndo tém sido suficientes para diminuir a
propagacao da doenga, por esse fator o elevado numero de casos de leishmaniose no mundo.
(TESH, 1995; GONTIJO & MELO, 2004).

No ano de 2016, foi liberado no Brasil o tratamento de cdes com LV utilizando a
miltefosina, contudo, esse plano também nao tem se demonstrado eficiente visto que pode gerar
recidivas, toxicidade e resisténcia ao farmaco, além permitir que os animais permane¢am como
reservatorios, ja que ndo ocorre a cura parasitologica. (LIRA et al., 2006; ROMERO &
BOELAERT, 2010; COURA-VITAL et al., 2014; RIBEIRO, et al., 2018; DOS SANTOS
NOGUEIRA et al., 2019; GONCALVES et al., 2019). Com isso, apesar de existirem medidas
de controle, elas ndo sdo suficientes para diminuirem o nimero de casos de caes infectados, ndo
reduzindo, dessa forma, a incidéncia da doenga no Brasil (COURA-VITAL et al, 2014,
GRIMALDI et al., 2012; LAURENTI et al., 2014; GONCALVES et al., 2019).

Na ultima década, uma diversidade de estudos buscou entender melhor os mecanismos
imunologicos caracteristicos da leishmaniose visceral canina, em busca de um novo candidato
vacinal, o que poderia impactar positivamente no controle da disseminacdo da doenga.
(SILVEIRA et al., 2008; COSTA et al., 2014). Atualmente o Brasil possui uma vacina
licenciada de segunda geragdo, para caes, denominada LeishTec® (FERNANDES et al., 2008).
Entretanto, a vacina possui limitagdes, como processo de obten¢do da proteina A2, elevado
custo, efeitos adversos, além de eficicia varidvel de prote¢do. (REGINASILVA et al., 2016;
MATIAS et al., 2020). Assim, novos estudos que buscam antigenos para serem validados como
composicdes vacinais contra a LVC fazem-se necessarios.

Os testes soroldgicos possuem vantagens em relacdo aos testes parasitologicos e
moleculares, tais como, nao necessitar de uma estrutura laboratorial laboriosa, nem de técnicos

treinados, ter um custo-beneficio adequado e por ser de facil execucdo, com isso, atualmente
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sdo muito utilizados para detectar a LVC (MABEY et al., 2004; MENEZESSOUZA et al., 2014;
LAGE et al., 2016; MAGALHAES et al., 2017; TRAVI et al., 2018; BORJA et al., 2018;
SALLES et al., 2019). Embora amplamente utilizados, esses testes apresentam limitagdes, tais
como a reatividade cruzada com outras doengas, resultados falso positivos, sensibilidade e/ou
especificidade varidveis, que prejudica o diagnostico definitivo da doenga principalmente em
caes assintomaticos (SILVA et al., 2011; VIOL et al., 2012; CHAVEZ FUMAGALLI et al.,
2013; COSTA et al., 2013; FRAGA et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2017). Dessa
forma, também ¢ necessario melhorar a acuracia desses testes para que se possam tragar melhor
as estratégias de controle da doenca.

Devido aos problemas apresentados, diversos estudos t€ém sido realizados na busca por
novos antigenos que possam oferecer testes soroldgicos com maior sensibilidade e
especificidade, e antigenos que possam ser utilizados em composic¢des vacinais que gerem uma
resposta protetora aos animais. Diversos desses estudos, t€ém utilizado uma metodologia de
biologia molecular que avalia o conjunto de proteinas derivadas de um dado genoma de um
microrganismo. A protedmica e imunoprotedmica sdo consideradas técnicas eficientes, pois
podem identificar uma gama de antigenos, com grande potencial para serem testados como
vacinas e para o diagndstico sorologico (COELHO et al., 2012; MAGALHAES et al., 2014;
DUARTE et al,, 2016; LAGE et al., 2019; MACHADO et al., 2020).

A face do exposto, e considerando o grave problema de saude publica da LV e LVC no
Brasil, fica notdrio a necessidade de se priorizar estudos que visam identificar novos antigenos
que possam ser empregados como novas alternativas com potencial profilatico e/ou
imunoterapico capazes de induzirem prote¢do dos cdes em areas endémicas, além de testes
sorologicos para melhor manejo dos casos de LVC e consequentemente controle da doenga em
humanos. Assim, o presente trabalho visou utilizar as técnicas de protedmica e
imunoprotedmica, para verificar o perfil de expressdo de proteinas do extrato total de formas
promastigotas em fase estacionaria de Leishmania (Leishmania) infantum, que foram obtidas
através do isolamento de parasitos de caes sintomaticos e assintomaticos de uma regido
endémica para a doenga, com o intuito de identificar novos antigenos com possivel potencial

para validagdo como composi¢ao vacinal e em diagnostico soroldgico da LVC.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Leishmanioses: Etiologia e aspectos gerais

O agente etiologico causador da doenca leishmaniose ¢ um parasito pertencente ao
Reino Protista (HAECKEL, 1866), a Classe Kinetoplastea (VICKERMAN, 1976), Subclasse
Metakinetoplastina (VICKERMAN, 2004), Ordem Trypanosomatida (KENT, 1880), Familia
Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901), Subfamilia Leishmaniinae (MASLOV & LUKES 2012),
Género Leishmania (ROSS, 1903). A leishmaniose ¢ uma doenga obsoleta, que acometeu por
muitos anos somente os animais silvestres. Acredita-se que a Leishmania tenha se originado
durante a era Mesozoica, antes da separacdo do continente Gondwana (THOMAZ-SOCCOL et
al., 1993).

A primeira Leishmania descoberta foi a Paleoleishmania proterus, encontrada em um
fossil de um mosquito da espécie Palaeomyia burmitis que se alimentou de um sauropsida nao
ave, no periodo Cretaceo, 100 MYA (POINAR & POINAR, 2004). O registro mais antigo da
doenga em humanos foi datado em 2.500 aC, isso foi possivel pelos achados em manuscritos
antigos e em material arqueologico. O género Leishmania ¢ subdividido em cinco subgéneros,
sendo eles: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, G. Enriettii e Paraleishmania, mas somente
os subgéneros Leishmania e Viannia que parasitam mamiferos possuem importancia médica
(ROSS, 1903; SAF'JANOVA, 1982; LAINSON et al., 1987).

Existem aproximadamente 54 espécies descritas do parasito e atualmente 31 sdo
conhecidas por parasitar mamiferos, mas, destas somente 22 conseguem ser patogénicas para
os seres humanos (HERWALDT, 1999). discernir asdescrita por diversos pesquisadores como,
P. Borovsky, WB Leishman e C. Donovan, durante o periodo de 1898 e 1901, a partir disso as
convicgdes e métodos utilizados para discernir as espécies de Leishmania progrediram
notavelmente, e hoje une-se técnicas moleculares e morfoldgicas para segregar a diversidade
desses seres vivos, separando-as assim em varios complexos (WEYERS, 2016).

No Brasil existem diversas espécies de Leishmania capazes de causar doencas aos
homens, sendo elas: L. (V)) braziliensis, L. (V.) guyanensise L. (L.) amazonensisemais
raramente, pela L. (V) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, L. (V) utingensis
sendo estas responsaveis por ocasionar a forma tegumentar da doenca (SCHONIAN et al.,
2010; VAN DER AUWERA & DUJARDIN, 2015). E a Leishmania (Leishmania) infantum
agente ocasionador da doenca visceral (VAN DER AUWERA & DUJARDIN, 2015). Cada
espécie possui a sua peculiaridade, ocasionando manifestacdes clinicas caracteristicas,

apresentando vetores especificos, reservatorios diferenciados, padrdes epidemiologicos,
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distribuicdo geografica e até mesmo respostas terapéuticas diferentes (VALE & FURTADO,
2005).

A Leishmania possui um ciclo heteroxénico, possuindo dois hospedeiros, sendo um
intermediario (flebotomineo) e outro definitivo (mamifero e répteis) (SOLANOGALLEGO et
al., 2009). Mas evidéncias paleontologicas demonstram que antigamente quando surgiu o
parasito na era Mesozoica ele detinha uma vida livre e depois passou a possuir um ciclo
monoxénico, tendo como primeiro hospedeiro os mosquitos, pois nao existia ainda os outros
hospedeiros que pudesse parasitar (CUPOLILLO et al., 2000). O parasito leishmania evoluiu
bastante desde o seu surgimento e desenvolveu varios mecanismos de escape para se manter
vivo no hospedeiro, sendo assim ¢ importante conhecer bem a imunogenética da leishmaniose

para tragar bem o desenvolvimento de vacinas e tratamentos (TEWARY et al., 2004).

2.2. Epidemiologia da leishmaniose visceral

As leishmanioses até o presente momento representam uma adversidade na satde
mundial, contemplando um gradual aumento de novos casos na ultima década, sendo assim
considerada a segunda infec¢do tropical de maior relevancia e a quarta de maior incidéncia de
obito por doenca parasitaria (BERN et al., 2008, WHO, 2020). Elas s3o doengas que afetam
praticamente todos os continentes, e atinge principalmente regides pobres na Africa, Asia e
América Latina, sendo associada a desnutri¢do, deslocamento da populagdo, moradia precaria,
sistema imunoldgico debilitado e falta de recursos financeiros (GOTO & LINDOSO, 2010;
PAHO, 2018).

Estima-se que 98 paises e territorios sdo endémicos para as leishmanioses, sendo
encontradas entre as dez doengas tropicais negligenciadas mais relevantes do mundo. A doenca
pode ocasionar entre 50.000 e 90.000 novos casos em todo o mundo anualmente, em 2020
foram acometidos cerca de 12.838 novos casos de LV, sendo 12. 739 casos autdctones e 99
importados. Destes casos, apenas 25 a 45% dos casos sdo relatados a OMS (WHO, 2021).

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma doenga sist€émica que afeta principalmente criangas
menores de 5 anos, podendo ser associada a desnutricdo, imunossupressao, como HIV-AIDS e
outras comorbidades (PAHO/WHO, 2020). A LV é um grande problema de saude devido a sua
enorme expansao geografica, sendo que prossegue como uma das mais relevantes doengas
parasitarias com surto e mortalidade (WHO, 2020) (Fig. 1). O crescimento desordenado das
grandes cidades e as mudangas ambientais sdo fatores que contribuiram para a expansao da

doenca (GONTIJO & MELO, 2004; LOPES et al., 2010; MANUAL, 2014).
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No mundo os paises que apresentam maiores casos de leishmaniose visceral sdo India,
Sudao do Sul, Sudio, Brasil, Etiopia e Somalia (STEVERDING, 2017). Desde o ano de 2011,
o numero de casos de LV relatados no mundo tem diminuido de forma consistente, uma vez
que passou de 64.223 para 12.739 casos em 2020, que ¢ o menor nimero desde 1998. E neste
periodo houve um total de 3.813 6bitos relatados (WHO, 2021).

A LV ¢ encontrada em 76 paises e somente 13 s3o exclusivamente endémicos para a
doenca e todos sao encontrados nas Américas, onde 65.934 novos casos foram registrados entre
2001 € 2019, com uma média de 3.470 casos por ano. Em 2019, cerca de 97% (2.529) dos casos
estavam concentrados no Brasil, entretanto, observa-se uma expansao de casos da Argentina,
Bolivia, Colombia, Guatemala, Honduras, M¢éxico, Paraguai, Venezuela e Uruguai
(PAHO/WHO, 2020).

A taxa de incidéncia de LV nas Américas ¢ de 2,96 e 0,47 casos por 100.000 habitantes,
considerando a populagdo da area de transmissdo e a populagdo total, respectivamente.
Atualmente quatro paises tiveram queda na taxa de incidéncia de LV, incluindo o Brasil
(PAHO/WHO, 2020). De acordo com o Ministério da Saude cerca de 4.000 casos sdo reportados
ao ano no pais (PAM, 2019).

A incidéncia no Brasil é em torno de 2,0 casos/100.000 habitantes e a letalidade vem
aumentando com o passar do tempo, tornando-se de 3,1% em 2000 para 6,6% em 2014
(FONTES & SILVA, 2011). Entre os anos de 2003 a 2018 ocorreram mais de 51 mil casos
confirmados de LV no Brasil, sendo a regido nordeste a responsavel pela maioria dos casos
(50,1%). Porém, a regido norte também apresentou alta incidéncia. Em 2018 registou-se 3.466
novos casos, tendo um coeficiente de incidéncia de 1,66 casos/ 100.000 habitantes. Sabe-se que
no Brasil a doenga afeta mais frequente criangas menores de 10 anos (41,9%), e com maior
prevaléncia de casos no sexo masculino (67,2%) (PAHO, 2018).

A LVC também representa um problema de satde, sendo bastante difundida,
apresentando até 20% dos caes infectados nas localidades com grande incidéncia do parasito,
sabe-se que a soroprevaléncia ¢ alta em locais endémicos. A LVC foi descrita pela primeira vez
em 1908, na Tunisia, por Nicolle e Comte. Atualmente, esta presente em aproximadamente 50
paises, em grande parte na América do Sul, na regido do mediterrdneo e Africa (DUPREY et
al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; DANTAS-TORRES et al., 2012). Na América
do Sul a LVC ¢ apontada como a infeccdo de maior relevancia zoonotica, se realgando como
uma doenga de alta magnitude, sendo o Brasil e Venezuela os paises com maiores indices de

prevaléncia (ABUJAMRA & MONTEIRO, 2016).
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No Brasil, a dispersao da LVC entre cdes possui uma relagdo direta com a incidéncia da
doenga no homem, pois os caes infectados servem como reservatério da leishmaniose humana
(DUPREY, et al., 2006; WERNECK et al., 2014; SILVA, 2015). A LVC no pais ¢ de extrema
relevancia epidemiologica, ainda mais do que a LV humana, pois, o nimero de casos registrados
em cdes ¢ significativamente maior em comparacdo ao numero de casos notificados em
humanos nas diversas regides do pais (NICOLATO et al., 2013). A LVC exibe uma prevaléncia
de 3 a 30% dependendo da regido. Dessa maneira, as areas endémicas que possuem elevada
transmissdo, geralmente tém a ocorréncia da infeccdo por Leishmania em todo o ano.

(SOLANOGALLEGO et al., 2001; BANETH et al., 2008).
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Figura 1: Status de endemicidade da leishmaniose visceral no mundo. Fonte: Organizacio Mundial da Satide.

2.4. Biologia e ecologia dos flebotomineos e ciclo biologico da leishmania ssp.

As leishmanioses possuem como vetor as fémeas de flebotomineos. Sdo pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (GALATI, 2003). Os
flebotomineos apresentam grande relevancia na saide humana e veterindria, pois sao
transmissores de diversos agentes etiologicos que causam patologias graves. (BRAZIL et al.,
2015). Os flebotomineos pertencentes ao Novo Mundo habitam grande area extensiva e sdo

classificados em trés grandes géneros, sendo eles: Lutzomyia, Warileya e Brumptomyia. O
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género Lutzomyia é considerado o de maior relevancia médica, por possuir um elevado nimero
de espécies (434) capazes de transmitir doengas. (AKHOUNDI et al., 2016). As espécies
lutzomyia longipalpis e lutzomyia cruzi apresentam grande relevancia vetorial no Brasil, pois
sao capazes de transmitir o parasito Leishmania infantum causador da leishmaniose visceral no
pais (LAINSON & SHAW, 2005; FALCAO DE OLIVEIRA et al., 2017).

O ciclo de vida do parasito Leishmania (fig. 2) pode iniciar-se quando um flebotomineo
fémea realiza o repasto sanguineo em um vertebrado mamifero infectado (NEVES et al., 2011;
STEVERDING, 2017). A partir do repasto sanguineo, o flebotomineo ingere o sangue contendo
o0 parasito Leishmania em sua morfologia celular amastigota, parasitando células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) (MELO, 2004; FONSECA, 2013). Dessa forma o parasito ¢
intracelular obrigatério e sdo detectados somente dentro do hospedeiro vertebrado, sdo formas
arredondadas com flagelo rudimentar e sésseis (fig. 3). Quando o sangue ingerido atinge a
por¢do anterior do intestino médio do inseto, os parasitos em fase amastigota comegam a se
transformar em formas promastigotas (fig. 3). Essas formas s3o encontradas somente nos
hospedeiros invertebrados e possuem caracteristica mais afilada com um flagelo funcional,
sendo moveis. Dentro do intestino médio do vetor, o parasito comeca a realizar a
metaciclogénese, e se convertem em formas promastigotas prociclica, e iniciam a replica¢ao
para se transformarem nas formas infectantes e migratorias, conhecidas como promastigotas
metaciclicas, ndo divisiveis (ALCOLEA et al., 2010). Apos atingirem a forma promastigota
metaciclica o parasito migra do intestino anterior para a valvula es6fagofaringeo-estomacal do
vetor, onde permanecem até serem introduzidas na pele de um préximo hospedeiro vertebrado
(FERREIRA, 2003; BASANO, 2004). Assim, uma vez infectado, o hospedeiro torna-se o

deposito do agente etiologico.
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Figura 2: Ciclo de vida e transmissdo da Leishmaniose. Fonte: Adaptado de Kaye & Scott (2011).

Forma flagelada ou

Forma aflagelada ou promastigota
amastigota

Figura 3:morfologia do parasito. (A) forma amastigota é encontrada em um formato mais arredondado e com

flagelo rudimentar. (B) forma promastigota com morfologia afilada e com flagelo movel. Fonte: Martinez (2014)

2.5. Manifestacoes clinicas da LV Humana e LV Canina

A leishmaniose visceral ¢ uma doenga infecciosa sistémica, que ¢ conhecida
popularmente como Kalazar, os sinais clinicos apresentados nessa etapa caracterizam a forma
cronica da doenca e as manifestagdes clinicas em geral sdo caracterizadas perante a espécie que

esta infectando, a viruléncia da cepa do parasito, bem como, por fatores imunoldgicos e
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genéticos do hospedeiro vertebrado (GOTO & LINDOSO, 2010). A doenga pode ou ndo se
manifestar, caso ocorra o desenvolvimento da infec¢do, o individuo passa por um periodo de
incubacdo que dura em cerca de dois a oito meses apds o contato com o parasito (SILVA, 2007;
PACE, 2014).

A doenga ¢ definida por um vasto espectro clinico, apresentando as sintomatologias:
assintomaticos, oligossintomaticos, e sintomaticos graves (GONTIJO & MELO, 2004;
FIGUEIREDO, et al. 2014; BRASIL, 2015). Os sintomas em humanos podem iniciar com
crises irregulares de febre, que permanecem por longo periodo, perda substancial de peso,
fraqueza, com redugdo da for¢a muscular, aumento do baco, do figado, inchago dos nodulos
linfaticos, além de anemia, caracterizando a forma aguda da infeccdo (BAHARIA et al., 2015;
KHADEMVATAN et al., 2016; OPAS, 2017). A doenca é extremamente grave se ndo tratada,
podendo levar o individuo ao 6bito e esse indice ¢ maior nos paises em desenvolvimento,
alcangando uma taxa de 95% (WHO, 2018). O paciente na fase cronica pode apresentar sinais
clinicos mais discretos, podendo haver certo equilibrio com o agente etioldgico, mas isso nao €
regra, pois muitos pacientes desenvolvem a forma grave, e os sintomas apresentados podem ser
definidos por emagrecimento progressivo, hepatoesplenomegalia, edema generalizado,

dispneia, cefaleia e dores musculares (Fig. 4) (ASHFORD, 2000; CHAPPUIS et al., 2007).

Figura 4:Manifestacoes clinicas da leishmaniose visceral. A- Manifestacées clinicas na fase inicial da doenc¢a; B-

Manifestacoes clinicas na fase avancada da forma visceral da doenca em humanos. Fonte: Ministério da Saude (2014)

A leishmaniose canina (LVC) pode variar os sintomas em comparagao com os humanos.
E uma doenga caracterizada por também afetar os 6rgdos dos cdes de forma sistémica. As

manifestagdes clinicas presentes nos animais podem variar de acordo com o tipo de resposta
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imunologica o animal infectado vai apresentar, também perante a viruléncia da cepa de L.
infantum (GOTO & LINDOSO, 2010; FONSECA, 2013; BRASIL, 2014; PAHO, 2018).

Perante os sinais clinicos dos cades, os mesmos podem ser identificados como:
assintomaticos: com auséncia de sinais clinicos sugestivos de infeccao por Leishmania,; caes
oligossintomaticos: presenca de até trés sinais clinicos simultaneos, podendo ser, adenopatia
linfoéide, pequena perda de pelos e pelos opacos; cdes sintomadticos: todos ou mais de trés
sintomas simultaneos entre os mais comuns da doenga, distirbios da pele e paralisia dos
membros posteriores (CIARAMELLA et al., 1997; MELO, 2004; OLIVA et al., 2006; REIS et
al., 2009).

O quadro clinico pode variar de um animal aparentemente saudavel até condicdes
gravissimas que podem levar ao 6bito (PALTRINIERI ez al., 2010). A fase inicial da infec¢ao
ocorre no local da picada do vetor, posteriormente, os parasitos podem se espalhar para os
orgaos e acabam também indo para a pele por possuir tropismo por essa regido (DANTAS-
TORRES, 2007; REIS et al., 2009).

Os sinais classicos da LVC sdo lesdes de pele bastantes caracteristicas, principalmente
descamacdo e eczema na regido nasal e do ouvido, podem também apresentar pequenas ulceras
nos ouvidos, focinho, cauda e articulagdes, além de pelos opacos. Nos casos mais graves da
doenca pode ocorrer a onicogrifose (crescimento das unhas atipicas), esplenomegalia,
linfadenopatia, alopecia, dermatite, tlceras cutaneas, ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarreia,
sangramento intestinal, edema das pernas e vomitos, além de hiperqueratose (Fig. 5). No estagio
mais avangado da doenga o animal pode apresentar paralisia dos membros posteriores,
caquexia, perda de apetite, podendo chegar ao oObito (TAFURI et al., 2001; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011; MELENDEZ- LAZO, 2018).

Além dos sinais classicos existentes, ha animais que se enquadram na categoria
assintomatico, podendo permanecer por longos periodos sem nenhum sinal clinico aparente,
contudo permanecem com grande carga de parasitos na pele sendo um potencial reservatorio,
permitindo uma disseminacao facilitada da doenga para humanos, causando problema de saude

publica (BRASIL, 2015; WHO, 2018; VALE et al., 2019).
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Figura 5: Manifestacées clinicas da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). A- Alopecia e lesoes da derme do cdo;
B- Onicogrifose no cdo com LVC; C- Lesaes de pele na regido do focinho; D Caquexia em cdo com LVC. Fonte: Ministério

da Saiide (2014)

2.6. Medidas de controle

As medidas de controle empregadas atualmente sdo baseadas no diagnostico clinico
laboratorial da doenca, tratamento dos casos humanos, uso de inseticidas nas areas de circulacao
do vetor, a identificagdo e sacrificio de cdes contaminados, e planos educativos para a
populacao, entretanto, a eutanasia dos animais infectados ¢ uma medida conflitante, visto que
nao consegue conter a propagacio da doenga. Nenhuma dessas medidas de contengdo tem sido
suficiente hoje para diminuir a propagac¢ao da doenga, por esse fator o elevado niimero de casos

de leishmaniose no mundo. (TESH, 1995; GONTIJO & MELO, 2004).

2.7. Diagnosticos da LVC

A deteccao do agente causador de toda doenga infecciosa ¢ um passo determinante para
0 manejo clinico e/ou monitoramento da doenga. Para a realizagdo do diagnotico da LVC, ¢
necessaria uma abordagem integrada e combinagdo de sinais clinicos com testes laboratoriais
(SOLANO-GALLEGQO et al, 2017). Os métodos de diagnostico direto, que demonstram a
presenga do parasito no cdo, sdo considerados ideais para o diagndstico da doenga, entretanto,
suas limitagdes podem ser compensadas por métodos indiretos baseados na resposta
imunoldgica dos hospedeiros infectados (KAR 1995). Na leishmaniose visceral canina o

diagnéstico clinico é extremamente complexo, pois o espectro de sinais clinicos é vasto, ndo
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especifico na maioria das vezes, podendo ser devido a outras patologias correlacionadas
(SOLANOGALLEGO et al., 2017). Além disso, muitos animais infectados apresentam-se
assintomaticos por longos periodos (GONTIJO & MELO, 2004; EJAZI & ALI, 2013).

A observagao das formas evolutivas do parasito ¢ essencial para demonstrar a origem
da doenga, sendo considerada como o padrdo-ouro para o diagnostico das leishmanioses.
Amostras obtidas de bidpsias das lesdes ou pungdes de medula dssea sdo empregadas para a
confeccdo de laminas de esfregago e/ou para impressao em laminas, coradas pela técnica de
Giemsa que permite a identificagao das formas amastigotas (DESJEUX, 2004). Quando nao ¢
possivel demonstrar a presenga do agente infeccioso por microscopia ou através da obtencao
do cultivo, pode-se recorrer a deteccdo dos acidos nucléicos dos parasitos, utilizando-se a
técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (LOPEZ et al., 1993; SUDARSHAN et al.,
2014). As vantagens dessa técnica de diagnostico comparada a outras técnicas parasitologicas
sdo a possibilidade de deteccdo do DNA de Leishmania com uma carga parasitaria baixa,
elevada especificidade, resultados rapidos, possibilidade de detecgdo de DNA de amastigotas e
promastigotas (REITHINGER, ef a/, 2007). Alguns problemas que podem ocorrer na realiza¢ao
da PCR sdo a possibilidade de contaminacao externa, podendo gerar resultados falso-positivos,
além de possuir custo elevado e necessitar de profissionais capacitados para a realizagdo do
exame. Dessa forma, os métodos parasitoldgicos, apesar de apresentarem especificidade
elevada, possuem limitacdes em sua sensibilidade, pela distribuicio ndo homogénea dos
parasitos na lesdo, além da coleta das amostras ser considerada invasiva (BARRAL et al., 1987;
WEIGLE et al., 1987).

A técnica de ELISA ¢ considerada uma ferramenta importante para o sorodiagndstico
da LV e monitoramento da exposicdo dos individuos em d&reas endémicas da doenca.
Geralmente, esses testes utilizam antigenos obtidos de fracdes brutas e/ou moléculas semi-
purificadas do parasito, bem como proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos derivados
deles. Outras razdes para que a ELISA tenha um enorme potencial como método de diagndstico
¢ a possibilidade de inovagdes tecnologicas que melhorem sua efetividade (RODRIGUES et
al., 2019; OLIVEIRA-DA-SILVA et al., 2020). Na LVC, caes sintomaticos produzem niveis
elevados de anticorpos podendo ser facilmente detectados pelo teste, mas a sensibilidade de
deteccao de anticorpos em animais com infec¢ao recente ou assintomaticos ¢ geralmente mais
fraca (CHAKRAVARTY et al., 2019; VALE et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2019). Agora, o
antigeno mais utilizado no diagnostico sorologico tem sido a proteina recombinante rk39, que
vém sendo empregada tanto para o diagndstico, como para estudos epidemiologicos em

humanos e caes, e candidato vacinal contra a LV (BURNS et al.,1993; SUNDAR et al., 2007).
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A proteina rK39, apresenta bons resultados na triagem de animais infectados caracterizados
como assintomaticos, sendo mais relevante do que quando usado para humanos com a doenga
na sua forma subclinica (SCALONE et al., 2002; SUNDAR et al. 2007).

Para o diagndstico da LVC, até o ano de 2011, era utilizado o IFAT com o intuito de
confirmar os cdes realmente positivos, que ja passaram pela triagem de um diagnostico feito
por ELISA. Perante as limitagdes aparentes que a técnica IFAT apresentava em relagdo a
reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade, com o intuito de elevar a acuracia do
diagnostico da LVC, o Ministério da Saude preconizou o uso do teste rapido
imunocromatografico, contendo os antigenos recombinantes K26 e rK39, (especificos do
complexo L. donovani, que inclui L. infantum) DPP® Dual-Path Platform (DPP;
BioManguinhos/Fiocruz) para a triagem de caes infectados, sendo de facil execu¢do em campo.
Entretanto ¢ um teste que possui limitagdes na hora de identificar animais assintomaticos ou
um com uma infec¢do recente (LIRA et al., 2006; ROMERO et al., 2010). E a técnica de
ELISA, pelo kit EIE-LVC® (Bio-Manguinhos/Fiocruz), constituido de antigenos de
Leishmania majorlike, para confirmar os resultados positivos (SILVA et al., 2011; GRIMALDI
etal.,2012; COURA-VITAL et al., 2014; BELO et al., 2017). Contudo, ¢ um teste com baixa
sensibilidade e ¢ caracterizado como qualitativo, que detecta anticorpos no soro, plasma ou
sangue canino, podendo haver dificuldade em identificar animais com infec¢ao recente. Outros
testes imunocromatograficos estdo disponiveis nas Américas, no entanto, eles nao foram
validados em larga escala.

Contudo, os testes preconizados no Brasil ainda apresentam limitagdes, principalmente
em relacdo a sensibilidade, que pode ser varidvel nos estagios iniciais da doenca e a
especificidade que ¢ prejudicada quando aplicada em animais de areas endémicas para
leishmaniose, em animais vacinados e em cdes infectados com parasitoses relacionadas como
por exemplo, a babesiose, erlichiose e doenga de Chagas e em animais assintomaticos
(FERRER et al., 1995; SILVA et al., 2011; VIOL et al., 2012; GRIMALDI et al., 2012; EJAZI
& ALIL 2013; COURA-VITAL et al., 2014). Assim, os testes disponibilizados para controle da
doenca apresentam limitagdes, sendo necessdrio a busca por novos antigenos para que o
diagnoéstico da LVC seja mais preciso, sensivel, especifico e de baixo custo para a populagao.
Uma vez que os testes soroldgicos atuais possuem limitagdes de sensibilidade e especificidade
podendo ocorrer uma falha no controle, uma vez que pode suceder de eutanasia inadequada de
animais saudaveis e a ndo identifica¢do de casos realmente positivos que estdo assintomaticos

possibilitando a dissemina¢do da doenga (SINGH; SUNDAR, 2015; BELO et al., 2017).
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Atualmente alguns pesquisadores vém buscando inovar os testes diagndsticos para as
leishmanioses, principalmente os imunobioldgicos, que sdo de facil execucdo e de custo
acessivel. Os métodos tais como, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), teste de aglutinagao direta (DAT), testes
imunocromatograficos (TIC), entre outros estdo cada vez mais visados para o investimento de
melhorias (MOHEBALI et al. 2020).

Nestes testes, a utilizacdo de proteinas recombinantes melhora consideravelmente a
sensibilidade e a especificidade dos testes, demonstrando a relevancia de se apostar nesses
biomarcadores soroldgicos que oferecem uma acuracia eficiente (BELO et al., 2017; REZAEI
et al. 2019;). Estudos demonstram que os antigenos que sao utilizados nesses testes apresentam
um comprometimento em relagdo a distribuicdo geografica das populagdes estudadas bem
como o ambiente que esta inserido e com interferéncia de outras doengas, podendo ser bem
variavel e alterando os valores de especificidade e sensibilidade (TAKAGI et al. 2007;
MOHAPATRA et al. 2010; SRIVIDYA et al. 2012; TAVORA et al. 2015; KASSA et al. 2020).

Sendo assim, acreditasse que a junc¢do de diversos antigenos seria capaz de reduzir essa
heterogeneidade das respostas imunes individuais que podem ocorrer diante de cada paciente e
levando a uma melhor sensibilidade e especificidade para o diagndstico da leishmaniose.

Em um estudo recente efetuado por GALVANI et al. (2021) foi demonstrado que
quando associado varios peptideos especificos de linfocitos B em uma constru¢do quimérica
advinda de quatro antigenos de leishmania infantum, o polipeptideo recombinante foi capaz de
reagir com todos os soros testados, tanto de pacientes infectados com a LV, quanto com
coinfec¢do de LV/HIV, tendo um resultado de 100% de sensibilidade e 100% de especificidade,
apresentando também melhores resultados quando comparado com os mesmos peptideos
testados isoladamente. FIGUEIREDO et al. (2021) atestou em seu estudo que o
desenvolvimento de uma proteina quimérica recombinante nomeada de DTL-4 para a avaliagao
de pacientes com leishmaniose visceral humana, quando utilizada no teste de ELISA apresentou
valores altos de sensibilidade e especificidade, sendo de 94,6% e 99,4%, respectivamente.
Recentemente SANTOS et al. (2020) também fizeram a constru¢do de uma nova proteina
quimérica recombinante chamada de Q5, a mesma quando utilizada para um diagndstico a base
do teste de ELISA com soro de pacientes com leishmaniose visceral canina e/ou humana
apresentou valores de sensibilidade de 82,0% e especificidade de 100%. Nesta perspectiva, a
importancia da inovacdo em busca de novos biomarcadores para teste sorologicos com o intuito
de modernizar os disponiveis no mercado com proteinas quiméricas feitas com epitopos

especificos para linfocitos B que vao amenizar as limitagcdes € aumentar a acuracia dos testes.
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2.8. Desenvolvimento de Vacinas

No cenario mundial, o desenvolvimento das vacinas permitiu o controle e erradicagio
de diversas doengas. As composi¢des vacinais possuem imunogenos (antigenos e adjuvantes)
que possuem a capacidade de gerar uma resposta imunolédgica em um individuo, levando a um
estado de prote¢do contra doencas infecciosas. Este método de prevengdo quando aplicado
corretamente impossibilita a transmissdo do agente causador da doenga para outros animais e
para o homem. (FERNANDES et al.,2008; DUARTE et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).
Grande parte dos individuos que sdo expostos ao parasito pode desenvolver imunidade
duradoura de longo prazo, neste contexto, impulsiona as buscas para o desenvolvimento de uma
vacina que proteja contra as leishmanioses (KUMAR et al., 2010; SELVAPANDIYAN et al.,
2012).

As vacinas atuais sdo classificadas de primeira geragdo, segunda geracgdo e terceira. As
de primeira gera¢do equivalem aos parasitos mortos ou atenuados, que podem ser obtidas
através de culturas in vitro com meios modificados, alteragdes de temperatura e mutagdes
genéticas (FOROUGHIPARVAR & HATAM, 2014). Esse tipo de vacina permite o
desenvolvimento de uma resposta imunolodgica especifica e duradoura. Entretanto, existem
algumas limitagdes, uma vez que pode ocorrer reversdo da viruléncia dos parasitos atenuados
podendo gerar a doen¢a no individuo. Atualmente ja sdo conhecidos os genes ligados a
viruléncia do parasito Leishmania, e pela técnica da engenharia genética podem ser removidos,
melhorando essa limitacdo, contudo os organismos vivos estdo sujeitos a mutacgdes, € essa
técnica € de dificil producdo em larga escala (KUMAR & ENGWERDA, 2014).

As vacinas de segunda geragdo sao constituidas por proteinas ou fragdes proteicas do
microrganismo, sendo mais seguras. E uma vacina que precisa de um adjuvante para ativar as
células do sistema imunoldgico e gerar uma resposta protetora (DAS & ALI, 2012). Esse tipo
de vacina pode ser formulada contendo proteinas recombinantes purificadas ou peptideos
sintéticos em formas de quimera. Existem também as vacinas de terceira gera¢ao, como as
desenvolvidas de DNA e RNA (NOAZIN et al., 2008; MUTISO et al., 2013).

Para o desenvolvimento de uma vacina visando os métodos convencionais leva, em
média, de 10 a 15 anos, sendo um tempo extenso de pesquisa e que muitas vezes a vacina ainda
ndo chega ao mercado (RAPPUOLI, 2001; HOMMA et al., 2003). Até o presente momento
existem no mundo apenas trés vacinas licenciadas contra a leishmaniose visceral canina. Sendo
uma advinda do Brasil e as outras duas da Europa, Leish-Tec® (HertapeCalier, Brasil),
Canileish® (Virbac, Franca) e Letifend® (Laboratorios Leti, Espanha) respectivamente
(PALATINIK-DE-SOUSA, 2019).
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A vacina disponibilizada no Brasil ¢ a Leish-Tec®, ela foi elaborada a partir da proteina
recombinante A2 especifica de formas amastigotas de Leishmania denovani e possui a saponina
como adjuvante (FERNANDES et al., 2008). Em um estudo foi demonstrado que essa vacina
¢ apta para proteger os animais cerca 71,4%, isso quando comparados com grupos de animais
ndo imunizados, mas quando observado somente o grupo de animais imunizados a mesma gera
mais de 90% de prote¢do. (REGINA-SILVA et al., 2016).

Com isso os caes que sao vacinados com Leish-Tec®, apresentam elevagao dos niveis
séricos de IFNy e reducao dos niveis de [L-10 (FERNANDES et al., 2008; REGINA-SILVA et
al., 2016). Estudos demonstram que os animais ap6s imunizados com a Leish-Tec®,
apresentam uma resposta imune celular eficiente, com ativa¢do de células T, inducdo de
liberacdo de IFN e ativagdo de macroéfagos com producdo de 6xido nitrico e consequente
protecdo contra a infeccdo (COELHO et al., 2003; FERNANDES et al., 2008). Além da
resposta celular, animais imunizados apresentam uma resposta humoral, com aumento dos
niveis de imunoglobulina IgG total e IgG2a especificas contra o antigeno, indicando um perfil
de resisténcia a infeccao (FERNANDES et al., 2008; TESTASICCA et al., 2014; SILVA, 2015).

Contudo, o Ministério da Satde ndo preconiza o uso dessa vacina para controle e
prevengao da LVC. Sendo assim, ¢ uma vacina paga, disponivel somente em clinicas
veterinarias particulares (BRASIL, 2014). Além disso, apesar de se tratar de uma vacina
relativamente eficiente, diversos efeitos adversos foram descritos como reacgdes de
hipersensibilidade, manifestacdes no local da aplicagdo, tais como: dor, nédulo, edema,
alteracao da coloracdo da pelagem, alopecia e alteracdes sistémicas como apatia/ prostragao,
febre, émese, diarreia, angioedema ou até anafilaxia (MATIAS et al., 2020).

A caniLeish® ¢ uma vacina de proteina recombinante licenciada na Franga desde o ano
de 2011. Essa vacina contém em sua formula¢do antigenos purificados de promastigotas de
leishmania infantum e possuem como adjuvante uma fraccao altamente purificada de Quillaja
saponaria para reforcar a resposta imunitaria contra o parasito (MORENO et al, 2012). Ela
consegue induzir uma resposta eficiente para leishmaniose com polariza¢do de células Thl e
com liberagdo de anticorpos IgG1 e IgG2 que podem ficar por meses detectdveis no organismo
apos a administragdo, sendo ideal quando se trata de ser efetiva contra a leishmaniose. Caes
vacinados com CaniLeish podem desenvolver resposta imune do tipo Th1 dentro de 3 semanas
(GRADONI, 2015; VIANA et al., 2016; STARITA et al., 2016). Entretanto a canilLeish®
possui também algumas limitagdes tais como, a sororeatividade, que pode ocorrer devido a
infeccdo natural dos cdes ou devido a imunoprofilaxia, ndo se sabe ao certo o pode causar essa

reatividade cruzada (OLIVA et al., 2014; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).
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A vacina LetiFend® ¢ concedida da Europa e estd no mercado desde o ano de 2016, ela
também ¢ licenciada para o uso veterinario. E utilizada em cées para os prevenir a infecgio pelo
parasito Leishmania infantum e evitar assim a transmissdao da doenga aos seres humanos. A
vacina Letifend ¢ constituida por uma proteina quimérica que contém a substancia ativa da
proteina Q, ¢ formada por cinco fragmentos antigénicos de quatro diferentes proteinas de L.
infantum (proteinas ribossomicas LiP2a, LiP2b e LiPO e a histona H2A), ao qual nenhum
adjuvante ¢ adicionado (EUROPEAN, 2016). Em um estudo de campo a vacina demonstrou
uma eficacia de cerca de 72% na prevengao de sinais clinicos de leishmaniose canina (CanL) e
conseguiu reduzir a probabilidade de casos de CanL confirmados ou desenvolvimento de sinais
clinicos em caes vacinados quando comparados com cdes controle em cinco e 9,8 vezes,
respectivamente (REGUERA et al., 2016).

Os fabricantes das vacinas disponibilizadas no mercado contra o CanL sempre
preconizam a utilizagdo simultdnea de inseticidas topicos, ou coleiras repelentes em animais
imunizados, uma vez que os niveis de prote¢do atribuidos apenas pela vacinagdo nio sao
suficientemente satisfatorios na hora de prevenir a infec¢do causada pelo parasito L. infantum.
Além do mais, os caes que sao vacinados e posteriormente infectados podem ainda representar
possiveis fontes reservatorios do parasito, uma vez que em alguns casos a utiliza¢ao da vacina
nos animais podem apenas reduzir os sinais clinicos dos individuos infectados, afetando
realmente a infec¢ao do cdo e isso seria extremamente prejudicial para o controle da doencga até
em humanos (BONGIORNO et al., 2013; FERNANDES et al., 2014; MIRO et al., 2017).

Nesse sentido, € necessario a validacdo de novos candidatos vacinais capazes de gerar
respostas especificas e de memoria, que causam menos efeitos adversos além de apresentarem
uma prote¢ao maior. O Intuito de lancar uma nova vacina no mercado auxiliaria de forma
eficiente para conter a doenca e diminuir o nimero de casos em cdes e consequentemente em

humanos (DUARTE et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016)

2.9. Proteomica e imunoproteomica

A protedmica ¢ caracterizada como o estudo que busca de forma sistematica identificar
e caracterizar o complexo protéico que constitui uma matriz bioldgica que ¢ produzida e
definida em um determinado momento sob certas condi¢des. Trata-se de uma ferramenta
promissora que analisa o produto do genoma. Com a protedmica ¢ possivel avaliar niveis de
expressao de proteinas, as modificacdes pos-traducionais, interagdes entre proteinas e apontar

biomarcadores para sorodiagndstico e vacina. (HAYNES & YATES, 2000; COELHO et al.,



34

2016; DUARTE et al., 2016; LAGE et al., 2019; MACHADO et al., 2019; MACHADO et al.,
2020).

A analise protedmica inicia-se com a confeccao dos géis bidimensionais (2-DE). A etapa
principal ¢ a preparacdo das amostras, que deve conter o tampao ¢ a etapa de solubilizagao.
Posteriormente ¢ realizado o processo de focalizagdo isoelétrica (IEF), onde as proteinas
presentes nas strips migram em um gradiente de pH e interrompem quando atingem seu ponto
isoelétrico (PI), sendo a primeira dimensao. Logo apos esse processo realiza-se o equilibrio e
por fim, a segunda dimensao através da eletroforese em SDS-PAGE, que ¢ a fase em que ocorre
a separagdo das proteinas por peso molecular (PM) (TUSZYNSKI et al. 1979; NAKAMURA
et al. 1992). Ja a imunoprotedmica ¢ um método que combina a técnica de protedmica com
dados imunologicos (STEEL et al., 2005). A aplicag¢do de tecnologias como Western-Blotting
e espectrometria de massas concede o reconhecimento de diversas proteinas, incluindo aquelas,
ndo descritas na literatura. Apesar de varias técnicas terem sido desenvolvidas, a tecnologia
tradicional de eletroforese 2-DE ainda se encontra bastante utilizada para estudos de protedmica
(PEACOCK et al. 2007; REAL et al. 2013).

Diversos estudos que classificaram a expressao de proteinas de Leishmania spp. foram
baseados em metodologias de protedmica, o beneficiou de forma relevante para descrever as
suas respectivas fungdes. A partir dessa técnica foi possivel conceder a identificacao dos genes
que estavam relacionados a viruléncia do parasito, proporcionar também a avaliagdo do
mecanismo de resisténcia contra diversos farmacos, além de facilitar o entendimento da relagao
parasito hospedeiro e auxiliar na identificagdo de proteinas que estdo associadas com a
regulacdo da doenga (GOPFERT ef al. 1999; DRUMMELSMITH et al. 2003; COELHO et al.
2012; MATRANGOLO et al. 2013; BROTHERTON et al. 2014; MAGALHAES et al. 2014;
DA SILVASANTOS et al. 2015).

Alguns estudos voltados para a proteoma Leishmania ssp. foram realizados no intuito
de comparar os diferentes estagios do ciclo de vida (EL FAKHRY et al., 2002; AVILA et al.,
2003; GONGORA et al., 2003; PALATNIK-DE-SOUSA, 2008). Estudos recentes empregando
a imunoprotedmica permitiram também a identificagdo de antigenos ja conhecidos, além de
muitas proteinas hipotéticas que, em conjunto, representam importante contribui¢do para o
diagnostico da LVC, além de proteinas com potencial para o emprego em vacina contra a L.
infantum (COELHO et al. 2012; CHAVEZ-FUMAGALLI ef al. 2013; MARTINS et al. 2013;
MAGALHAES et al.,, 2014; DUARTE et al., 2016; LAGE et al., 2019; MACHADO et al.,
2020).
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Diante das limitagdes apresentadas para o sorodiagndstico da LVC e nos imundgenos
utilizados atualmente, o presente estudo propds identificar, por meio das técnicas de
eletroforese bidimensional, immunoblotting e espectrometria de massas novos antigenos da
espécie Leishmania infantum. Na estratégia empregada, foram utilizados parasitos no estagio
de promastigota, isolados de cepas de L. infantum de caes sintomatico e assintomatico de uma
regido endémica para LVC no estado de Minas Gerais, com o intuito de identificar
biomarcadores mais sensiveis que possam ser empregados no diagnostico sorologico também
como candidatos vacinais para a LVC. Com o objetivo de construir duas proteinas quiméricas,
foi realizado a predicdo de epitopos de linfocitos B e T de cinco proteinas hipotéticas
identificadas a partir da protedmica deste estudo para futuramente serem empregues em futuros

estudos como candidatos vacinais e marcadores sorologicos da leishmaniose visceral canina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil protedmico de cepas de Leishmania (Leishmania) infantum isoladas de
cdes assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados de uma regido endémica para a
leishmaniose visceral canina, com a finalidade de identificar novos biomarcadores para o
diagnostico soroldgico e para o desenvolvimento de composi¢des vacinais para a leishmaniose

visceral canina.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar o perfil protedbmico dos parasitos de L. (L.) infantum isolados de caes
assintomaticos e sintomaticos nas formas promastigotas;

e Utilizar soros de cdes com leishmaniose visceral (LV) assintomaticos ou sintomaticos,
de cdes saudaveis de area endémica, caes com doencas correlacionadas (babesiose e
erliquiose), e cdes vacinados para a pesquisa das proteinas, que sejam reconhecidas por
experimentos de imunoprotedmica;

o Identificar e caracterizar as proteinas reconhecidas pelos anticorpos presentes nos soros
de cdes com LV sintomadtico, assintomatico e vacinados, utilizando espectrometria de
massas.

e Identificar os epitopos de linfocitos B e T das proteinas identificadas, para selecao dos
melhores alvos para vacina e marcadores sorologicos da leishmaniose visceral canina.

e Construir proteinas quiméricas com os epitopos de linfocitos B ou T das proteinas
identificadas para serem utilizados como candidatos vacinais e marcadores sorologicos

da leishmaniose visceral canina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Parasitos

No presente estudo foram utilizadas seis amostras de cepas de L. infantum oriundas de
isolamento de medula 6ssea de caes naturalmente infectados por L. (L.) infantum provenientes
de area endémica do estado de Minas Gerais (Governador Valadares). Os caes foram
classificados como assintomaticos, quando apresentaram no maximo um sinal clinico
(linfonodo popliteo com discreto aumento) e sintomaticos com mais de 3 sinais clinicos
sugestivos para infeccdo de leishmaniose visceral canina (LVC) perante o exame fisico
(emagrecimento, linfadenopatia generalizada, dermatite, alopecia, perda de pelo).

Todos os animais apresentaram resultados positivos nos testes sorologicos de RIFI e
ELISA além do teste rapido imunocromatografico DPP® (BioManguinhos®). Associados aos
testes soroldgicos, os animais apresentaram exames parasitologicos positivos pela cultura em
NNN/LIT ou PCR em tempo real realizado em aspirado de medula 6ssea. De maneira
complementar, testes bioquimicos foram efetuados, sendo executados o de creatinina, ureia,
aspartato aminotransferase (AST) e bilirrubina, onde os animais assintomaticos apresentavam
valores de referéncia e os caes sintomaticos possuiam valores de referéncia acima.

Os caes integrantes deste estudo foram inteiramente animais domésticos. E as amostras
utilizadas foram advindas de um projeto em colabora¢do com o pesquisador Bruno Mendes
Roatt, que foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFOP (CEUA / UFOP),
sob o niimero de protocolo n° 2010/57.8.

A puncdes aspirativas na medula 6ssea para isolamento dos parasitos e diagnostico, foi
executada diante dos animais submetidos a anestesia geral, obedecendo ao protocolo anestésico,
com uma combinacdo de cloridrato de xilazina (Calmium®), como medicacdo pré-anestésica,
na dose de 2,0 mg/Kg de peso vivo, por via intramuscular de cloridrato de cetamina
(KetaminaAgener®,) na dose de 11,0 mg/Kg de peso vivo, por via intramuscular, como
anestésico geral. Apos a obtencao do estado de anestesia geral, foi realizada a tricotomia ¢ a
antissepsia com solu¢do de alcool iodado 2,0% (Rialcool®) na regido do esterno. A puncao de
medula foi efetivada com uma agulha de 18G (1,25 mm x 38,0 mm) (Nipro Agulha
Hipodérmica, Nipro Medical, Brasil) acoplada em uma seringa de 10,0 ml (BD Plastipak®,
Becton, Dickisonand Company, EUA). Logo em seguida da introducdo da agulha no osso
esterno, a mesma foi adentrada até atingir o canal medular, com isso foi exercida uma pressao
negativa no émbolo da seringa e coletada uma amostra de 1,0 ml de substincia da medula 6ssea

(RASKIN & BELDNER, 1998). Aproximadamente 0,75 ml do material procedente da medula
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foram transferidas para um tubo autoclavado de microcentrifuga de 2,0 ml (Eppendorf,
Eppendorf AG, Alemanha) e para o diagndstico parasitolégico PCR em tempo real foi utilizado
0,25 ml, que posteriormente foi transferido para dois tubos contendo NNN/LIT a fim de se
isolar o parasito. Apos o isolamento, os parasitos foram cultivados em meio Schneider
(SIGMA) completo, o qual foi constituido pelo meio Schneider's (SIGMA) acrescido com 20,0
% de soro fetal bovino (SIGMA) inativado, 20,0 miliMolar (mM) de L-glutamina, 50,0
microgramas por mililitro (ug/ml) de gentamicina, 200,0 unidades por ml de penicilina e 100,0
ug/ml de estreptomicina, em pH 7,4 e a 24,0 °C. Foi utilizado um pool de trés isolados de cada
classificagdo (sintomatico e assintomatico). O cultivo dos parasitos, ¢ a obten¢ao das formas
promastigotas em fase estacionaria, além do preparo dos extratos totais dos parasitos foram

realizados seguindo os protocolos descritos por COELHO ef al. (2003).

4.2. Amostras de Soro

Foram utilizadas amostras de soros de caes possuindo a leishmaniose visceral canina.
Os soros de animais positivos para infeccio de LVC foram eleitos com base nos testes
sorologicos da Bio Manguinhos (Fiocruz, Brasil): RIFI (IFAT-LVC BioManguinhos kit) e
ELISA (EIE- LVC Bio-Manguinhos kit) e pelo teste de PCR. Os soros que apresentavam um
titulo < 1/40 no RIFI e que fossem identificados abaixo do valor do ponto de corte indicado
pelo fabricante foram considerados negativos. E os animais com titulo de RIFI > 1/40 e valor
de absorbancia acima do ponto de corte foram considerados positivos.

Para a realizagdo dos experimentos de Western Blotting, foram utilizados um pool de
diferentes amostras de soros de animais com LV considerados sintoméaticos (n=23) perante os
resultados positivos nos testes RIFI, ELISA e PCR, além de possuir trés ou mais sinais clinicos
da doenga, como perda de peso, alopecia, adenopatia, onicogrifose, hepatomegalia, conjuntivite
e dermatite esfoliativa no focinho, cauda ou pontas das orelhas. Bem como um poo/ de animais
assintomaticos (n=6) que também apresentaram resultados parasitologicos e sorologicos
positivos e auséncia de sinais clinicos da doenca.

Para a avaliacdo da reatividade cruzada dos antigenos nos experimentos de
immunoblotting, os soros pertencentes aos animais saudaveis de area endémica (n=20) (Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil) para as leishmanioses que apresentaram resultados
soroldgicos, moleculares e clinicos negativos, amostras de soros experimentalmente infectados
com Ehrlichia canis (n=21) e Babesia canis (n=12) e amostras de soros de animais saudaveis
de um canil que foram imunizados com a vacina Leish-Tec® (n=21) foram aplicadas nos

ensaios. Todos os soros presentes no estudo fazem parte de um projeto aprovado pelo Comité
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de Etica no Uso de Animais da UFOP (CEUA/ UFOP), sob o niimero de protocolo 52/2014 em
colabora¢do com o professor Dr. Bruno Mendes Roatt. Os pools de soros foram obtidos através
da combinacao de aliquotas iguais derivadas de amostras de soro de cada individuo, seguindo
um modelo previamente descrito (LANYON, 2014), no qual se torna possivel a confecgao de

pools com um tamanho amostral variando de 6 a 23 soros.

4.3. Eletroforese Bidimensional

4.3.1. Preparacio dos extratos protéicos de Leishmania infantum.

Para a preparagdo e obtencdo do extrato total das formas promastigotas em fases
estacionarias de L. infantum, bem como os géis bidimensionais, foram realizados utilizando os
protocolos modificados de COELHO et al. (2012) e MAGALHAES et al., (2014).

Os parasitos (4x10s células) foram ressuspendidos na solugdo de reidratacdo DeStreak
(GE Healthcare, Uppsala, Sweden) que contém inibidores de fosfatases (5,0 mM de fluoreto de
sodio, 2,0 mM ortovanadato de sdédio, e 50,0mM de sodio B-g) e solucdo de inibidores de
proteases (Protease Inhibitor Cocktail, GE Healthcare; 1,0 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil,
SigmaAldrich). Apds a homogeneizacdo das amostras, a ruptura das células foi realizada em
um sonicador com imersao em banho de gelo, por 30 segundos com amplitude de 40 MHz,
repetindo esse processo por 9 vezes. As amostras foram centrifugadas a 11.000,0 rpm por 8
min, a 4,0°C. O sobrenadante do extrato total foi coletado e o precipitado descartado,
posteriormente a concentracdo de proteinas foi estimada pelo método de Bradford

(BRADFORD, 1976). As amostras foram congeladas a -80,0 °C, até o momento do uso.

4.3.2. Migraciao em primeira dimensao - Isoeletrofocalizacao (IEF)

Essa primeira fase foi praticada em géis com gradientes de pH imobilizados sobre strips
(finas fitas de plastico) (ImmobilineDryStripsGels; GE Healthcare Life Sciences) de tamanho
constante (7,0 cm), com o intervalo de pH pré-determinado nado linear (4-7) utilizando-se o
aparelho Ettan IPGphor 3 systems (GE Healthcare Life Sciences) que permite a aplicacao de

alta voltagem.

4.3.2.1. Preparo das amostras
As amostras ficaram sob agitagdo durante 30 minutos em agitador rotatério a 20,0 x g
para completo descongelamento. Posteriormente, 250,0 pg das mesmas foram agitadas em

vortex e diluidas em:125,0 ul de tampao IEF (isoeletrofocalizagdo), 10,0 mg/ml de DTE
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(ditioeritritol) e 1,0% (1,25 pl) de tampao IPG/ (gradiente de pH imobilizado) para as strips de

7,0 cm.

4.3.2.2. Reidratacao das strips

Logo apo6s o preparo, as amostras foram pipetadas no centro dos sarcoéfagos em volume
final de 125,0 pl. As strips foram posicionadas sobre as amostras, sendo o gel colocado em
contato com as proteinas. Ap6s 10 minutos de repouso, o 6leo mineral (Fluid Cover GE,
Healthcare Life Sciences) foi adicionado para evitar a evaporacao da amostra e a cristalizagao

da ureia. A reidratagdo passiva (sem corrente) ocorreu por 18 horas, a temperatura ambiente.

4.3.2.3. Isoeletrofocalizacao

Ap6s a hidratacao do gel, a isoeletrofocalizacdo foi realizada utilizando o equipamento
Ettan IPGphor 3 systems, a 1.000 V por 300 V/h; 5.000 V por

4.800 V/h; e mantendo a 5.000 V por 3.000 V/h.

4.3.3. Equilibrio das strips

O equilibrio foi executado antes da colocacdo das strips sobre o gel de segunda
dimensao. Nesta fase o gel j& estava pronto. Apds a focalizagdo, cada strip foi incubada por 15
min em uma solucao contendo 50,0 mM de Tris-HCI, pH 8,8; 6,0 M de uréia,

30,0% (v/v) da concentragao final de glicerol, 2,0% (p/v) de SDS, 0.002% de azul de
bromofenol, e 1,0% (p/v) de DTT; seguido de uma segunda incuba¢do com a mesma solucao

utilizando 125,0 mM de iodoacetamida no lugar do DTT.

4.3.4. Migracao em segunda dimensio — GEL SDS-PAGE

Ap0s o equilibrio, as strips foram transferidas para um gel 12,0% de poliacrilamida e
seladas com solucdo contendo agarose, tendo sido utilizado o padrdo de peso molecular de
proteinas (BenchMark™ ProteinLadder, Invitrogen). A eletroforese foi elaborada utilizando um
tampao de corrida (25,0 mM de Tris-HCI, 192,0 mM de glicina e 0,1% de SDS, em pH 8,3),
sob voltagem constante de 30,0 mA/gel. O sistema utilizado para a eletroforese foi o Mini-
Protean II system (Bio Rad) conectado ao MultiTemp II cooling bath (Amersham

Biosciences).

Apo6s a corrida, os géis foram corados com Coomassie colloidal Brilliant Blue G250

(NEUHOFF et al., 1988). E as imagens dos géis foram documentadas usando o scanner
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Typhoon (GE HeaLThcare) e as andlises foram executadas utilizando o software PDQuest™
(BioRad). Apds a elaboragao de quatro preparagdes proteicas a comparagdo dos perfis dos géis

bidimensionais foi analisada de forma independente.

4.4. Western Blotting e analise dos spots

Para a efetivacdo dos experimentos de Western Blotting foram utilizadas amostras de
soros de caes com leishmaniose classificados como sintomaticos (CLVS), assintomaticos
(CLVA), que possuiam babesiose (CBab), erliquiose (CErl), caes saudaveis de areas endémicas
(CT) e caes vacinados (CV). Para essa analise, os extratos totais de formas promastigotas de L.
infantum advindas de animais sintomaticos e assintomatico foram separados por géis 2-DE e
transferidos para membranas de nitrocelulose (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany), em
tampao de transferéncia por 2 horas, a 400,0 mA. As membranas foram bloqueadas com 5,0%
(p/v) de leite em pd desnatado (Molico®), diluido em 10,0 ml de solugdo TBS-T (20,0 mM de
Tris, 200,0 mM de NaCl e 0,05% de Tween 20), por 2 horas e a temperatura ambiente. Em
seguida, as membranas foram lavadas cinco vezes (10 minutos cada lavagem) com uma solucao
de PBS-T e incubadas com os pools de soros de CLVS, CLVA, CBab, CErl, CT e CV que foram
agrupadas em diferentes pools. As amostras foram diluidas para 1:200 em PBS-T a 2,0% (p/v)
em leite em p6 desnatado (Molico®), e uma incubagdo foi processada por 2h, a temperatura
ambiente. Apods, as membranas foram lavadas cinco vezes (10 minutos cada) com PBS-T e
incubadas com conjugado anti-IgG de cdo ligado a peroxidase (1:10000, diluido em PBS-T)
por 2 horas a temperatura ambiente.Posteriormente as membranas foram lavadas cinco vezes
com PBS-T e a revelagdo dos spots reativos foi desenvolvida utilizando o reagente ECLTM

Western Blotting Detection e o ImageQuant LAS 4000 device (GE Healthcare). E os
géis 2-DE foram corados com Comassie Brilhante G-250, conforme descrito (NEUHOFF et
al., 1988). Para sua andlise, os géis foram escaneados utilizando o ImageScanner III (GE
Healthcare) e os spots que foram reconhecidos apenas pelos soros de CLVS ou CLVA foram
extraidos manualmente para a posterior identificacdo das proteinas. Os géis 2-DE e os

immunoblots foram realizados em quadruplicata.

4.5. Digestao triptica, extracio dos peptideos e espectrometria de massas

Os spots selecionados foram excitados manualmente do gel, e os fragmentos foram
descorados com uma solugdo contendo 50,0% de metanol e 2,5% de acido acético. As proteinas
foram reduzidas com 10,0 mM de DTT e alquiladas com solu¢do de 50,0 mM de iodoacetamida.

Apos a desidratacdo, os fragmentos foram incubados com 50,0 puL de solucao de protease (20,0
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ng/ml de tripsina em 25,0 mM bicarbonato de amdnio; Promega, USA), por 30 min e em banho
de gelo. O excesso da solugdo de proteases foi removido e trocado por solugdo de 25,0 mM de
bicarbonato de amonio. A digestdo foi realizada por 18 horas e a 37,0°C. A extragdo dos
peptideos foi realizada trés vezes por 15 minutos utilizando 30,0 mL de uma solugao composta
por 50,0% de acetonitrila e 5,0% de &cido formico. O material foi concentrado em Speed-Vac
(Savant, USA), e submetido a analise no LC-MS/MS. A analise foi realizada utilizando um
espectrometro de massas do tipo Electrospray Ion-Trap Time of Flight (ESI-IT-TOF, Shimadzu
Co., Japan), acoplado a um sistema binario ultrarapido de cromatografia liquida (UFLC, 20A
Prominence, Shimadzu Co., Japan). As aliquotas foram passadas em uma coluna CI18
(Discovery, 2.2 um; 100,0 mm x 3,0 mm), que foi diluida em um sistema bindario de solventes,
composto por (A) agua/acido formico (Acido formico, 999/1, v/v) e (B) acetonitrila/agua/acido
formico (900/99/1, v/v/v). A coluna foi eluida em um fluxo constante de 0,2 ml/min, com um
gradiente de 5,0 a 60,0% de solvente B, ao longo de 40 min. Os eluatos foram monitorados
utilizando um detector SPD M20A (Shimadzu) antes de serem introduzidos no espectrometro
de massas, em que a tensdo de pulverizagdo foi mantida a 4,5 KV, e a voltagem capilar em 1,76
KV, a 200,0 °C. Os espectros de massas foram obtidos no modo positivo e recolhidos na faixa
de 80 a 1.850 m/z. Os espectros MS/MS foram adquiridos de acordo com os parametros de
aquisicdo dependente de dados. Instrumentos de controle, aquisicdo e processamento de dados
foram realizados usando solugdes proprias (versao LCMS solution 3.60.361, Shimadzu),

incluindo a geragao de MGFs.

4.6. Identificacao das proteinas e pesquisa em banco de dados

Os arquivos provenientes do MGF gerados pelo software Protein Post Run Analyses
(Shimadzu Co., Japan) foram analisados pelos programas Mascot Server v. 2.4 e Peaks Studio
v. 7, contra um banco de dados personalizado que consistiu em todas as entradas UniProt do
género Leishmania spp. Os parametros utilizados na busca foram: uma clivagem perdida,
tolerancia de massa de 0,2 Da, modificagdes fixa de carbamidomethyl cisteina e modificacdes
variaveis de metionina oxidada. Os resultados apresentados sdo da andlise In Chorus Peaks

Studio, que combinam os resultados dos programas Mascot e Peaks.

4.7. Predicao de epitopos das proteinas de Leishmania
Para obter as sequéncias peptidicas de cada proteina realizamos a busca utilizando o

nome da proteina no banco de dados online GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

e SwissProt (https://www.ebi.ac.uk/uniprot/). Em seguida, utilizamos o programa de


https://d.docs.live.net/5b4267bcf3ad36e2/Área%20de%20Trabalho/(
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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bioinformatica Blast-p (protein-protein BLAST), que pertencente ao programa BLAST para
comparacdo de similaridades entre sequéncias proteicas, para avaliar a similaridade das
proteinas com as demais proteinas depositadas no banco de dados. Para isso, foi inserido a
sequéncia de aminodacidos obtida pelos bancos de dados para cada proteina analisada, utilizando
0 parametro nonredundant protein sequences, obtendo-se entdo as sequéncias com maiores
similaridades. Apos a busca foram selecionadas as proteinas de Leishmania que apresentaram
maior similaridade, e analisadas as Leptomonas e Trypanosoma para observar se havia alguma
similaridade. As sequéncias das proteinas de Leishmania analisadas foram submetidas ao

programa ABC pred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) capaz de predizer epitopos

lineares de célula B baseando-se em padrdes de comprimento fixo através de uma rede neural
artificial (Saha e Raghava, 2006). Neste programa utilizou-se os seguintes parametros:
Threshold: 0.85; Window Length Used for prediction: 14 ou 16; Overlapping Filter: ON. Sendo
realizada a predi¢ao dos possiveis epitopos para cada uma das 5 proteinas analisadas.

Ao predizer os possiveis epitopos das proteinas as sequéncias proteicas foram alinhadas
através do programa Clustal Omega. Este programa faz o alinhamento de multiplas sequéncias,
sendo assim as proteinas de Leishmania Foram alinhadas e analisadas a similaridade com outras
proteinas do mesmo género do parasito e com proteinas do género Trypanosoma e Leptomonas
identificadas no Blast-P. Assim foram comparadas as regides epitopicas das sequéncias
analisadas com as sequéncias similares obtidas através do Blast-p, tanto com as proteinas de
Leishmania quanto as de proteinas de Trypanosoma e Leptomonas.

Para confirmagao da predigdo dos possiveis epitopos também utilizamos o programa de

bioinformatica IEDB (www.iedb.org) descrito por EMINI, et al. (1985). Este programa possui

uma série de algoritmos voltados para predicdo de epitopos de células B e de células T.
Utilizamos o algoritmo Emini Surface Acessibility Prediction, que identifica na sequéncia da
proteina, os residuos de aminoéacidos mais acessiveis ao solvente, sendo assim os aminoacidos
que possivelmente possam ser reconhecidos por anticorpos (EMIN], et al., 1985).

Para a selecdao das proteinas hipotéticas de interesse a serem utilizadas como candidatos
vacinais, a presenca de epitopos especificos de linfocitos T CD4+ e CD8: nas sequéncias das
mesmas foi avaliada, com base na sua capacidade em estimular o desenvolvimento de uma
resposta imune celular nos hospedeiros mamiferos. A24 e B7 para células T CD8+ (MHC-I)
de humanos e os alelos H-2Db, H2Dd, H-2Kb, H-2Kd, H-2Kk e H-2LL.d para células T CD8+
(MHC-I) de camundongos. Da mesma forma, foram selecionados os alelos HLA-DR1, HLA-
DR2, HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DRS, HLA-DR8, HLADR9, HLADRI11, HLA-DR12,
HLA-DR13 e HLA-DR15 para células TCD4+ (MHCII) de humanos e os alelos H-2IAb, H-
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21Ad, H-21As, H-2IEd e H-2IED para células T CD4+ (MHC-II) de camundongos (DIAS et al.,
2018). Apds, para o parametro "Binding Threshold" utilizou-se percentage 2% para o MHC-I e
5% para o MHC-II, e em "Proteasome Cleavage" utilizou-se filter off. Em conseguinte, clicou-
se em send e as sequéncias selecionadas foram aquelas que apresentaram as maiores
porcentagens de predicao.

Para predizer epitopos que ndo possuem aminoacidos com resposta a linfocitos B,
realizamos a predicdo de epitopos de células B das proteinas através do programa de

bioinformatica Bepipred 1.0 (LARSEN et al., 2006).

4.8. Construcio da proteina quimérica

Para o desenho da proteina quimérica as sequéncias de aminoacidos de cada epitopo
foram traduzidas para sequéncia de codons de DNA correspondente, utilizando o Mapa do
Codigo Genético Padrao (STRYER et al., 2004). Apds a conversdo, as sequéncias foram
agrupadas linearmente com espacamento de duas glicinas entre cada peptideo, de forma a
formar uma tnica proteina com diferentes epitopos. A disposi¢ao de cada um dos epitopos
dentro da proteina quimérica foi escolhida de forma a mimetizar a disposi¢cdo desses em sua
proteina de origem. Utilizamos o servidor PepCalc (www.pepcalc.com) a fim de avaliar a
solubilidade da quimera. Foi adicionada a sequéncia da proteina, de modo que através de uma
calculadora virtual para propriedades fisico-quimicas de sequéncias primdrias de proteinas, foi

calculada a solubilidade da proteina.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise dos mapas protedomicos dos extratos de L. infantum de caes
sintomaticos e assintomaticos identificados nos géis 2D e Western Blotting

Para realizagdo dos géis bidimensionais utilizados neste estudo, inicialmente preparou-
se as amostras de proteinas de parasitos de L. infantum. As amostras foram obtidas a partir de
parasitos isolados de caes naturalmente infectados de uma regido endémica do estado de Minas
Gerais na cidade de Governador Valadares.

Os caes utilizados no trabalho eram caes domésticos e ndo apresentavam qualquer outro
tipo de infeccdo. Ao todo foram incluidas 06 amostras de cepas de L. infantum oriundas do
isolamento da medula dssea. Os cdes foram separados em assintomaticos, com presenga de no
maximo um sinal clinico e sintomaticos com mais de 3 sinais clinicos sugestivos de LVC no
exame fisico. Também foram realizados testes soroldgicos de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), imunoenzimatico (ELISA) e teste répido imunocromatografico DPP» (Bio-
Manguinhos), sendo que todos os animais apresentaram resultado positivo. Associados aos
testes soroldgicos, os animais apresentaram exames parasitologicos positivos pela cultura em
NNN/LIT ou PCR em tempo real realizado em aspirado de medula 6ssea. Foram utilizados 03
1solados de cada classificagdo (sintomatico e assintomatico), e foi realizado um pool com as 03
amostras de cada classificacdo para os géis 2D.

Nos mapas protedmicos dos géis 2D, obtidos neste estudo a partir dos extratos totais de
formas promastigotas axénicas do parasito Leishmania infantum presente em caes apontados
como sintomaticos foi possivel constatar a presenca de cerca de 200 spots (Fig. 6), sendo que a
grande parte dos spots identificados estao localizados entre a faixa de 10 a 60 KDa.

Nas andlises realizadas dos extratos totais de proteinas dos parasitos promastigotas
isolados de caes assintomaticos, foi possivel verificar uma fracao de 240 spots (Fig. 7), com a
maioria entre uma por¢ao de 10 a 70 KDa. Os géis de caes sintomaticos e assintomaticos do
experimento foram reproduzidos em numero, posi¢cdo e intensidade igualmente em quatro

amostras distintas.
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Figura 6:Géis bidimensionais do extrato protéico de parasitos da espécie Leishmania infantum
isolados de cies sintomdticos. Géis 2D foram obtidos apos a separagdo do extrato total das proteinas (250 ug)
de parasitos de L. infantum isolados de cdes sintomaticos (primeira dimensdo: FIE pH 4-7 e a segunda dimensdo:
12% SDS-PAGE). Os géis foram fixados e corados com Coomassie Brilliant Blue G-250. Os spots selecionados
foram aqueles reconhecidos por anticorpos especificos presentes em pool de soro de cdes sintomaticos,

assintomaticos ou vacinados. Géis 2D foram realizados em quadruplicata, e uma amostra estad representada.
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Figura 7: Géis bidimensionais do extrato protéico de parasitos da espécie Leishmania infantum
isolados de caes assintomadticos. Géis 2D foram obtidos apos a separagdo do extrato total das proteinas (250 ug)

de parasitos de L. infantum isolados de cdes assintomaticos (primeira dimensdo: FIE pH 4-7 e a segunda
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dimensdo: 12% SDS-PAGE). Os géis foram fixados e corados com Coomassie Brilliant Blue G-250. Os spots
selecionados foram aqueles reconhecidos por anticorpos especificos presentes em pool de soro de cdes
sintomaticos, assintomdticos ou vacinados. Géis 2D foram realizados em quadruplicata e uma amostra estd

representada.

Para avaliar a antigenicidade das proteinas presentes nos extratos totais de L. infantum

isolados dos caes sintomadticos e assintomaticos, foram realizados Western Blotting
utilizando pool de soros de cades sintomaticos ou assintomaticos. Na realizacdo dos
immunoblotting, também se utilizou um painel sorolégico para avaliar a reatividade cruzada
dessas proteinas frente a pool de soro de cdes infectados com E. canis, B. canis ou caes
saudaveis ndo infectados.

No painel imuno protedmico de extrato total de parasitos isolados de caes
assintomaticos, utilizando-se pool de soros de cdes nao infectados, foi possivel identificar a
presenca de 19 spots (Fig. 8A). A maior parte dos spots foram identificados entre 100 a 200
kDa. J4 em relacdo as amostras de soros de caes sintomaticos e assintomaticos que foram
utilizados nos ensaios de immunoblotting, os resultados demonstraram respectivamente a

presenca de 126 e 87 spots (Fig. 8 B e C) entre 20 a 140 kDa.
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Figura 8:Andlise Imunoproteémica das amostras de pool de soros de cies ndo infectados, sintomdticos
e assintomdticos frente ao extrato total de proteinas de parasitos de Leishmania infantum no estdgio
promastigota isolados de cdes assintomaticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas do
parasito L. infantum no estagio promastigota, que foram previamente isolados de cdes assintomaticos (250 ug).
Foi realizada a primeira dimensdo com FIE pH 4-7 a segunda dimensdo em: 12% SDS-PAGE), foram transferidos
para membranas de nitrocelulose e os immunoblottings foram revelados apos a incubagdo das membranas com
pool de soro de cdes ndo infectados (A), pool de soros de cdes sintomaticos (B) e de cdes assintomdaticos (C). O

conjugado utilizado foi anti IgG total de cdo, na dilui¢do de 1:10000. O eixo x representa a faixa do ponto
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isoelétrico (Pl), enquanto o eixo y representa o peso molecular (kDa), determinado pelo peso padrdo comercial

(BenchMark TM Protein Ladder).

Com o proposito de avaliar a reatividade cruzada perante as proteinas presentes nos géis
bidimensionais de parasitos isolados de caes assintomaticos, realizou-se o imunoblotting com
soros de cdes com erlichiose e babesiose (Fig. 9 A e 9 B), respectivamente. Com essa analise
foi possivel validar a presenga de 21 e 34 spots respectivamente, sendo que para os blots de
erlichiose a maioria dos spots se encontravam na fragao de 70 a 260 kDa e nos blots para

erlichiose de 50 a 140 kDa).
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Figura 9: Andlise imunoproteémica da reatividade cruzada das amostras de pool de soros de cies com
Erlichia canis e Babesia canis frente ao extrato total de proteinas de parasitos de Leishmania infantum no
estdgio promastigota isolados de cdes assintomdticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas
do parasito L. infantum, que foram previamente isolados de cdes assintomdticos (250 ug). Foi realizada a primeira
dimensdo com FIE pH 4-7 e segunda dimensdo em: 12% SDS-PAGE), foram transferidos para membranas de
nitrocelulose. Os immunoblottings foram revelados apos a incubag¢do das membranas com pool de soro de cdes
infectados com Erlichia canis (4) ou pool de soros de cdes infectados com Babesia canis (B). O conjugado
utilizado foi anti IgG total de cdo, na dilui¢do de 1:10000. O eixo x representa a faixa do ponto isoelétrico (Pl),
enquanto o eixo y representa o peso molecular (kDa), determinado pelo peso padrdo comercial (BenchMark TM

Protein Ladder).

No painel imunoprotedmico dos géis bidimensionais obtidos do extrato total de
proteinas de parasitos no estagio promastigota isolados de caes sintomaticos, empregando pool
de soros de caes nao infectados de area endémica, observou-se cerca de 21 spots que reagiram
nas membranas do blot (Fig. 10 A), em que a maioria estava concentrada na regido entre 60 a

260 kDa. Nas analises dos Western Blottings realizados com pool de soros de caes sintomaticos



49

e assintomaticos (Fig. 10 B e 10C) foram observados 64 e 62 proteinas, respectivamente. Com
isso, foi possivel diferenciar que a grande fracdo dos spots que reagiram diante aos soros de
animais sintomaticos encontram-se com a massa molecular entre 10 a 100 kDa e os spots

identificados frente ao pool de soros de caes assintomaticos estdao entre 10 e 50 kDa.
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Figura 10: Andlise Imunoproteémica das amostras de pool de soros de cdes ndo infectados,
sintomdticos e assintomdticos frente ao extrato total de proteinas de parasitos de Leishmania infantum no
estdagio promastigota isolados de cdes sintomdticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas
do parasito L. infantum, que foram previamente isolados de cdes sintomaticos (250 ug). Foi realizada a primeira
dimensdo com FIE pH 4-7 e segunda dimensdo: 12% SDS-PAGE), foram transferidos para membranas de
nitrocelulose e os Immunoblottings foram revelados apos a incubagdo das membranas com pool de soro de cdes
ndo infectados (A), pool de soros de cdes sintomaticos (B) e de cdes assintomdticos (C). O conjugado utilizado foi
anti IgG total de cdo, na dilui¢do de 1:10000. O eixo x representa a faixa do ponto isoelétrico (PI), enquanto o
eixo y representa o peso molecular (kDa), determinado pelo peso padrdo comercial (BenchMark TM Protein

Ladder).

Com a finalidade de investigar a possivel reatividade cruzada das proteinas existentes
nos géis bidimensionais relacionados ao extrato total de parasitos dos isolados de caes
sintomaticos, aplicou-se o pool de soros de caes infectados com os parasitos Ehrlichia canis e
Babesia canis (Fig. 11A e 11B). Sendo assim, a analise permitiu verificar a presenga de 15 e 12
spots respectivamente. Esses antigenos identificados em sua maior parte apresentaram-se

concentrados entre 35 a 140 kDa para E. canis e 40 a 70 kDa para B. canis.
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Figura 11: Analise Imunoproteémica da reatividade cruzada das amostras de pool de soros de cies
frente ao extrato total de proteinas de parasitos de Leishmania infantum no estagio promastigota e isolados de
cdes sintomdticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas do parasito L. infantum, que foram
previamente isolados de cdes sintomaticos (250 ug). Foi realizada a primeira dimensdo com FIE pH 4-7 e segunda
dimensdo: 12% SDSPAGE), transferidos para membranas de nitrocelulose. Os immunoblottings foram revelados
apos a incubacdo das membranas com pool de soro de cdes com Erlichia canis (A) ou pool de soros de cdes
infectados com Babesia canis (B). O conjugado utilizado foi IgG total de cdo, na diluigdo de 1:10000. O eixo x
representa a faixa do ponto isoelétrico (PI), enquanto o eixo y representa o peso molecular (kDa), determinado

pelo peso padrdao comercial (BenchMark TM Protein Ladder).

Nesse estudo também se realizou a analise dos imunoblottings com poo!/ de soro de caes
imunizados com a vacina Leish-Tec®. Nas membranas de Western blotting de extrato protéico
isolados de caes sintomaticos verificou-se a presenga de aproximadamente 30 spots (Fig. 12 A)
entre a faixa de 10 e 50 kDa. Quando se avaliou o W. Blotting das membranas de proteinas
totais isoladas de caes assintomaticos (Fig. 12 B), verificou-se a presenga de 40 spots reativos,

entre 10 e 60 kDa frente aos soros de cdes imunizados com a vacina Leish-Tec®.



51

KkD: H kD H
Ty P 7 T4 P 7
260 260 g
140 A "
140

100

3 100
70 - 70
50 ' 50
40 ‘.‘, s . 40
35 ' 35
25 25
10 10

Figura 12: Andlise imunoproteémica das amostras de pool de soros de cdes imunizados com a leish
Tec frente ao extrato total de proteinas de parasitos de Leishmania infantum no estagio promastigota isolados
de cdes sintomadticos e assintomadticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas do parasito
L. infantum, que foram previamente isolados de cdes (A) sintomaticos e (B) assintomaticos (250 ug). Foi realizada
a primeira dimensdo com FIE pH 4-7 e segunda dimensdo em: 12% SDS-PAGE), foram transferidos para
membranas de nitrocelulose. Os immunoblottings foram revelados apos a incubagdo das membranas com pool de
soro de cdes vacinados. O conjugado utilizado foi anti IgG total de cdo, na dilui¢do de 1:10000. O eixo x
representa a faixa do ponto isoelétrico (PI), enquanto o eixo y representa o peso molecular (kDa), determinado

pelo peso padrdao comercial (BenchMark TM Protein Ladder).

5.2. Identificacio de proteinas de promastigota de Leishmania infantum por
MS/MS e suas caracteristicas em banco de dados

Na andlise dos spots selecionados, os arquivos de MGF gerados pelo software Protein
Post RunAnalyses (Shimadzu Co., Japan) foram analisados pelos programas Mascot Server v.
2.4 e Peaks Studio v.7, contra um banco de dados personalizado que consistiu de todas as
entradas UniProt do género Leishmania spp. excluindo os spots que apresentaram reatividade
cruzada com E. canis, B. canis em caes saudaveis ndo infectados, um total de 90 spots foram
analisados para serem identificados por espectrometria de massas no estagio promastigota do
parasito. Os spots identificados (Fig. 13 e Fig. 14) foram obtidos de quatro preparagdes
independentes, e foram considerados apenas os espectros obtidos em alta qualidade, sendo os

demais excluidos da avaliacao final.
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Figura 13: :Relacdo de spots identificados nos géis bidimensionais e immunoblotting dos isolados de

Controle

cdes sintomdticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas do parasito L. infantum, que foram
previamente isolados de cdes sintomaticos (250 ug). Foi realizada a primeira dimensdo com FIE pH 4-7 e segunda
dimensdo em: 12% SDS-PAGE), foram transferidos para membranas de nitrocelulose e os immunoblottings foram
revelados apos a incubagdo das membranas com pool de soro de cdes sintomdticos, assintomaticos, E. canis, B.
canis, vacinados e controle (cdes saudaveis de area endémica). O numero de spots corresponde aos spots reativos

nos immunoblotting.
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Figura 14:Relacdo de spots identificados nos géis bidimensionais e immunoblotting dos isolados de
cdes assintomdticos. Géis 2D foram obtidos a partir de extrato total de proteinas do parasito L. infantum, que

foram previamente isolados de cdes assintomaticos (250 ug). Foi realizada a primeira dimensdo com FIE pH 4-7
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e segunda dimensdo em: 12% SDS-PAGE, foram transferidos para membranas de nitrocelulose e os
immunoblottings foram revelados apos a incubagdo das membranas com pool de soro de cdes sintomdticos,
assintomaticos, erlichiose, babeésiose, vacinados e cdes saudaveis de drea endémica. O numero de spots

corresponde aos spots reativos nos immunoblotting.

Foi possivel constatar uma totalidade de 20 proteinas a partir da espectrometria de
massas (Tabela 1). Das 20 proteinas identificadas, somente cinco sao proteinas hipotéticas e 15
com funcdo ja descrita na literatura. E destas 20 proteinas, 7 delas (35%) foram constatadas
somente no extrato total de proteinas de caes sintomaticos, 7 (35%) no extrato total de proteinas
de animais assintomaticos ¢ 6 (30%) proteinas em ambos os aspectos clinicos. (Fig. 15).
Também se observou que 9 dessas proteinas estavam presentes na analise de imunoprotedmica
utilizando-se soro de caes imunizados. Dessas proteinas, 3 foram identificadas nos extratos de

cdes sintomaticos, 4 nos de cies assintomaticos € 2 em ambos 0s extratos.

Proteinasidentificadas

W Sintomaticaos W Assintomaticos Assintomaticos e Sintomaticos

Figura 15:Proteinas identificadas dos parasitos da espécie L. infantum isolados de cdes sintomdticos
e assintomadticos. Percentual de proteinas identificadas por imunoproteémica, apos andlise por espectrometria de

massas de acordo com o extrato total de proteinas de L. infantum avaliado (cdes sintomdaticos ou assintomaticos).

Diante da analise realizada das proteinas identificadas no estudo, foi possivel observar
que 15 delas ja eram descritas na literatura. Sendo que algumas das proteinas, também ja foram
empregadas para validacdo em diagndstico sorologico tanto para LV e LT, com as proteinas

hsp70, beta tubulina, citocromo oxidase C e enolase, o que representa uma validagdo da
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metodologia empregada neste estudo (MENEZES-SOUZA et al., 2014 COELHO et al., 2015;
DUARTE et al., 2015).

Das proteinas ja descritas na literatura, foi possivel observar grande relevancia como
potencial antigenos a serem empregues ao diagnostico. As proteinas o- e PB-tubulina sao
extremamente conservadas, possuem grande relevancia na estrutura celular, sendo responsaveis
por proporcionar a montagem heterodimera dos microtubulos (MTs), que controla a forma, a
divisdo, motilidade e diferenciacdo das células, além de atuar no fuso mitotico para formagao
de cilios e flagelos (NOGALES, 2000; LUDUENA, 2013). J4 as chaperonas como heat shock
proteins (hsp70), sdo proteinas que no parasito Leishmania sp. estdo envolvidas no processo de
diferenciagdo de promastigota para amastigota, mas ainda ndo se sabe ao certo como ocorre
esse processo (SCHLESINGER, 1990; QUIJADA et al., 1996; BENTE et al., 2003). A proteina
enolase do parasito Leishmania sp. esta localizada no citosol e esta associada a face externa da
membrana plasmatica (QUINONES et al., 2007). Além disso, a enolase na Leishmania atua
como um receptor de plasminogénio, tornando-se um alvo para futuras terapias. Essa proteina
também se mostrou como um bom biomarcador para o diagnostico sorologico da LT, LV e LVC,
além de ter sido empregada como alvo vacinal para as leishmanioses (DUARTE ef al., 2017;
SANTOS et al., 2017). A proteina citocromo C oxidase ¢ uma enzima localizada na membrana
mitocondrial, atuando na cadeia de transporte de elétrons. Em 2012, essa proteina foi
identificada em um estudo de imunoprotedmica em L. infantum (COELHO VT et al., 2012), e
foi avaliada em sua forma recombinante para o diagndstico da LT e LVC, apresentando boa
acuracia no teste de ELISA (COELHO et al., 2015). Proteinas relacionadas com a sobrevivéncia
do parasito, degradacdo de proteinas, transporte intracelular e infectividade, também foram
identificadas nos imublottings (D'AVILA-LEVY et al., 2006; DIXIT, 2008).

Outras proteinas relacionadas com a sobrevivéncia do parasito, degradagdo de proteinas,
transporte intracelular e infectividade, também foram identificados nos imublottings, como
exemplo a proteina RNA polymerase I, que € enzimatica e participa ativamente na transcri¢ao,
realizando a sintese de RNA (CRAMER et al, 2008; HANNAN, 2013). A proteina dynein heavy
chain possui a¢do motora no citoesqueleto, auxiliando no processo de movimentacdo. Essa
proteina possui a caracteristica de converter a energia quimica armazenada no ATP em trabalho
mecanico, auxiliando no impulsionamento da batida dos cilios e flagelos (KARP, 2005). Ja a
proteina enzimatica cysteine peptidase- Clan CA- family C19, desempenha um papel na
sobrevivéncia dos mesmos, auxiliando no processo de propagacdo dentro do hospedeiro e
auxiliando a atravessarem as barreiras celulares e teciduais (GOLDBERG, 2005; DIXIT, 2008;
MCKERROW, 2006; SAJID, 2009). Outra proteina identificada foi calpain-like cysteine
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peptidase, que possui agdo enzimatica, e que ¢ encontrada na membrana de Leishmania
(BARRET et al., 2001). Ao que tudo indica ¢ uma proteina relevante para a sobrevivéncia do
parasito, estando relacionada com a taxa de multiplicacdo, além de que alteracdes nessas
proteinas promovem alteracdes celulares, levando a morte do parasito (D'AVILA LEVY et al.,
2006).

Além dessas proteinas citadas acima, proteinas hipotéticas também foram identificadas
neste estudo, sendo assim, elas ndo estao em nenhum banco de dados consultado, ndo possuindo
a funcdo quimica e biologica definida ou estudada. Isso posto, a caracterizagdo quimica
molecular destas proteinas ¢ importante para definir possiveis perfis de reagdo in vivo, podendo
ser realizada por métodos espectrométricos, como infravermelho e de massas, para
posteriormente serem em pregadas em métodos diagndsticos mais especificos e sensiveis do
que os disponiveis atualmente (GALPERIN & KOONIN, 2004; SIVASHANKARI &
SHANMUGHAVEL, 2006; GUPTA et al., 2007).

Tabela 1: Proteinas identificadas no extrato total de formas promastigotas de
Leishmania infantum. a) Nome da proteina (L. infantum),; b) Numero do spot identificado c)

Numero de acesso de acordo com TritrypDB; d) Cobertura; e) AVG. MASS (DA), f) Ponto

isoelétrico predito (pl); g) Peso molecular predito (em kDa), h) spot de acordo com o extrato

dos cades.
AVG
, COVERAG - T EXTORAT
PROTEINA SPOT(S) ACESSO E MAS | pl | U | bROTEIC
(%) S =
DA)
alpha tubulin 3:23:82:89 LINF—SS’OOWS 18 49759 456 49758 S A
AAA - family | g.56.37.38.309. | LINF 3000305 15948 | 7.4 | 10011
ATPase - like - 6 SA
) 73 00 8 5 7
protein
beta tubulin 3:8:49:84 LINF78§00‘77 12 46245 4;‘ 49752 S A
heatshock 70 -
related protein
1 P LINF 3000301 5.8
mitochondrial | 36:37:38:39:74 %0 11 70529 | %5 | 71657 SA
precursor
putative
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AVG
; COVERAG - PESO EXT;)RAT
PROTEINA SPOT(S) ACESSO E MAS | pl | "% | bROTEIC
(%) s ' o
(DA)
Enolase 63 LINF_ 1400180 14 46092 | %' | 46036 A
cytochrome
oxidase LINF 1200119 5.5
subunit IV — 56 00 6 38191 1 39596 A
putative
SPRY
domain/HECT
_ domain 31:71 LINF_3300595 0 73(5)31 6.4 73;15 SA
(ubiquitin
transferase)
RNA
PO I LINF 2500115 18124 | 8.1 | 18158
second largest 49 00 0 3 3 1 S
subunit —
putative
Hypothetical
protein — 63 LINF—S’SOO%S 3 20349 | 7.7 | 38872 A
conserved
8 e ienl LINF 3200354 12003 | 9.4 | 12253
protein — 31;59 00 1 3 7 1 SA
conserved
Dynein heavy LINF 2300224 33439 | 6.1 | 54414
chain — 19;31 00 0 4 9 9 S
putative
hypothetical LINF 2400142 12106 | 9.6 | 11952
protein — 73 00 1 3 7 ] A
conserved
Cysteine
peptidase -
Clan CA - 26 LINF_(())gOOOSO 1 10;’58 71 1042183 S
family C19 —
putative
N - terminal
region of
Chorein - a
TM vesicle - 73 LINF_SSOOIZB 0 42(9)19 832 60(6)01 A
mediated
sorter —
putative
Pretranslocatio
n protein - LINF 1100165 9.0
alpha subunit 71 00 1 53967 7 53966 A
— putative
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AVG
; COVERAG - PESO EX’I;)RAT
PROTEINA SPOT(S) ACESSO E MAS | pl | "% | bROTEIC
(%) s o
(DA)
Calpain - like
cysteine 6 LINF 2700111 0 60059 | 5.0 | 50773 S
peptidase — 00 0 9 6
putative
Hypothetical LINF 0400112 13423 | 6.6 | 13435
protein 49 - 1 S
00 3 4 1
conserved
Spiciel LINF 3200399 12613 | 6.5 | 12844
protein 20 - 0 S
00 4 2 0
conserved
ATP synthase
subunit beta An. LINF_ 2500179 4.9
mitochondrial 14;20;44 00 15 28341 5 525 S
— putative
Myotubularin LINF 1200083 33439
related protein s 00 v 4 I | 2Rl L

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

5.3. Predicio dos peptideos e construcio de uma proteina multi epitopo para validaciao no

sorodiagnostico da Leishmaniose Visceral Canina

A selecdo das proteinas para a constru¢do da quimera com destino ao diagnostico

utilizou-se os melhores epitopos para células B para todas as espécies de Leishmania e que nao

estejam presentes em espécies de Trypanosoma e Leptomonas. A quimera construida para

validacao no diagndstico da LVC apresenta boa estabilidade e solubilidade em dgua. Em relagao

as propriedades fisico-quimica, a quimera possui 133 residuos, MW 14410,14g/mol, e pI10.79

Tabela 2: Proteinas selecionadas para a construcdo da Quimera para o diagnostico

sorologico da Leishmaniose Visceral Canina.

Proteina

Epitopo selecionado

>SUZ45848.1 hypothetical protein - conserved [Leishmania infantum!: SRYTEDSLTEYLDDVP
SUZ44868.1 hyp othetical protein - conserved [Leishmania infantum): PRHSTSSQSHGHAMTVA
>SUZ42172.1 hypothetical protein - conserved [Leishmania infantum!]: LAATASPSAQGSRLEI




58

>SUZ38858.1 hypothetical protein - conserved [Leishmania infantum]: SQLDSPIRRRHTTR
VEQEAAEVSRSLSGRV
SUZ44915.1 hypothetical protein_- [Leishmania
infantum]): _conserved

Sequéncia de aminodcidos

KKGKKPKKGVEQEAAEVSRSLSGRVGKDKPKDKGSQLDSPIRRRHTTR
GKDKPKDKGSRYTEDSLTEYLDDVPGKDKPKDKGPRHSTSSQSHGHA
MTVAGKDKPKDKGLAATASPSAQGSRLEIGKKPKKGKK

Sequéncia de nucleotideos

AAA AAA GGC AAAAAACCT AAA AAA GGC GTT GAA CAA GAA GCT
GCT GAA GTT TCT CGT TCT CTT TCT GGT CGT GTT GGC AAA GAT
AAA CCT AAA GAT AAA GGC TCT CAA CTT GAT TCT CCT AIT CGT
CGT CGT CAT ACT ACT CGT GGC AAA GAT AAA CCT AAA GAT AAA
GGC TCT CGT TAT ACT GAA GAT TCT CTT ACT GAA TAT CTT GAT
GAT GTT CCT GGC AAA GAT AAA CCT AAA GAT AAA GGC CCT CGT
CAT TCT ACT TCT TCT CAA TCT CAT GGT CAT GCT ATG ACT GTT
GCT GGC AAA GAT AAA CCT AAA GAT AAA GGC CTT GCT GCT ACT
GCT TCT CGT TCT GCT CAA GGT TCT CGT CIT GAA ATTGGC AAA
AAA CCT AAAAAA GGC AAA AAA

Figura 16: Sequéncias de aminodcidos e nucleotideos: Sequéncia de aminodcidos e nucleotideos

utilizados para a construcdo da quimera para o diagnéstico da LVC.

KEGKEPEK GVEQEAAEY SRELSGRVGRDKPRDKG5QLDS PIRRRAT TRGK DK PR DEGSRY TEDSLTE Y L DDV GRDR PK DX GERA 5 TS 505 HGHANTVAGK DK PX DEGLARTAS P SAQGSRLEIGKEPREGKE

DSPIRRRHTTRGKDXE
HGHAMTVAGKDKPXDR
-------- GVEQEAAEVSRSLIGR
SRYTEDSLTEYLDDVE
SLTEYLODVEGHDEER
SPSAQGSRLETGHKER----
PRESTSSQSRGHANTY
--------------------- SGRVGRIEPRIKGSQL
TTRGRDXPXDRGSRYT
DKPKIKGPRESTSS(S

-------------- AEV3RSLIGRVEHDRE

GLATASPSAQGSRLE-~------~--
-~ GRRPXEGVEQERAEVS

Figura 17: Confirmacdo da regido de sequéncias de peptideo para construgcdo da quimera para o

diagnostico sorologico: Sequéncia dos peptideos para constru¢do da quimera para validagdo como marcador
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sorologico. Os peptideos foram agrupados linearmente com espacamento de duas glicinas entre cada peptideo e

foram dispostos para se assemelhar a disposi¢do em sua proteina da origem.

5.4. Predicao dos peptideos e construcio de uma proteina multiepitopo para uso
em uma composicio vacinal contra a Leishmaniose Visceral Canina

Para a construgdo de uma proteina contendo multiepitopos de LT CD4 + ¢ LT CDS8 +,
selecionou-se os melhores epitopos para células T e que nao sdo preditos como epitopos para
células B. Foram selecionadas regides com a presenca de epitopos especificos de linfécitos T
CD4" e CDS8", que possuissem capacidade de estimular o desenvolvimento de uma resposta
imune celular nos hospedeiros mamiferos. A proteina multiepitopo construida, apresenta boa
estabilidade e solubilidade em agua. Além disso, apresenta 110 residuos, MW 11426.12 g/mol,
e pl 5,04.

Tabela 3: Proteinas selecionadas para a construg¢do da Quimera para uma

composicao vacinal contra a Leishmaniose Visceral Canina

Proteina Epitopo Selecionado

>SUZ45848.1 hypothetical protein -

|_conserved 269-QQDSYAHAEMQRKVLALQCRR—
[Leishmania infantum] 289
>SUZ44868.1 hypothetical protein - 969 — DLMASAADVRVMNELELLRSG —
| conserved 989

[Leishmania infantum]

>SUZ42172.1 hypothetical protein - 1012 - SLVEEAAELLAKATVVY - 1028
| conserved

[Leishmania infantum]

>SUZ38858.1 hypothetical protein - 504 - VLEDTMTALAVSALPCGLTR- 523
| conserved

[Leishmania infantum]

>SUZ44915.1 hypothetical_protein_- 1183 -AVREAVALVLRTLSATVP- 1200

| conserved

[Leishmania infantum]
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Sequéncia de aminodcidos

VLEDTMTALAVSALPCGLTRGPGDLMASAADVRVMNELELLRSGGPGS
LVEEAAFLLAKATVVYGPGQQDSYAHAEMQRKVLALQCRRGPPGAVR
EAVALVLRTLSATVP

Sequéncia de nucleotideos

GTT CTT GAA GAT ACT ATG ACT GCT CTT GCT GTT TCT GCT CTT
CCT TGT GGT CTT ACT CGT GGC CCT GGC GAT CTT ATG GCT TCT
GCT GCT GAT GTT CGT GTT ATG AAT GAA CTT GAA CIT CTT CGT
TCT GGT GGC CCT GGC TCT CTIT GTT GAA GAA GCT GCT GAA CTT
CTT GCT AAA GCT ACT GTT GTT TAT GGC CCT GGC CAA CAA GAT
TCT TAT GCT CAT GCT GAA ATG CAA CGT AAA GTT CTT GCT CTT
CAA TGT GCT GCT GGC CCT CCT GGC GCT GTT GCT GAA GCT GTT
GCT CTT GTT CTT GCT ACT CTT TCT GCT ACT GTT CCT

Figura 18: Sequéncias de aminodcidos e nucleotideos:Sequéncia de aminodcidos e nucleotideos

utilizados para a construgdo da quimera para a composicdo vacinal contra a LVC.

VLEDTNTALAVSALECGLTRGPGILMAS AR DVRVMNE LELL RS GRP G LVEEAAE LLAKATVVY GPGQQDS TARAEMQREVLALQCRRGPPGAVREAVALVLRTLSATVE

FLLARATVVYGEGQQD
--------------- CGLTREPGDLMASAAD
------ TALAVSALECGLTRGP
QUDSTAHAEMORKVLA
GSLVEEAAELLARATY
LQCRRGPPGAVREAVA---------——
AEMQRKVLALQCRRGP- ~-—~nnmmmmmmmmcmm

DVRVMNELELLRSGGE

Figura 19: Confirmacao da regido de sequéncia de peptideos para construcdo da quimera para vacina:
Sequéncia dos peptideos para constru¢do da quimera para validagdo como vacina. Os peptideos foram agrupados
linearmente com espagamento de duas glicinas entre cada peptideo e foram dispostos para se assemelhar a sua

disposi¢do da proteina de origem.
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6 DISCUSSAO

As leishmanioses s3o doencas encontradas em regides subtropicais e tropicais no
mundo. No Brasil, a LV ¢ uma doenca zoonotica com elevada incidéncia, sendo os caes
domésticos os principais reservatorios nos ambientes urbanos, o que aumenta a disseminagao
da doenga nesses locais (MORENO & ALVAR, 2002; BANETH et al., 2008; ALVAR et al.,
2012; WHO, 2017). ALVC apresenta uma diversidade de manifestacdes clinicas e patoldgicas,
com diferentes variagdes bioquimicas, hematologicas e histologicas. A carga parasitaria
também pode variar em caes infectados e de acordo com os 6rgaos acometidos (GIUNCHETTI
etal.,2006; ORDEIX et al.,2017; DA SILVA et al., 2017). Diversos estudos tém sido realizados
ao longo dos ultimos anos em busca de relacionar as manifestagdes clinicas e a carga parasitaria
na progressao da LVC, tendo em vista um maior conhecimento do processo patologico para um
melhor manejo dessa doenga (RESENDE et al. 2020).

Devido a sua importancia dentro do cendrio da LV no Brasil, os cdes fazem parte do
controle epidemioldgico da doenga. O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral (PVC-LV) possui como objetivos o controle e prevencdo da LV, bem como o
diagnéstico clinico-laboratorial da doenga, seguido do tratamento dos casos humanos, uso de
inseticidas nas areas de circulagdo do vetor, a identificagdo e eutanasia de caes infectados e
medidas educativas para a populacao. Entretanto, observa-se uma expansao da LV, o que pode
estar relacionado diretamente com a periodicidade do proprio ciclo da doenca ou mesmo com
as acOes de controle que sdo atualmente empregadas ndo tém demonstrado efetividade para
diminuir o numero de casos ¢ a incidéncia da doenca no Brasil (GRIMALDI et al., 2012;
LAURENTI et al.,, 2013; COURA-VITAL et al., 2014; RODRIGUES MR et al., 2019). Assim,
tendo em vista a ineficiéncia das medidas de controle empregadas atualmente em adig¢do as
necessidades de melhores medidas profilaticas e controle da doenca, diversos estudos voltados
para a pesquisa de novos antigenos capacitados para serem empregados em testes sorologicos
e para validacdo como imundgenos tém sido realizados.

Biomarcadores para o diagndstico sorologico da LVC sdao importantes para auxiliar no
resguardo da transmissdo da doenga, bem como para evitar o sacrificio desnecessario de caes
que ndo possuem a doenca. Atualmente, existe uma elevada frequéncia de caes assintomaticos
em areas endémicas e que podem servir de reservatorio para os vetores continuarem a
transmissao da doenga para outros animais susceptiveis e aos seres humanos. Além disso, a
dificuldade de detec¢do direta do parasito e as limitacdes dos métodos diagndsticos atualmente

disponiveis e padronizados fazem com que o desenvolvimento de métodos de diagnostico
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rapidos e precisos para infeccdo canina seja essencial para programas de vigilancia e controle
da doenga (CHAVEZFUMAGALLI et al., 2013; RODRIGUES MR et al., 2019).

Recentemente, diversos estudos buscam investigar o desenvolvimento de novas
composigdes vacinais, que sejam mais eficazes e seguras, com o intuito de serem recomendadas
na prevengao das leishmanioses, visto que os tratamentos disponibilizados possuem limitagdes,
como os niveis de toxicidade, os longos periodos de regime terapéutico padronizados, o que
pode causar uma diminui¢do na adesdo por parte do paciente € proporcionar a manutengao da
doencga, além do elevado custo dos medicamentos (CHAVEZFUMAGALLI et al., 2015).
Contudo, a pesquisa por novos candidatos para composi¢des vacinais tem se apresentado como
um processo complexo, ainda que seja considerado pelo servigo de saide como uma melhor
alternativa para o controle da transmissdo da doenca. (LAGE et al., 2015; DUARTE et al.,
2017; RIBEIRO et al., 2018). Nesse sentido, existe a necessidade de identificar novos antigenos
que possam ser testados como imunobioldgicos na profilaxia das leishmanioses € que consigam
desenvolver uma apta resposta imune protetora ¢ de memoria nos hospedeiros vertebrados,
ativando linfécitos T CD4+ e TCD8+(LAGE et al., 2015; DUARTE et al., 2017; RIBEIRO et
al., 2019).

Nos ultimos anos, os estudos de proteoma e imunoprotedmica tém contribuido para a
identificacdao de novos antigenos, que possibilitam ter uma melhor compreensao da biologia do
parasito e que também possuem aplicacdo no imunodiagnostico e em desenvolvimento de
composi¢des vacinais para as leishmanioses (COELHO et al., 2012; MAGALHAES et al.,
2014; DUARTE et al.,, 2015; LAGE et al., 2019; MACHADO et al., 2020). A investigagao de
proteinas expressas pelos parasitos de L. infantum consiste em um método novo, no qual se
avalia possiveis alvos para diagnostico mais seletivo, considerando apenas genes funcionais,
ou seja, aqueles que sdo expressos independentemente das condigdes de exposi¢do do parasito
(TJALSMA et al., 2008; LIMA et al., 2017). Em adicdo, a integragcdo dessa ferramenta com
estudos de bioinformatica, permite o mapeamento de epitopos alvos de proteinas identificadas
nos mapas protedmicos de microrganismos patogénicos, melhorando assim a identificagdao da
capacidade antigénica das proteinas. Essa ferramenta contribui no processo de busca e selecao
de candidatos mais seletivos e refinados, possibilitando biomarcadores para o diagnostico
soroldgico com maior acuracia e candidatos a vacinas que gerem resposta imunologica
protetora e duradoura (MENEZES-SOUZA et al., 2014; DUARTE et al., 2017; SANTOS et
al., 2019; MACHADO et al., 2020a; MACHADO et al., 2020b).

Nesse sentido, o presente estudo adotou uma abordagem imunoprotedmica empregando

extratos totais de parasitos de L. infantum no estagio de promastigota, em que os parasitos foram
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isolados de caes domésticos com perfil clinico caracterizado como sintomaticos ou
assintomaticos, de uma area endémica para a doenca no estado de Minas Gerais. Para a
realizagdo dos Westerns Blots, empregou-se pool de soros de caes sintomaticos e
assintomaticos, bem como de E. canis, B. canis € pool de soros de cdes ndo infectados de area
endémica. Os spots analisados foram aqueles que ndo apresentaram reatividade cruzada com os
soros de caes ndo doentes e soro de doengas correlacionadas utilizados no trabalho. Em uma
segunda etapa, também se avaliou nos experimentos de Westerns Blots o uso de pool de soros
de caes imunizados com a vacina comercialmente disponivel atualmente no Brasil (Leishtec®),
para identificacdo de alvos para serem avaliados posteriormente como imunogenos. O uso de
pool de soros de caes neste estudo diminui o impacto da varia¢do da resposta imune dos caes
em relacdo aos antigenos presentes no extrato como ja descrito na literatura (COELHO et al.,
2012; DUARTE et al., 2015; LAGE et al., 2019; MACHADO AS et al., 2020).

Ao todo foram identificadas 20 proteinas por MALDI-TOF/TOF e espectrometria de
massas. Esses antigenos foram reconhecidos tanto por soros de caes sintomaticos quanto soro
de cédes assintomaticos e vacinados. Proteinas identificadas nesse estudo, como alfa e beta-
tubulina, HSP70 (heat shock proteins), enolase e cytocromo oxidase também foram observadas
em outros estudos de imunoproteomica (COELHO et al., 2012, DUARTE et al, 2015),
validando a andlise realizada neste trabalho. Dentre as proteinas identificadas, algumas foram
detectadas em multiplos spots ou como fragmentos proteoliticos. Embora os extratos proteicos
tenham sido obtidos na presenca de coquetel inibidor de protease, a degradacao proteica nao
pode ser descartada. Além disso, diversos estudos associam esse achado com a presenga de
1soformas ou a extensa modificagdo e processamento pos-traducional de proteinas, que sdo
alteragdes comumente vistas em espécies de Leishmania e em outros Tripanossomatideos
(BROTHERTON et al., 2010; DUARTE et al.,2015; LAGE et al., 2019; MACHADO et al.,
2020).

Diferentes estratégias tém sido conduzidas em estudos protedmicos com o intuito de
compreender melhor a biologia do parasito, resposta imune dos hospedeiros as infecgdes por
diferentes espécies de Leishmania (MAGALHAES et al., 2014. MACHADO et al., 2020).
Estudos recentes que também utilizaram a abordagem imunoprotedmica para identificar
proteinas de Leishmania braziliensis para o diagnostico sorologico da LT utilizaram soros de
individuos com leishmaniose tegumentar com diferentes manifestagdes clinicas, como LC e
LM. Com o intuito de diminuir a reatividade cruzada, além de soros de individuos saudaveis
residentes em area endémica para a doenga, utilizaram-se soros de individuos com doenga de

Chagas. Os spots reativos frente a esses soros foram excluidos, sendo identificado um total de
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20 proteinas, dentre elas a enolase e hsp70 identificadas também nesse estudo (DUARTE et al.,
2015). As proteinas selecionadas no trabalho de (DUARTE et al, 2015), foram avaliadas em
testes sorologicos em sua forma recombinante, apresentando elevados valores de sensibilidade
e especificidade. Além disso, essas proteinas também foram avaliadas posteriormente como
vacinas e apresentaram eficacia protetora contra diferentes espécies de Leishmania (DUARTE
etal., 2015; DUARTE et al.,2017a; DUARTE et al.,2017b; SANTOS et al., 2017; LIMA et al.,
2017).

Um estudo protedmico utilizando a espécie L. amazonensis, (MAGALHAES et al.,
2014) avaliou a variagdo na expressdo de proteinas desses parasitos em culturas in vitro em
diferentes tempos de cultivo, totalizando 150 dias de cultura. Os resultados demonstraram 37
proteinas que apresentaram uma diminuicdo da expressdo ao longo do cultivo, enquanto 19
proteinas apresentaram um aumento em sua expressao, a medida que aumentava o tempo em
que esses parasitos eram mantidos em cultura. Os autores demonstraram que as proteinas
associadas com a diminui¢do de expressdo sdo consideradas fatores de viruléncia, e que sua
diminui¢do de expressdo se relaciona com a reducao da infectividade do parasito in vitro ¢ in
vivo (MAGALHAES et al., 2014).

Outro trabalho recente utilizou a abordagem imunoprotedmica com soros de individuos
com LV e utilizou a estratégia de exclusdo de spots reativos frente a soros de individuos com
Doenga de Chagas e individuos saudaveis de area endémica (LAGE et al. 2019). Duas proteinas
a endonuclease III e a GTPbinding foram avaliadas em sua forma recombinante em
experimentos de ELISA, apresentando alta sensibilidade e especificidade. (MACHADO et al.,
2020), identificou antigenos de L. infantum através da abordagem imunoprotedmica, em que se
utilizaram soros de individuos com LV, HIV e individuos coinfectados com LV e HIV
(LV/HIV), além de individuos saudaveis. Os resultados demonstraram 43 spots reativos para
LV e LV/HIV, sendo identificadas 26 proteinas por espectrometria de massas. A proteina
Btubulina foi testada em sua forma recombinante e apresentou boa acuracia para detectar
individuos com LV e individuos coinfectados com LV e HIV.

A detecgdo de caes assintomaticos € essencial para o controle da doenca e para evitar a
transmissdo continua para outros animais susceptiveis e para os seres humanos (RODRIGUES
et al., 2019). As limitagdes dos métodos diagndsticos atuais fazem com que ainda seja
importante a pesquisa por antigenos para que possa melhorar a acuracia dos testes sorologicos
da LVC. Infecgdes em caes transmitidas por vetores, como a leishmaniose, erliquiose e
babesiose, estdo entre as doencas caninas mais comuns nas regides tropicais e subtropicais no

mundo (YISASCHAR-MEKUZAS et al., 2013). A coinfecg¢ao entre mais de um patdogeno pela
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quantidade de vetores hematofagos e capacidade de transmissdo de vdarios patdogenos
simultaneamente, tem sido frequente. A infec¢do por Ehrlichia canis € causada por uma bactéria
Gram negativa intracelular que infecta monocitos, sendo transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus Sanguineus. Ja as infecgdes causadas por Babésia sdo transmitidas por pelo
menos seis espécies distintas, sendo a principal a Babesia canis, que ocorre através da picada
do carrapato de Ixodideos, do Género Rhipicephalus (DANTAS-TORRES et al., 2008; COSTA,
et al, 2012; KRAWCZAK et al., 2015). Diversos estudos demonstram que anticorpos contra
B. canis e E. canis possuem reacdo cruzada em testes soroldgicos para leishmaniose
(MANCIANTI, et al., 1996; METTLER et al., 2005; KRAWCZAK et al., 2015).

Isto posto, as reagdes cruzadas entre a leishmaniose ¢ essas doengas parasitarias
causadas por determinantes antigénicos comuns, impedem os diagnosticos especificos da
leishmaniose, principalmente em regides onde essas doengas sdo endémicas. Assim, tém sido
desenvolvidas novas estratégias na tentativa de melhorar a qualidade dos antigenos aplicados
para o sorodiagnostico das leishmanioses. Alguns deles foram direcionados para a
caracterizacdo e producdo de versdes recombinantes de antigenos individuais de parasitos e
muitos se mostraram promissores para o sorodiagnoéstico (RODRIGUES et a/.,2019). No
presente estudo, a estratégia utilizada representa um refinamento na busca de antigenos mais
especificos para o diagndstico da doenca, pois exclui grande parte da reatividade cruzada de
duas doencgas que acometem cdes no ambiente urbano, como a erliquiose e a babesiose.

O uso desses soros € relevante, tendo em vista a alta reatividade cruzada em testes
sorologicos, e podem assim justificar o baixo numero de proteinas identificadas neste estudo.
Além disso, a analise dos antigenos selecionados nesse estudo permitiu construir uma proteina
multiepitopo que podera aumentar a acurdcia dos métodos sorologicos, ja que possuem regioes
de epitopos selecionados por imunoinformatica que sdo reconhecidos preferencialmente por
LB.

Estudos de biomarcadores se fazem necessarios para avaliar a evolugdo clinica LVC,
associadas a perfis de resisténcia ou susceptibilidade, que podem orientar o desenvolvimento
de novas vacinas para o controle da doenca. Assim, a pesquisa e conhecimento de
biomarcadores atribuidos a manuten¢do assintomatica da doenga tém sido aplicados para
avaliar a eficacia em vacinas e abordagens de tratamento (COELHO et al.,2012; RESENDE et
al., 2020).

A escolha do extrato proteico neste trabalho também foi diferencial, visto que foram
selecionadas cepas de parasitos de L. infantum que foram isolados de cdes domésticos

naturalmente infectados classificados como sintomaticos ou assintomaticos de uma regiao
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endémica para a doenga. Sabe-se que a evolu¢ao das manifestagdes da doenca depende em
grande parte da resposta imunologica do hospedeiro e na LVC a resposta imune esta altamente
associada ao perfil patogénico durante a infec¢ao (REIS et al., 2010; DE ALMEIDA et al.,
2014). A resposta imunoldgica na LVC associa-se a um perfil de controle da infecgao,
associados a uma resposta imune Tul, com producdo de diversas citocinas como IL-12, INF,
TNF- a, e uma resposta imunologica Tu2 associada a suscetibilidade a infeccdo (FERRER et
al., 2002). Diversos estudos demonstram que as respostas humorais IgGl e IgG2 sao
dependentes de linfocitos T, e que a correlagdo com respostas imunes protetoras exige uma
produgdo maior de IgG2 (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; FERNANDES et al., 2008; REIS
et al., 2009; LIMA et al., 2017; GIUNCHETT]I, et al., 2019).

Além disso, os caes apresentam formas clinicas severas na LVC, a depender da resposta
imunoldgica, associadas a alta densidade na carga parasitéria, infiltrado inflamatorio na pele,
composto basicamente por células mononucleares (GIUNCHETTI et al., 2006; MENEZES-
SOUZA et al., 2011). Em 2012, (COELHO et al, 2012) utilizaram extrato total de proteinas de
L. infantum (Cepa BH46) nos estagios promastigotas e amastigotas, e avaliou a presenga de
spots com pool de soros de caes sintomaticos, assintomaticos e de caes nao infectados.

As proteinas identificadas por espectrometria de massas foram aquelas que reagiram
tanto com pool de soros de caes sintomaticos, quanto de assintomaticos. Das proteinas
selecionadas, diversas foram avaliadas na forma recombinante, apresentando boa eficacia nos
experimentos de vacina e diagnostico (MARTINS et al., 2013; LAGE et al., 2015; LAGE et
al., 2016; RIBEIRO et al., 2018).

No presente estudo, o perfil protedmico do extrato total de parasitos isolados de caes
assintomaticos apresentaram spots com massa molecular entre 10 e 70 kDa e o sintomatico 10
a 60 kDa. Esses spots foram reativos frente a soros de cdes sintomaticos e assintomaticos. Nos
extratos de parasitos isolados de caes sintomaticos, também houve reatividade dos soros de caes
sintomaticos e assintomaticos que em sua maior parte dos spots reativos encontram-se com a
massa molecular entre 10 a 100 kDa e entre 10 e 50 kDa, respectivamente. Dessa forma, em
nosso estudo, a utilizacdo de extratos proteicos de cdes que diferem pelos sinais clinicos, ira
ajudar na compreensdao de biomarcadores associados a resisténcia ou susceptibilidade durante
a LVC além de fornecer informacdes para o desenvolvimento de melhores métodos para
diagnostico, novos imunogenos e ser Util no protocolo terapéutico para caes infectados.

Atualmente, no Brasil, est4 disponivel apenas uma vacina licenciada pelo Ministério da
Agricultura para comercializagdo, a Leish-Tec® (CEVA Satde Animal LTDA), que utiliza a

proteina A2, identificada em L. danovani, sendo que esta proteina representa o primeiro fator
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de viruléncia identificado no estagio amastigota de Leishmania ssp. (COELHO et al., 2003;
FERNANDES et al., 2008). Embora tenha sido demonstrado que uma das vantagens dessa
vacina seria a producdo de anticorpos especificos anti-A2 e que nao haveria producao de
anticorpos contra extrato soluvel de Leishmania (SLa), alguns estudos t€ém demonstrado que
caes podem sofrer soroconversdo e apresentar anticorpos IgG contra proteinas do parasito, o
que tém sido observados em varios testes sorologicos empregados na LVC (FERNANDES et
al., 2014; DE MENDONCA et al., 2016).

Os estudos demonstraram que caes imunizados com essa vacina, desenvolvem uma
resposta imune com perfil Tul, com a produ¢do de anticorpos IgG2 e baixos niveis de IgGl,
correlacionando esse perfil humoral com o aumento da produgido de INF-y (FERNANDES et
al., 2008).

Nesse sentido, nesse estudo também utilizamos pool de soros de caes imunizados com
a vacina Leish-Tec®. Os géis bidimensionais dos extratos de proteinas de L. infantum isolados
de cdes sintomaticos e assintomaticos apresentaram spots reativos frente a esses soros, em sua
maior parte entre 1040 kDa. Esses spots reativos nao foram excluidos da analise, visto que a
presenca de anticorpos de cdes imunizados reconheceu antigenos presentes dos parasitos
isolados dos dois estagios clinicos de infeccdo dos cdes. Nossos dados demonstram que os
immunoblots utilizando extrato total de parasitos isolados de caes assintomaticos apresentaram
maior reatividade frente ao pool de soro de cdes imunizados do que o extrato total de caes
sintomaticos. Esse maior niimero de antigenos do extrato de cdes assintomaticos reconhecidos
pelos anticorpos poderia estar associado com um perfil de inducdo de respostas protetoras,
tornando-se possiveis imundgenos a serem avaliados em testes de vacinas. Ademais, as
estratégias de selecdo de epitopos empregadas para compor a proteina quimérica que sera
utilizada na composicdo vacinal propostas no presente estudo pretendem possibilitar uma
vacina efetiva em um modelo murino, com o potencial de ser aplicada posteriormente na
prevencdo da LVC.

Nesse contexto, mais estudos se fazem necessarios para que as proteinas identificadas
nesse estudo também possam ser avaliadas individualmente. As proteinas identificadas
representam uma contribuicdo na identificacdo de novos antigenos de L. infantum, para
compreender melhor o papel biologico dessas proteinas no metabolismo, patogénese, viruléncia
do parasito e o perfil de desenvolvimento das diferentes manifestagdes clinicas na LVC através
das proteinas expressas nas diferentes cepas dos parasitos que foram utilizados. Nossa

perspectiva € gerar produtos derivados de biotecnologia que possam ser disponibilizados para
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a populagdo sob a forma de uma vacina efetiva e um diagndstico com alta sensibilidade e

especificidade, que auxiliara no controle da doenga em nosso pais.
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7 CONCLUSAO

Com base nos dados gerados no presente estudo, foi possivel identificar 20 proteinas
através da tecnologia de protedmica e imunoprotedmica associadas a espectrometria de massas
com potencial de serem avaliadas em experimentos de vacina e diagnostico. A identificagdao
dessas proteinas contribui para um maior conhecimento sobre a biologia do parasito e patologia
da doenga no principal reservatério da doenga, que é o cdo. Além disso, em conjunto com
analises de imuno-informatica, foi possivel construir duas proteinas multiepitopos que serdo

validadas em estudos futuros para composic¢ao vacinal e biomarcadores para o sorodiagnostico

da LVC.
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8 PERSPECTIVAS DO ESTUDO
e Clonagem, expressao e purificacdo das proteinas selecionadas para vacina e diagnostico;
avaliar, em modelo murino, a eficicia da proteina quimérica contra a infec¢ao por L. infantum;
e Realizar testes sorologicos de ELISA com as proteinas, proteina quimérica e peptideos
sintéticos utilizando soros de caes com LVC sintomaticos, assintomaticos, ¢ soro de doencas
correlacionadas;
e Realizar a protedmica e imunoprotedmica dos parasitos no estagio amastigota, considerando

as mesmas condi¢des realizadas no presente estudo.
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