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Resumo

A ampla distribuicdo e sobreposicao de espécies de Leishmania e de diferentes formas clinicas das
leishmanioses no pais podem afetar diretamente o curso clinico da doenca, diagndstico, controle e
tratamento. Com isso, 0 desenvolvimento de métodos de diagndstico espécie-especificos e que
possam ser utilizados na rotina sdo necessarios e de grande importancia. No Brasil, a espécie
Leishmania amazonensis € agente etioldgico principalmente da forma cutanea da doenca, mas ja
foi também encontrada promovendo doenca visceral em humanos e cdes. Além disso, sua
coexisténcia com outras espécies do parasito, como L. infantum, agente etioldgico da leishmaniose
visceral, torna de suma importancia a identificacdo da espécie durante o diagnostico da infeccéo
por Leishmania spp. Para isso, no presente trabalho, como teste molecular, padronizamos a técnica
de LAMP (Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop), a partir do desenho e utilizacdo de
iniciadores especificos para L. amazonensis com visualizacdo do resultado utilizando gel de
poliacrilamida e deteccdo colorimétrica (SYBR® Safe). A reagdo apresentou 100% de
especificidade quando comparado as espécies L. infantum, L. braziliensis, L. major, L. mexicana,
L. donovani, L. guyanensis, Trypanosoma cruzi, Babesia canis e Toxoplasma gondii e quando
testado diferentes cepas de L. amazonensis. O limite de deteccdo da reacdo foi de 10pg de DNA de
L. amazonensis. Apresentou 89% de sensibilidade quando comparada a PCR convencional
utilizando amostras de DNA de pele de hamsters experimentalmente infectados com L. amazonensis
(n=9), L. infantum (n=9) e coinfeccdo (n=9). Para o desenvolvimento de um teste soroldgico, foi
realizada uma abordagem imunoprotedmica para selecdo de proteinas antigénicas espécie-
especificas, para isso, utilizamos extrato proteico de L. amazonensis fracionados em eletroforese
bi-dimensional (2-DE) associados a western blot (WB) com pool de soros de hamsters
experimentalmente infectados com L. amazonensis e L. infantum. A sobreposicao entre as imagens
de gel 2-DE e membranas de WB permitiu a selecdo de 8 spots reativos somente a soros de animais
infectados com L. amazonensis e ndo reativos a soros de infectados com L. infantum ou de nédo
infectados. Foram identificadas duas proteinas em 6/8 spots. Uma delas, a HSP70, produzida de
forma recombinante foi utilizada como antigeno em um teste de ELISA com pool de soros de
hamsters infectados com L. amazonensis, L. infantum, coinfectados e ndo infectados. Houve
diferenca significativa (P<0,05) apenas quando comparados os grupos infectados ao controle ndo

infectado, ndo tendo sido ainda um antigeno espécie-especifico.

Palavras-chave: diagnostico especifico, imunoprotedmica, LAMP, Leishmania amazonensis.



Abstract

The wide distribution and overlapping of Leishmania species and different clinical forms of
leishmaniasis in the country can directly affect the clinical course of the disease, diagnosis, control
and treatment. Thereby, the development of species-specific diagnostic methods that can be used
routinely are necessary and of great importance. In Brazil, Leishmania amazonensis is an etiological
agent mainly of the cutaneous form of the disease, but has already been found promoting visceral
disease in humans and dogs. In addition, its coexistence with other species of the parasite, such as
L. infantum, etiological agent of visceral leishmaniasis, makes it very important to identify the
species during the diagnosis of Leishmania spp. For this, in the present work, as molecular test, we
standardized the LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) technique, with the design and
use of specific primers for L. amazonensis and visualization of the result using polyacrylamide gel
and colorimetric detection (SYBR® Safe). The reaction showed 100% specificity when compared
L. infantum, L. braziliensis, L. major, L. mexicana, L. donovani, L. guyanensis, Trypanosoma cruzi,
Babesia canis and Toxoplasma gondii species and when tested different strains of L. amazonensis.
The detection limit of the reaction was 10pg of L. amazonensis DNA. It presented 89% sensitivity
when compared to conventional PCR using hamster skin DNA samples experimentally infected
with L. amazonensis (n=9), L. infantum (n=9) and coinfection (n=9). For the development of a
serological test, an immunoproteomic approach was used to select species-specific antigenic
proteins. For this, we used protein extract of L. amazonensis fractionated in bi-dimensional
electrophoresis (2-DE) and western blot (WB) with pool of hamster sera experimentally infected
with L. amazonensis and L. infantum. The overlap between 2-DE gel images and WB membranes
allowed the selection of 8 spots reactive only to sera from animals infected with L. amazonensis
and not reactive to sera from L. infantum or uninfected. Two proteins were identified in 6/8 spots.
One of them, the recombinantly produced HSP-70 was used as an antigen in an ELISA test with
pool of hamsters sera infected with L. amazonensis, L. infantum, coinfected and uninfected. There
was a significant difference (P<0.05) only when the infected groups were compared to the

uninfected control, not being a species-specific antigen.

Keywords: immunoproteomic, LAMP, Leishmania amazonensis, specific diagnosis.
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alvo correspondente (F1c, F2c, F3c, Blc, B2c e B3c). O FIP na regido F2 (na extremidade 3')
que é complementar a regido F2c e na mesma sequéncia que a regido F1c na extremidade 5'; F3
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regido B3 que € complementar a regido B3c (Eiken Chemical Co., Ltd.).

Figura 2: Na etapa ndo ciclica, inicialmente ocorre a separacdo da dupla fita de DNA pela acao
da enzima Bst DNA polimerase e ligacdo do FIP (1); sintese da fita a partir de FIP (2); ligacédo
do F3 (3); sintese da fita a partir de F3 e deslocamento da fita formada anteriormente por FIP
(4); a fita deslocada sintetizada a partir de FIP (5); ocorre ligacdo de BIP, a fita é sintetizada e,
em seguida, liga-se B3 (6); formacdo da nova fita a partir de B3 e a estrutura de loop €
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para, posteriormente, iniciar a etapa ciclica (Eiken Chemical Co., Ltd.).

Figura 3: A etapa ciclica se inicia a partir da estrutura em formato de haltere (8); ocorre a
sintese a partir de um dos loops e ligacdo do FIP que inicia a sintese de uma nova fita e
deslocamento da fita anterior (9); formacédo da estrutura que inicia o ciclo de elongacdo que
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Co., Ltd.).

Figura 4: Amplificacdo utilizando os Loop primers (LpB e LpF). As posicdes destes
iniciadores sdo entre as regifes de B1 e B2 ou F1 e F2 da estrutura semelhante a um haltere,
fornecendo um niimero aumentado de pontos de partida para a sintese de DNA, em que observa-
se um produto amplificado contendo seis loops. No método LAMP original, quatro desses loops
ndo seriam usados, mas atraves do uso de Loop primers, todos os loops de fita simples podem

ser usados como pontos de partida para a sintese de DNA (Eiken Chemical Co., Ltd.).



Figura 5: Localizacdo dos seis iniciadores na sequéncia do minicirculo do kDNA de L.
amazonensis selecionados para a padronizacdo da reacdo de LAMP. A sequéncia de cada

iniciador esté identificada por uma cor.

Figura 6: Géis de poliacrilamida 6% corados por prata (A) e detec¢do colorimétrica utilizando
SYBR® Safe (B) com o teste de especificidade da reacdo de LAMP com amostras de diferentes
espécies de protozodarios. 1 e 10 = padrao de peso molecular de 50 pares de bases; 2 = L.
amazonensis; 3 = L. infantum (cepa BH401); 4 = L. braziliensis; 5 = L. infantum (cepa LPC-
RPV); 6 = L. major; 7 = L. mexicana; 8 = L. donovani; 9 = L. guyanensis; 11 = B. canis; 12 =
T cruzi; 13 = T. gondii; 14 = controle negativo (DNA de hamster ndo infectado); 15 = controle

mix (sem DNA).

Figura 7: Gel de poliacrilamida 6% corado por prata (A) e deteccao colorimétrica utilizando
SYBR® Safe (B) com a reacdo de LAMP utilizando diferentes cepas de L. amazonensis. 1=
padrdo de peso molecular de 1kb; 2= IFLA/BR/1967/PHS8; 3= MHOM/BR/1989/BA276; 4=
MHOM/BR/75/Josefa; 5= MCAN/BR/2012/GV01; 6= MCAN/BR/2012/GV02; 7= controle

negativo (DNA de hamster ndo infectado); 8= controle mix (sem DNA).

Figura 8: Gel de poliacrilamida 6% corado por prata e detec¢do colorimétrica utilizando
SYBR® Safe (B) com o teste de sensibilidade da reagao de LAMP com diferentes diluigdes do
DNA de L. amazonensis em mistura com DNA de hamster ndo infectado. Diluigdes de 10ng até
100fg. 1=padrao de peso molecular de 50 pares de bases; 2= controle L. amazonensis; 3= 10ng;
4= Ing; 5= 100pg; 6= 10pg; 7= lpg; 8= 100fg; 9= controle negativo (DNA de hamster ndo
infectado); 10= controle mix (sem DNA).

Figura 9: Géis de poliacrilamida 6% representativos (A) e detec¢do colorimétrica utilizando
SYBR® Safe (B) com amostras de pele de hamsters experimentalmente infectados com L.
amazonensis, L. infantum e coinfec¢do. 1= padrdo de peso molecular de 50 pares de bases; 2=
controle L. amazonensis; 3= controle L. infantum; 4 a 6 = pele L. amazonensis; 7 = pele
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Figura 10: Grafico com a carga parasitaria (log10) na gPCR das nove amostras de DNA de

pele de hamsters experimentalmente infectados com L. amazonensis (amostras n°1 a n® 9).



Figura 11: Padronizagio do WB. Extrato proteico de L. amazonensis (40pg/canaleta)
fracionados em SDS-PAGE 12% e transferido para membrana de nitrocelulose, incubada com
diferentes diluigdes de pool de soros (1:50, 1:100 e 1:200) de hamsters infectados com L.
amazonensis como anticorpo primario e de conjugado anti-IgG de hamster (1:1000, 1:2000 e
1:2500) como anticorpo secundario. Revelagdo com DAB, a-4-cloronaftol e per6xido de

hidrogénio.

Figura 12: Padronizacdo do WB. Extrato proteico de L. amazonensis (40ug/canaleta)
fracionados em SDS-PAGE 12% e transferido para membrana de nitrocelulose, incubada com
diferentes dilui¢cdes de pool de soros (1:50, 1:100 e 1:200) de hamsters infectados com L.
infantum como anticorpo primario € de conjugado anti-IgG de hamster (1:1000, 1:2000 e
1:2500) como anticorpo secundario. Revelagdo com DAB, a-4-cloronaftol e peroxido de

hidrogénio.

Figura 13: SDS-PAGE 12%, 2-DE com strips de 18 cm, pH 4-7, com 800pg de extrato proteico
de L. amazonensis, corado por comassie G-250. Os spots de interesse estdo circulados e
numerados de 1 a 8 (A). Na figura B, C e D, estdo as membranas do WB com extrato proteico
de L. amazonensis incubadas com soro de hamsters infectados com L. amazonensis, L. infantum
e ndo infectado, respectivamente. Na membrana B com o soro homélogo (infec¢do por L.

amazonensis), observa-se 0s mesmos spots selecionados no gel.

Figura 14: Grafico com a absorbancia no ELISA realizado utilizando pool de soros de hamsters
(n=9 em cada grupo) experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. infantum,
coinfectados e nao infectados. A diferenca estatistica significativa esta representada por

*(P<0,05) e # quando nao houve diferenca significativa.
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1 Introducao

1.1 Leishmania e as leishmanioses

As leishmanioses sdo parasitoses que englobam diversas manifestacfes clinicas e tem
como agente etioldgico protozoéarios do género Leishmania (Ross 1903), pertencentes a ordem
Kinetoplastida. O género Leishmania compreende cerca de 35 espécies, destas,
aproximadamente 20 sdo patogénicas para os seres humanos (Ashford 2000). As espécies
clinicamente relevantes foram classificadas em dois subgéneros de acordo com seu
desenvolvimento no trato alimentar do inseto vetor, assim, as espécies do subgénero Viannia
apresentam desenvolvimento no intestino posterior, migrando para o intestino médio, enquanto
as espécies do subgénero Leishmania se desenvolvem no intestino médio e anterior (Lainson et
al. 1987).

Leishmania séo organismos digenéticos que vivem uma fase do seu ciclo de vida em
insetos vetores fémeas pertencentes a Ordem Diptera que podem ser dos géneros Lutzomyia
(Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo), e a outra fase em hospedeiros mamiferos
pertencentes a diversas ordens como Carnivora (cdes e gatos), Edentata (tatus e preguicas),
Marsupialia (gambas), Perissodactyla (cavalos), Primatas (humanos e macacos) e Rodentia
(ratos) (Ashford 2000; Desjeux 2004; Gramiccia & Gradoni 2005). Devido aos diferentes
ambientes nos hospedeiros invertebrados e mamiferos, os parasitos apresentam dois estagios de
desenvolvimento: a forma promastigota extracelular, movel e flagelada que se desenvolve
dentro do trato digestivo do inseto e a forma amastigota intracelular, ndo-mdvel que infecta
macrofagos dos hospedeiros vertebrados (Bafiuls et al. 2007).

Formas promastigotas sdo encontradas livres ou aderidas ao trato digestivo do inseto,
no qual passam por processos de diferenciacdo e divisao até chegarem a forma promastigota
metaciclica, estas ndo se dividem e sdo infectantes para o hospedeiro mamifero. No hospedeiro
invertebrado, foi demonstrado que uma segunda ingestdo de sangue ndo infectado por
flebotomineos infectados por Leishmania desencadeia a desdiferenciacdo de promastigotas
metaciclicas, considerado um estagio terminalmente diferenciado dentro do vetor, a um estagio
semelhante a leptomonadas, a promastigota retroleptomonada. A metaciclogénese reversa
ocorre ap6s cada repasto sanguineo subsequente, onde promastigotas de retroleptomonadas se
multiplicam rapidamente e se diferenciam para promastigotas metaciclicas, aumentando a

infecciosidade do flebotomineo. Esses achados colocam fontes de sangue prontamente
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disponiveis como um elemento critico na transmissao e propagacéo de patdgenos transmitidos
por vetores (Serafim et al. 2018).

A transmissdo aos vertebrados ocorre quando a fémea do inseto realiza o repasto
sanguineo, regurgitando os parasitos juntamente com a saliva. As promastigotas podem ser
fagocitadas apds a infeccdo de neutrdfilos que sdo rapidamente recrutados para o sitio de
inoculacdo ou diretamente pelos macrofagos, e internalizadas dentro de um vactolo
parasitoforo (fagolisossoma), envolvido na destruicdo de microorganismos (Peters et al. 2008).
Os parasitos apresentam mecanismos que 0s permitem evadir-se, dentre outros, da agéo
microbicida do macr6fago e apds se estabelecerem no meio intracelular se transformam em
amastigotas. Estas se dividem dentro da célula hospedeira até rompé-la, permitindo a infeccéo
dos fagdcitos que estiverem no local, permanecendo ali e se proliferando mesmo sob a a¢do de
enzimas lisossomais, propagando a infeccdo. Durante este processo ocorre a liberacdo de
produtos antigénicos que serdo apresentados ao sistema imune, gerando uma resposta imune
especifica. Os mecanismos de eliminacdo das amastigotas pelos macréfagos ativados pelo IFN-
v, envolvem a sintese de radicais de oxigénio e nitrogénio, como o 6xido nitrico. As células do
sistema mononuclear fagocitario infectadas sdo capturadas pelo vetor juntamente com o sangue
no momento do repasto sanguineo e, em seguida, as amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino do inseto, dando continuidade ao ciclo de vida do parasito.
Amastigotas e promastigotas se dividem repetidamente por divisdo binaria longitudinal
(Lainson & Shaw 1978; Ashford 2000; Choi & Lerner 2001).

Um dos principais fatores que determinam o tipo de patologia é a espécie e viruléncia
do parasito, aléem da resposta imune e susceptibilidade genética do hospedeiro. O primeiro sinal
de infeccdo tipicamente € um pequeno eritema no local onde o vetor infectado realizou o repasto
sanguineo e regurgitou os parasitos na pele. Uma vez que a infeccdo se estabelece, inicia uma
reacdo inflamatoria, que na derme causa a forma cuténea da doenca, podendo ser localizada ou
difusa; na mucosa causa a forma mucocutanea; e a propagacao metastatica da infeccdo para
orgaos como o baco, figado, linfonodos e medula 6ssea caracteriza a forma visceral. Leishmania
tende a se localizar em tecidos onde células como macr6fagos existam em grande ndmero
(Berman 2005; Reithinger & Dujardin 2007; Kobets et al. 2012).

Dessa forma, as leishmanioses sdo classificadas nas seguintes formas clinicas:
leishmaniose cutdnea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose
mucocutanea (LMC), leishmaniose cutanea disseminada (LCDB), leishmaniose visceral (LV)
e a leishmaniose dérmica pds calazar (PKDL) (Silveira et al. 2004; Babiker et al. 2014). A

leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenga responséavel por considerdveis morbidades de um
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grande namero de pessoas em focos endémicos, embora ndo seja fatal e em alguns casos o
processo de cura ocorra sem tratamento com o desenvolvimento de imunidade celular e humoral
do hospedeiro (Rangel & Lainson 2009). A LCL, que é a mais comum da LT, inicia-se no local
de entrada do parasito e se manifesta primeiro como papulas que se transformam em Ulceras,
podendo ser Unicas ou multiplas e normalmente aparecem em areas expostas, como face, bragos
e pernas. As lesGes tipicas sdo caracterizadas como Ulceras circulares ou ovais, com base
eritematosa, infiltrada, firme, avermelhada e granulosa e borda elevada bem delimitada
(Quaresma et al. 2018). A resposta imune € predominantemente mediada por células T e um
infiltrado inflamatério no local da infeccdo é visivel na maioria dos casos, que geralmente sao
relatados ja na fase ulcerativa (Mehregan et al. 1999). O periodo de incubagdo pode variar de
duas semanas até varios meses. E causada, principalmente por L. major e L. tropica no Velho
Mundo, L. mexicana, L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. lainsoni no Novo
Mundo, incluindo o Brasil. A presenca de lesGes incomuns caracterizam a LT atipica. Os
pacientes podem apresentar lesdes de diferentes formas: verrucosa, crostas, lupdide, tumor,
papulas, placas ulceradas ou outros tipos de lesdes. As espécies L. braziliensis, L. tropica, L.
major e L. donovani ja foram encontradas causando a LT atipica (Meireles et al. 2017;
Quaresma et al. 2018).

A LCD érarae produz lesdes cronicas nodulares e ndo ulcerativas disseminadas na pele,
acometendo individuos com deficiéncia na resposta celular. No Velho Mundo pode ser causada
pela L. aethiopica enquanto no Novo Mundo € mais associada a L. amazonensis. Na LMC, as
lesbes podem destruir parcial ou totalmente a mucosa do nariz, da boca e faringe, ocorre no
Novo Mundo apds uma leishmaniose cutanea ndo tratada adequadamente, normalmente
causada por L. braziliensis (Silveira et al. 2004; Berman 2005). Juntamente com 0s casos de
LCL e intermediaria entre as formas de patogenicidade extrema (LMC e LCD), alguns pacientes
podem apresentar formas disseminadas da infec¢do (LCDB), em que foi possivel determinar a
localizacdo das lesdes primarias e secundarias na pele. A disseminacdo do parasito ocorre de
forma réapida, e esses casos estdo associados as espécies L. braziliensis e L. amazonensis
(Silveira et al. 2004). A leishmaniose dérmica pds calazar € uma forma rarada LT e é observada
apos uma leishmaniose visceral devido a infec¢do por L. donovani em paises como Sudao e
India (Murray et al. 2005).

No Brasil, a leishmaniose visceral € uma doenga de notificacdo compulsoria e que pode
ter evolugdo grave, devendo ser diagnosticada precocemente. E caracterizada em sua forma

tipica por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, associado a achados
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laboratoriais incluindo pancitopenia, leucopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia,
com intenso e difundido parasitismo em 6rgdos como figado, baco e medula 6ssea. O periodo
de incubacéo pode variar de dois a quatro meses. A doenca pode ter evolucdo aguda, subaguda
ou cronica. Um espectro de manifestagdes clinicas ocorre na LV, que vai desde assintomatica
ou oligossintomatica, com a possibilidade de assumir formas graves e letais quando associada
ao quadro de ma nutricdo e infeccBes concomitantes. E causada por L. donovani no Velho
Mundo, tendo como reservatorio 0s seres humanos e por L. infantum no Sudeste da Europa, na
regido do Mediterraneo e no Novo Mundo, incluindo o Brasil, tendo os canideos como
reservatdrios domeésticos (Desjeux 2004; Oliveira et al. 2004).

1.2 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses representam um grave problema de satde publica, sendo consideradas
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em conjunto, como uma das seis mais destacadas
doencas tropicais de paises em desenvolvimento, e atualmente encontram-se entre as principais
endemias no mundo (WHO 2017). Constituem doencas endémicas em paises tropicais,
subtropicais e temperados, ocorrendo em 98 paises. Atualmente, existem cerca de 12 milhdes
de casos de leishmanioses em todo o mundo, 350 milhdes de pessoas sdo consideradas com
risco de contrair a doenca e estima-se que 2 milhdes de novos casos ocorram a cada ano, sendo
cerca de 1,5 milhdes de casos de LT e 500.000 de casos de LV. Mais de 90% dos casos de LV
estdo concentrados em seis paises: India, Somalia, Suddo, Sud&o do Sul, Brasil e Etidpia. A
distribuicdo da LT é mais ampla, ocorrendo nas Américas, Regido Mediterranea, Asia Ocidental
e Central e no Oriente Médio. Dez paises apresentam de 70 a 75% dos casos mundiais de LT:
Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etidépia, Suddo, Costa Rica e Peru.
Considerando que em poucos paises a notificacdo é compulsoria, estima-se que a incidéncia
das leishmanioses seja subestimada (Desjeux 2004; den Boer et al. 2011; Alvar et al. 2012;
WHO 2017).

As leishmanioses sdo também consideradas como re-emergentes e emergentes com
expansdo geografica devido a urbanizacdo, migracdo humana, modificacbes ambientais
conduzidas pelo homem, coinfeccdo com outras doencas e estado imunolégico (Desjeux 2004;
Dujardin 2006). Esta expanséo levou ao surgimento de novos focos de transmissao e reativacao
em areas previamente controladas (Barata et al. 2013). Outros fatores que devem ser

considerados sdo as dificuldades referentes ao diagndstico, tratamento e controle das diversas
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formas das leishmanioses, interferindo diretamente no perfil epidemiolégico da doenca
(Marzochi & Marzochi 1994).

Nas Ameéricas, as leishmanioses seguem sendo um problema de satde publica devido a
sua magnitude e complexidade clinica, biologica e epidemiolégica. Afeta predominantemente
0s mais pobres, sobretudo em paises em desenvolvimento. Com o propoésito de consolidar e
avancar nas acles para reduzir a morbimortalidade por leishmanioses nas Ameéricas, foi
elaborado o Plano de Acdo de Leishmanioses nas Américas 2017-2022, com metas regionais
especificas, em que se destacam: reduzir a letalidade por leishmaniose visceral em 50% até
2022 e reduzir a proporgéo de casos de leishmaniose cutanea em criangas menores de 10 anos
em 50% até 2022 (SisLeish-OPAS/OMS 2017).

A LT apresenta-se em fase de expansdo geogréafica no Brasil. Inicialmente considerada
zoonose de animais silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas,
COMegou a ocorrer em zonas rurais ja praticamente desmatadas e em regides periurbanas. No
ano de 2015 aconteceram 19.395 novos casos, sendo 94,5% da forma cuténea e 5,5% da
mucocutanea. Incidéncia de 15,3 a cada 100.000 habitantes, considerado muito intenso e cerca
de 60% da populagéo se encontra em zonas de transmissao (SisLeish-OPAS/OMS 2017).

No Brasil, a LV é uma doenca endémica, no entanto, tém sido registrados surtos
frequentes em diversas regifes endémicas. Inicialmente, sua ocorréncia estava limitada a areas
rurais e a pequenas localidades urbanas, mas, hoje, encontra-se no grupo de paises com
transmissdo em expansao. Esta distribuida em 21 unidades da federacdo, atingindo as cinco
regides brasileiras. Nas Américas, 0s casos humanos de LV estdo presentes em 12 paises, no
entanto, 96% dos casos sao relatados no Brasil. No ano de 2015 o nimero de casos foi de 3.289
e a incidéncia de 2,5 casos por 100.000 habitantes. De um total de 257 casos de coinfeccéo de
LV-HIV nas Américas, 244 foram registrados no Brasil; e de 268 casos de dbitos por LV, 251
foram reportados no Brasil (SisLeish-OPAS/OMS 2017).

1.3 A visceralizacdo de L. amazonensis e coinfeccdo em leishmaniose

A espécie L. amazonensis pode causar um amplo espectro de formas clinicas em
humanos, desde a forma cutanea e mucocutanea, até a forma visceral (Barral et al. 1986; Barral
et al. 1991; Aleixo et al. 2006; de Souza et al. 2018). Alguns trabalhos tém demonstrado o
desenvolvimento de LV causada por L. amazonensis acometendo cdes de area urbana em
diferentes estados do Brasil (Tolezano et al. 2007; Dias et al. 2011; Hoffmann et al. 2012;

Sanches et al. 2016; Valdivia et al. 2017). A visceralizagdo causada por espécies de Leishmania
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responsaveis pela LT ja foi relatada em infec¢Ges utilizando animais experimentais (Almeida
etal. 1996; Abreu-Silva et al. 2004; Soliman 2006; Mahmoudzadeh-Niknam et al. 2007; Kobets
et al. 2012; Gomes-Silva et al. 2013; Ribeiro-Romao et al. 2014; Celeste et al. 2017) mostrando
que algumas espécies podem se disseminar para varios 6rgdos, causando patologia similar com
as produzidas em seres humanos e em cdes com a doenca visceral. Em trabalho anterior do
nosso grupo, mostrou-se que a espécie L. amazonensis foi capaz de causar doenca cutanea e
visceral em hamsters experimentalmente infectados, se disseminando para 6rgaos como bago e
figado e causando doenca grave quando em coinfeccdo com L. infantum (Celeste et al. 2017).

As espécies L. amazonensis e L. infantum possuem ampla distribuicdo geografica no
Brasil com &reas de sobreposi¢cdo, onde ocorrem casos autoctones tanto de LV causada por L.
infantum quanto de LT causada por L. amazonensis, nas regides Norte (Para), Nordeste (Bahia,
Maranh&o e Ceard), Sudeste (Minas Gerais) e Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul). A espécie L. amazonensis ja foi relatada em infecgdo natural em flebotomineos da espécie
Lu. longipalpis, responsavel pela transmissédo de L. infantum, indicando a possibilidade de
transmisséo tanto de LV quanto de LC em Mato Grosso do Sul (Savani et al. 2009). Os ultimos
levantamentos de fauna de flebotomineos no estado de Minas Gerais indicaram que as espéecies
mais abundantes na Regido Metropolitana de Belo Horizonte foram Lutzomyia whitimani,
principalmente associada a transmissdao de L. braziliensis e secundariamente com L.
amazonensis, e Lutzomyia longipalpis, o principal vetor de transmissdo de L. infantum
(Margonari et al. 2010; Saraiva et al. 2015) e nessa mesma regido foram encontrados cées
infectados pelas trés espécies: L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (Souza et al. 2019).

Em areas com sobreposicdo de transmissdo de LV e LT o controle torna-se bem
complexo, e, medidas diferenciadas para cada doenca devem se basear em métodos de
diagndstico parasitolégico em conjunto com a identificacdo da espécie de Leishmania
envolvida. A diversidade epidemioldgica das diferentes formas da doenca impossibilita o seu
controle utilizando uma Unica metodologia ou ferramenta (Madeira et al. 2006; Silva et al. 2011;
Pires et al. 2014). No Brasil, areas de sobreposicao entre diferentes formas clinicas e agentes
etiologicos das leishmanioses sdo frequentes, com a possibilidade de coinfec¢oes, o que poderia
influenciar no curso clinico da doenca, diagnéstico, controle e tratamento.

Casos de coinfeccdo com duas espécies de Leishmania em diferentes paises foram
relatados em seres humanos. No Velho Mundo, um paciente diagnosticado com LV apresentou
L. donovani e L. major na cultura de aspirado do ba¢o no Quénia (Mebrahtu et al. 1991); em
amostras de aspirado de linfonodos, quatro casos de coinfec¢do foram relatados em pacientes

diagnosticados com LV, um paciente com L. donovani e L. aethiopica, e trés com L. donovani
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e L. major no Sud&o (lbrahim et al. 1994); no Iraque, L. donovani e L. major encontradas em
medula 6ssea e lesdo cuténea respectivamente (al-Diwany et al. 1995); infeccdo mista com duas
cepas de L. infantum em amostras de medula éssea, que foi responsével por falha terapéutica
na Grécia (Antoniou et al. 2004); no Ird foi encontrada L. tropica em lesdo oral e L. major em
lesdo nasal (Shirian et al. 2012); trés pacientes do Sud&o, diagnosticados com leishmaniose
cuténea e sem sintomas de LV, apresentaram L. donovani e L. major em amostras de aspirado
de leséo ulcerada localizada (Babiker et al. 2014);

No Novo Mundo, as espécies L. braziliensis e L. amazonensis foram encontradas em
lesbes distintas de um paciente (Silveira et al. 1984) e em outro relato, L. braziliensis e L.
donovani encontradas em lesdo cutanea e medula 6ssea respectivamente (Oliveira Neto et al.
1986) ambos no Brasil; na Bolivia um paciente com leishmaniose cutanea difusa apresentou L.
amazonensis e L. infantum na mesma lesdo, explicando assim as caracteristicas atipicas
encontradas nas lesdes cutaneas (Martinez et al. 2002); L. mexicana e L. braziliensis, e L.
amazonensis e L. mexicana em lesdes de pacientes com LC no México (Monroy-Ostria et al.
2014).

Foram relatados também alguns casos de coinfeccdo em cées naturalmente infectados
no estado do Rio de Janeiro com L. braziliensis em lesdo cutanea e L. infantum no sangue,
linfonodos e baco (Madeira et al. 2005, 2006; Silva et al. 2011; Pires et al. 2014); em Minas
Gerais infeccdo mista com L. infantum em amostras de medula dssea e L. braziliensis em lesao
no focinho e na pele da orelha (Quaresma et al. 2011). Em um estudo recente de Souza et al.
(2019) com cédes em Belo Horizonte (MG), utilizando PCR-I1TS1 nested seguido de RFLP com
a enzima Haelll e Rsal, foram encontrados 17/30 animais infectados por L. infantum, 4/30 por
L. amazonensis, 1/30 por L. braziliensis e 8/30 com perfil de infeccdo mista. Duas amostras
com perfil misto foram sequenciadas, em uma delas foi observada a presenca das espécies L.
amazonensis e L. braziliensis e na outra, as trés espécies. Indicando que identificar as espécies
de Leishmania infectando cées € essencial para o diagndstico adequado e para a compreensao
e orientacdo epidemioldgica das medidas de controle. A proximidade dos cées e roedores
nativos pode estar promovendo tais infec¢cbes com agentes etioldgicos da LT. O significado
epidemioldgico desses achados ainda ndo foi esclarecido, uma vez que a importancia do cédo

como reservatorio de L. braziliensis e L. amazonensis permanece desconhecida.
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1.4 Diagnostico das leishmanioses e a LAMP

O tratamento efetivo e o controle das leishmanioses dependem de um diagnéstico
acurado e precoce, de maneira a evitar o desenvolvimento de doenca crénica e/ou de lesdes
desfigurantes (Van der Meide et al. 2005). Diferentes métodos de diagndstico associados sdo
usados para a confirmacdo da doenca, sendo estes o parasitolégico, o molecular e o
imunoldgico.

Existem diversos métodos parasitoldgicos utilizados para demonstrar 0s parasitos em
diferentes 6rgdos e tecidos, estes incluem: avaliacdo citoldgica de esfregacos ou impressGes em
laminas fixadas e coradas, que podem ser realizados a partir de materiais biolégicos como pele,
aspirados de medula éssea, bago e linfonodos utilizando microscépio 6ptico a procura de
amastigotas; pode ser também realizada analise histopatoldgica e/ou imuno-histoquimica de
laminas devidamente preparadas e coradas a procura de amastigotas bem como avaliagéo de
processos patoldgicos em diversos tecidos utilizando microscopio Optico, sendo estes
considerados metodos parasitoldgicos diretos. Um método parasitolégico indireto € a utilizacéo
de culturas “in vitro” de aspirados e fragmentos de 6rgdos em meio de cultura bifasicos que sdo
mantidas sob condic¢des controladas de temperatura para o desenvolvimento de promastigotas,
sendo este mais utilizado na pesquisa para posterior analise molecular com identificacdo de
espécie (Alvar et al. 2004; Tafuri et al. 2001; Saridomichelakis et al. 2005; Reithinger &
Dujardin 2007; Maia & Campino 2008).

Os métodos moleculares sdo inovadores para o diagnostico das leishmanioses e dentre
eles podemos destacar a amplificacdo de alvos génicos utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variantes (PCR multiplex, PCR nested, gPCR) (Britto et al. 2005;
Cupolillo, 2005) e também a PCR seguida de sequenciamento de diferentes genes e de regibes
do genoma (Van der Auwera and Dujardin 2015). Esses sdo considerados muito sensiveis,
capazes de detectar o alvo mesmo que ele esteja em quantidade minima nas amostras clinicas
analisadas, além disso, as amostras podem ser coletadas de maneira menos invasiva, gerando
um resultado seguro num pequeno intervalo de tempo (Ikonomopoulos et al. 2003; Silva et al.
2004). Podem ser aplicados em diversas amostras bioldgicas como aspirados de medula déssea,
linfonodos e baco; tecidos com lesdo; conjuntiva e sangue periférico (Manna et al. 2004;
Strauss-Ayali et al. 2004; Maia & Campino 2008). A PCR em conjunto com a técnica de RFLP
(Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restri¢do) utilizando a enzima de restricdo Haelll

é utilizada para identificar a espécie do parasito, combinando uma elevada sensibilidade para
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detectar Leishmania diretamente em amostras clinicas (Schdnian et al. 2003; Volpini et al.
2004; Andrade et al. 2006).

Estes métodos baseados em PCR requerem instrumentos de alta precisdo para
amplificacdo ou métodos elaborados para a deteccdo dos produtos amplificados, e muitas vezes
sdo dificeis de adaptar para uso clinico de rotina. Além disso, a PCR tem varias desvantagens
intrinsecas, como a necessidade de ciclos térmicos e a anélise p6s-PCR demorada, o que pode
levar a contaminacdo laboratorial (Parida et al. 2008). A identificagdo da espécie concomitante
ao diagnostico é muito importante na epidemiologia e controle das leishmanioses, e, apesar de
todas as vantagens destas técnicas, ainda é necessario o desenvolvimento de métodos rapidos,
especificos, de baixo custo e que possam ser utilizados rotineiramente.

Notomi et al. (2000) desenvolveram um novo método de amplificacdo do DNA,
denominado LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification), realizado em uma temperatura
constante, sendo répido, eficiente, altamente especifico e sensivel. A tecnica de LAMP utiliza
de quatro a seis iniciadores, em conjunto com a enzima Bst DNA polimerase, capaz de
amplificar grandes quantidades de DNA dentro de 30 a 60 minutos, temperatura estavel entre
60-68°C, usando equipamento bésico, como banho-maria ou banho seco. E possivel a
visualizacao do resultado com métodos simples de deteccdo, sem a necessidade do uso de géis
ou equipamentos sofisticados para sua execucdo, tornando-o um método de baixo custo, sendo
atraente para aplicacdo no campo (Notomi et al. 2000; Adams et al. 2010).

Para a visualizacdo do resultado da reacdo de LAMP, sdo comumente utilizados corantes
intercalantes de DNA, que podem ser adicionados antes ou depois da amplificacdo, ou também
através da turbidez do pirofosfato de magnésio, que pode ser observada apos a amplificacgéo.
Isso no préprio tubo onde foi realizada a reacéo (Mori et al. 2001). O produto amplificado pode
ser melhor visualizado na presenca de corante fluorescente, como o brometo de etidio, SYBR®,
calceina, dentre outros, utilizando luz ultravioleta (Parida et al. 2008). Outro corante utilizado
nas reaces de LAMP com visualizacdo da amplificacdo a olho nu € o verde malaquita, que é
um corante catibnico ndo fluorescente, acrescentado antes da amplificacdo, sem inibir a
eficiéncia da mesma. Amostra de cor azul clara significa reacdo positiva e amostra transparente
reacdo negativa (Nzelu et al. 2014). O corante azul de hidroxinaftol também é utilizado e
adicionado nas reacdes de LAMP antes da amplificacdo. E um corante que reage com 0s ions
magnésio, e uma reacdo positiva é indicada por uma mudanca de cor, de violeta para azul (Goto
et al. 2009).

Inicialmente, no LAMP utilizavam-se apenas 2 pares de iniciadores, sendo um par de

iniciadores internos, usualmente chamados de FIP e BIP (foward inner primer e backward inner
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primer) e outro par de iniciadores externos F3 e B3 (outter primers), desenhados a partir da
sequéncia de DNA que se deseja amplificar, sendo especificos para seis regides distintas da
sequéncia alvo (figura 1) (Notomi et al. 2000).
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Figura 1: Localizagdo dos quatro iniciadores (FIP, F3, BIP e B3) e as seis regides da
sequéncia alvo correspondente (F1c, F2c, F3c, Blc, B2c e B3c). O FIP na regido F2 (na

extremidade 3") que é complementar a regido F2c e na mesma sequéncia que a regido F1c

1]

Tad

na extremidade 5'; F3 na regido F3 que é complementar a regido F3c; BIP na regido B2
(na extremidade 3") que é complementar a regido B2c e na mesma sequéncia da regido

Blc na extremidade 5' e B3 na regido B3 que é complementar a regido B3c (Eiken
Chemical Co., Ltd.).
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O principio do LAMP se baseia em uma reagdo de deslocamento de fitas pela Bst DNA
polimerase contendo duas etapas: ndo ciclica e ciclica. A etapa ndo ciclica se inicia com a Bst
DNA polimerase deslocando uma das fitas do DNA de dupla fita e liberando fitas simples, sem
a necessidade de altas temperaturas para desnaturacdo. Ocorre entéo, a ligacdo dos iniciadores
na fita simples de DNA a partir deste deslocamento, iniciando-se pela extremidade 3’ da regido
F2 do FIP e sintese da fita na regido F2c. Em seguida, o F3 se liga a regido F3c, iniciando a
sintese de DNA novamente, ocasionando no deslocamento da fita formada anteriormente a
partir da ligacéo do FIP e, nesta fita que foi liberada, ocorre a formacao do loop entre as regies
complementares F1c e F1. Nesta fita ocorre a ligacdo do BIP e em seguida a sintese da nova
fita que desfaz o loop formado pelo FIP, deixando-a linear. Em seguida, ocorre a ligagédo do B3
e o deslocamento da fita originada a partir de BIP, formando um fragmento com loops em cada
extremidade (figura 2), que sdo necessarios para o inicio da etapa ciclica da reacdo de LAMP
(Notomi et al. 2000; Parida et al. 2008).
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Figura 2: Na etapa ndo ciclica, inicialmente ocorre a separacdo da dupla fita de DNA pela a¢do da enzima Bst DNA
polimerase e ligacdo do FIP (1); sintese da fita a partir de FIP (2); ligacdo do F3 (3); sintese da fita a partir de F3 e
deslocamento da fita formada anteriormente por FIP (4); a fita deslocada sintetizada a partir de FIP (5); ocorre ligacéo
de BIP, a fita é sintetizada e, em seguida, liga-se B3 (6); formagdo da nova fita a partir de B3 e a estrutura de loop €
linearizada (7); separacdo da fita em que as extremidades sdo FIP e BIP que formam os loops para, posteriormente,

iniciar a etapa ciclica (Eiken Chemical Co., Ltd.).
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A etapa ciclica se inicia com a a¢do da enzima em uma das extremidades do loop, que
serve de molde para a sintese, ja que F1 e F1c sdo complementares. Posteriormente, FIP se liga
a regido F2c iniciando a sintese de uma nova fita. Em seguida, ocorre amplificacdo da outra
extremidade do loop, onde B1 e Blc sdo complementares e também ocorre deslocamento da
fita sintetizada anteriormente, liberando duas estruturas, uma em formato de haltere, a qual
ocorrera a sintese a partir de uma extremidade que serve de molde para amplificacdo através
das regides complementares, em seguida a ligacdo de BIP com deslocamento da fita anterior e
sintese de nova fita, a qual ocorre repetidamente alternando-se os iniciadores e extremidades; e
outra estrutura a qual sera feita ligacfes dos iniciadores alternativamente e deslocamento das
fitas recém sintetizadas formando, assim, varias estruturas de diferentes tamanhos, todas
contendo a sequéncia alvo. Nesta etapa, € possivel a obtencdo de véarias cépias do alvo, com
multiplos loops em uma mesma fita (figura 3), em escala de 10°, em menos de 1 hora (Notomi
et al. 2000; Parida et al. 2008).
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Figura 3: A etapa ciclica se inicia a partir da estrutura em formato de haltere (8); ocorre a sintese a partir de
um dos loops e ligacdo do FIP que inicia a sintese de uma nova fita e deslocamento da fita anterior (9); formagéo
da estrutura que inicia o ciclo de elongagdo que ocorrera ligacdo dos iniciadores de maneira alternada
originando estruturas de tamanhos variados, todos contendo a sequéncia alvo (10) e formagao de estruturas em
formato de haltere que irdo iniciar novamente as etapas (8) e (9) do ciclo de amplificacdo (11) (Eiken Chemical
Co., Ltd.).



Posteriormente foram criados mais um par de iniciadores, denominados Loop primers
(LpF e LpB), os quais aceleram a reacédo, pois formam novos locais para inicio da amplificacdo
de DNA, garantindo maior especificidade a técnica (figura 4). Observou-se uma reducdo de
33% a 50% do tempo de amplificacdo, podendo ter alta amplificacdo em apenas 30 minutos
(Nagamine et al. 2002).
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Figura 4: Amplificagdo utilizando os Loop primers (LpB e LpF). As

Primer |

posicdes destes iniciadores sdo entre as regides de B1 e B2 ou F1 e F2 da
estrutura semelhante a um haltere, fornecendo um nimero aumentado de
pontos de partida para a sintese de DNA, em que observa-se um produto
amplificado contendo seis loops. No método LAMP original, quatro desses
loops ndo seriam usados, mas através do uso de Loop primers, todos 0s
loops de fita simples podem ser usados como pontos de partida para a
sintese de DNA (Eiken Chemical Co., Ltd.).

Diversos trabalhos tém utilizado a técnica de LAMP na deteccdo de DNA de Leishmania
em amostras de humanos, cées e vetores. Dentre eles, alguns utilizaram iniciadores na reagéo
capazes de amplificar amostras com diferentes espécies de Leishmania simultaneamente, ou

seja, diagnostico de Leishmania spp. (Adams et al. 2010; Nzelu et al. 2014; Sriworarat et al.

26



2015; Abbasi et al. 2016; Nzelu et al. 2016; Imai et al. 2017; Verma et al. 2017; Tiwananthagorn
et al. 2017; Adams et al. 2018; Mukhtar et al. 2018) e em outros trabalhos, os iniciadores
utilizados na reacdo sao especie-especificos. Dentre eles, especificos para L. donovani (Takagi
et al. 2009; Khan et al. 2012; Verma et al. 2013; Kothalawala & Karunaweera 2016) e L.
infantum (Chaouch et al. 2013; Ghasemian et al. 2014; Gao et al. 2015). Verma et al. (2017)
desenvolveram uma técnica de LAMP utilizando trés pares de iniciadores que tiveram como
alvo a regido do KDNA de L. donovani para deteccdo da infeccdo em amostras de pacientes
com LV, PKDL e LC. A técnica foi capaz de amplificar amostras das espécies L. donovani, L.
tropica e L. major, com alta sensibilidade na deteccdo de L. donovani (1fg de DNA).
Apresentou sensibilidade de 100% em amostras de pacientes com LV; 97% em pacientes com
PKDL e 80% em pacientes com LC, com especificidade de 100%, quando comparado as
amostras controles.

Quando comparada a PCR, a técnica de LAMP é mais rapida e com menor custo,
oferecendo uma sensibilidade melhorada e uma maior tolerancia aos inibidores presentes em
varias amostras clinicas (Mori & Notomi 2009; Kaneko et al. 2007). Assim, tem sido
demonstrado que a LAMP é uma técnica molecular promissora para o diagnostico especifico
de infeccBes por Leishmania. A maioria desses trabalhos utilizou como alvo para desenho dos
iniciadores, as regides do minicirculo do KDNA ou do gene 18S do RNAr de Leishmania. Até
onde sabemos, ndo existe ainda trabalho utilizando a reacdo de LAMP especifica para a espécie
L. amazonensis.

A PCR em tempo real (QPCR) é também uma alternativa para diagndstico molecular
especifico de Leishmania. Weirather et al. (2011) testaram varios conjuntos de iniciadores para
identificar diversas espécies do parasito. Estas foram, L. infantum, L. donovani, L. braziliensis,
L. major, L. tropica, L. mexicana e L. amazonensis. Para observar essa diferenciacdo de
espécies, se basearam nas curvas de melting. Para L. amazonensis, por exemplo, o primeiro
conjunto de iniciadores utilizados, ndo foi capaz de diferenciar L. amazonensis das espécies do
complexo L. donovani, sendo necessario a utilizacdo de um segundo conjunto, ambos da regido
do minicirculo do KDNA, para a confirmacéo e validacdo do resultado. Apesar das vantagens
da técnica de gPCR, esta necessita de reagentes e equipamentos com alto custo, além de
laboratdrio com capacidade técnica para sua realizacdo e correta analise dos resultados.

Os métodos de diagndstico imunoldgicos sdo empregados para detecgdo de resposta
imune celular ou humoral, sendo a resposta celular mais adequada para LT e a humoral para
LV. O método para deteccdo de resposta celular utilizado para diagndstico da LT € o teste

intradérmico ou intradermorreacdo de Montenegro, baseado na hipersensibilidade tardia. Os
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métodos soroldgicos sdo utilizados para deteccdo de resposta humoral, principalmente, no
diagndstico da LV, devido aos altos niveis de anticorpos nos pacientes com essa forma da
doenca (Burns et al. 1993).

Os métodos sorologicos tém vantagens significativas para o diagnostico das
leishmanioses, pois permitem a deteccdo precoce da infecgdo antes do aparecimento dos
sintomas, ndo sdo invasivos e sdo facilmente automatizados, permitindo a analise simultanea
de um grande nimero de amostras (Souza et al. 2013; Mendes et al. 2013). Os mais utilizados
sdo: enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e o teste imunocromatografico. Sendo o ultimo método, preconizado pelo Ministério da
Saude no Programa de Controle da Leishmaniose Visceral para triagem de cées (DPP-LVC®)
e 0 ELISA como confirmatorio (EIE-LVC®).

O ELISA ¢é uma ferramenta importante no diagndstico das leishmanioses em
comparagdo com os métodos utilizados para revelar diretamente parasitos em esfregacos de
tecido, que sdo invasivos, necessitam de conhecimentos consideraveis e sdo inadequados para
uso em vigilancia epidemioldgica (Pereira et al. 2012; Kumar et al. 2012). E considerado um
método com boa sensibilidade e de especificidade dependente do antigeno utilizado e, embora
varios antigenos venham sendo testados (Soto et al. 1996; Sundar & Rai 2002; Singh &
Sivakumar 2003), o antigeno total, derivado do lisado de promastigotas de Leishmania spp., €
0 mais usado, e a ocorréncia de resultados falso-positivos pode ser recorrente (Romero et al.
2005; Cataldo et al. 2010; Souza et al. 2013). Varias proteinas recombinantes estdo sendo
testadas para o diagnostico da LV utilizando o ELISA. O antigeno recombinante K39, é usado
para a realizacdo da técnica, apresentando um menor numero de reacfes cruzadas, quando
comparado a utilizacdo do antigeno bruto (Carvalho et al. 2003).

Para a LT, apesar dos baixos niveis de anticorpos, estudos utilizando proteinas
recombinantes tem demonstrado uma maior sensibilidade desse método quando comparado aos
métodos parasitoldgicos (Weigle et al. 1987; Goto et al. 2010; Souza et al. 2013). Menezes-
Souza et al. (2014) utilizaram a proteina HSP83.1 recombinante da espécie L. braziliensis, e
também trés peptideos selecionados apdés o mapeamento de epitopos de células B para
diagndstico por ELISA de amostras de pacientes com LT e LV e cdes com LV. A técnica
apresentou baixo niamero de falsos positivos, quando comparado ao uso de antigeno bruto de
L. braziliensis ou ao kit EIE-LVC®, além de alta sensibilidade e especificidade. Estudo
semelhante foi realizado utilizando a proteina catepsina L-like (CatL) de L. braziliensis. CatL
recombinante, mostrou O6timos resultados no imunodiagnostico de LT, com 95,7% de

especificidade e 96,9% de sensibilidade, utilizando 65 amostras de pacientes (45 com a forma
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cutanea e 20 com a forma mucocuténea), porém sem identificacdo da espécie causadora da
infeccdo (Menezes-Souza et al. 2015).

Uma inovacgdo na técnica de ELISA vem sendo testada pelo nosso grupo de pesquisa
com o uso de antigenos recombinantes e revelacdo por quimioluminescéncia, utilizando o
luminol como substrato. Como vantagens, a realizacdo e obtencdo dos resultados foi mais
rapida e com performance superior quando comparada ao ELISA convencional. Por exemplo,
para diagnostico da LT utilizando como antigeno a proteina recombinante C9 em ELISA
convencional a sensibilidade e especificidade observada foi 64,7% e 72%, respectivamente, e
quando revelado de forma quimioluminescente (ELISA-CLIA) obteve-se aumento da
sensibilidade para 92% e da especificidade para 83% (Leite 2019).

Nenhum dos métodos de deteccdo de resposta imune até 0 momento séo especificos
para uma unica espécie de Leishmania que esteja envolvida na infec¢éo, e a maioria deles, tem
reacdo cruzada com outros protozoarios, como o T. cruzi, por exemplo. No entanto, foi
demonstrado que em infecgdes por T. cruzi, foi possivel selecionar peptideos especificos para
cada cepa utilizada no estudo: Colombiana (Tcl); CL Brener (TcVI) e Y-(Tcll), sendo
potenciais alvos para sorotipagem de infec¢des por T. cruzi (Mendes et al. 2013), sugerindo que

um diagnostico soroldgico espécie-especifico é possivel.

1.5. Imunoprotedmica

Avancos em imunoprotedmica como eletroforese em gel bidimensional (2-DE),
espectrometria de massa, predicdo de epitopos de células B e sintese de peptideos permitiram
aos pesquisadores descobrir novos biomarcadores para o diagnostico de doencgas. Tem sido
demonstrado que uma abordagem imunoprotebmica pode ser muito eficiente na
identificacdo de antigenos e assim, promissora para contribuir com a melhoria nos métodos
de diagnostico soroldgico das leishmanioses.

Dea-Ayuela et al. (2006) realizaram estudo utilizando 2-DE de extrato de
promastigotas de L. infantum, seguido de Western Blot com soro de coelhos imunizados e
analise por EM, e identificaram varias proteinas antigénicas relevantes. Numa abordagem
semelhante, foram identificados varios antigenos de L. donovani utilizando soros e parasitos
isolados de pacientes indianos permitindo concluir que a abordagem proteoma-sorologia
produz uma compreensiva e altamente resolvida representacdo da antigenicidade de L.

donovani e da especificidade da resposta imune anti-leishmania em pacientes com LV
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(Forgber et al. 2006). Recentemente, foi realizada uma triagem de varias proteinas da
membrana de Leishmania reativas a urina como potenciais candidatos a biomarcadores da
LV (Ejazi et al. 2018).

Nosso grupo de pesquisa vem utilizando a imunoprotedmica com sucesso. Inicialmente
identificamos novos antigenos para diagndstico e vacina da leishmaniose viceral canina (LVC)
(Costa et al. 2011). Este estudo teve desdobramentos que culminaram com a identificacdo de
peptideos (Faria et al. 2011) e de proteinas multiepitopos (Faria et al. 2015) que permitem um
diagnostico precoce e eficiente da LVVC, sendo até comparével a diagnostico por gPCR (Faria
et al. 2017). Além disso, considerando que os cédes eventualmente, sdo hospedeiros de L.
braziliensis e L. amazonensis, realizamos imunoprotedmica e rastreio por bioinformatica para
pesquisar proteinas dessas espécies que fossem reativas a soros caninos e também secretadas
pelo parasito. Assim, podem ser desenvolvidos métodos para a detecgdo de antigenos, isto
poderia ser Gtil como uma abordagem para o diagnostico de qualquer infeccdo por espécies de
Leishmania e utilizando diferentes amostras de fluidos corporais (Lima et al. 2016). Mais
recentemente, tendo como foco o diagndstico da LT em humanos, realizamos a identificacéo
de proteinas antigénicas frente a soros humanos e que séo também diferencialmente expressas
entre as espécies de Leishmania mais frequentes no Brasil: Leishmania amazonensis, L.
braziliensis e L. infantum (Lima et al. 2017). No entanto, nenhum destes antigenos sao
candidatos para um diagnostico espécie-especifico, permanecendo em aberto essa lacuna.

Pelo exposto, destacamos que no Brasil, areas de sobreposicéo entre diferentes formas
clinicas e agentes etiologicos das leishmanioses séo frequentes, tornando bastante provavel a
possibilidade de infeccbes mistas e também de equivoco no diagndstico, podendo influenciar
no controle e tratamento. Os métodos de diagndsticos utilizados na rotina atualmente, ndo sao
capazes de fazer essa diferenciacdo das espécies envolvidas, o que seria de grande valia, visto
a importancia da espécie L. amazonensis. Com isso, estudos que visem aprimorar 0os métodos
de diagndstico para que sejam mais especificos tornam-se necessarios, sendo de grande

importancia na epidemiologia e controle da doenca.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver métodos de diagnostico especifico para infeccGes por L. amazonensis utilizando

técnicas moleculares e sorologicas.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar e avaliar a especificidade e sensibilidade analitica da técnica de LAMP para
diagnostico especifico de infec¢fes por L. amazonensis utilizando amostras de diferentes

espécies de protozoarios;

e Comparar a LAMP com outras tecnicas moleculares (PCR e gPCR) utilizando amostras
clinicas de pele de animais experimentalmente infectados com L. amazonensis e L.

infantum;

e Determinar o perfil imunoprotebmico de L. amazonensis frente a soros de hamsters

experimentalmente infectados com L. amazonensis e L. infantum;

e Selecionar e identificar proteinas de L. amazonensis reativas exclusivamente aos soros de

hamsters experimentalmente infectados com a mesma;

e Padronizar um teste de ELISA com proteina recombinante identificada.
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3 Materiais e métodos

3.1 Amostras bioldgicas

a) Pele e soro — Foram utilizadas amostras bioldgicas (pele e soro) de trabalho anterior (Celeste
et al. 2017) cujo projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUAJUFMG) em 20/08/2013 com protocolo n°® 129/2013 (anexo). No referido trabalho,
hamsters da espécie Mesocricetus auratus do mesmo sexo e idade, foram divididos em grupos
de acordo com a via de inoculacdo, a espécie de parasito inoculada e o tipo de infeccdo, se com
uma espécie ou duas. Todos foram infectados com 107 promastigotas/animal e duas vias de
inoculagdo foram utilizadas para cada tipo de infec¢do, a subcutanea e a intraperitoneal. A
tabela 1 mostra a composicao dos grupos experimentais. Os animais foram experimentalmente
infectados com as cepas IFLA/BR/1967/PH8 de L. amazonensis e MCAN/BR/2002/BH401 de
L. infantum. No presente trabalho, foram utilizadas amostras obtidas aos 90 d.a.i. (dias apos a
infeccdo) que estavam estocadas em freezer -80°C.

Tabela 1: Composicdo dos grupos experimentais de acordo com via e local da inoculacdo e espécie utilizada.

GRUPO VIA/LOCAL INOCULO

1 (n=9) Subcuténea / pata traseira esquerda L. infantum

2 (n=9) Subcuténea / pata traseira direita L. amazonensis

3 (n=9) Subcuténea / pata traseira esquerda L. infantum
pata traseira direita L. amazonensis

4 (n=9) Intraperitoneal L. infantum

5 (n=9) Intraperitoneal L. amazonensis

6 (n=9) Intraperitoneal L. infantum +

L. amazonensis

7 (n=6) Subcutanea/ Intraperitoneal Salina

b) Parasitos — Amostras de cultura de L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV), L. major
(MHOM/IL/1980/FRIEDLIN), L. mexicana (MHOM/BZ/1982/BEL21), L. donovani
(MHOM/ET/1967/HU3) e L. guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147) foram obtidas da Colecao

de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), estas estavam em meio bifasico, NNN
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(Novy, McNeal e Nicolle) com Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apos
repiques sucessivos, quando as culturas apresentaram aproximadamente 107 parasitos/ml, estas
foram centrifugadas a 2000g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 3
vezes com PBS (Tampdo Salina Fosfato) estéril. Apds as lavagens o pellet foi congelado em
freezer -80°C para posterior extracdo de DNA. Amostra de cultura de Trypanosoma cruzi (clone
CL Brener) foi obtida do Laboratério de Biologia do T. cruzi e Doenca de Chagas, ICB, UFMG.
Esta amostra estava em meio LIT, foram realizadas as centrifugacdes e lavagens como citado
anteriormente, e os pellets acondicionados a -80°C. Todas as amostras de cultura foram obtidas

para a realizacdo da padronizacdo da técnica de LAMP, para testar a especificidade da reacdo.

c) DNA - Amostras de DNA de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. infantum
(MCAN/BR/2002/BH401) e L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram obtidas do
Laboratorio de Leishmanioses, ICB, UFMG. Amostras de DNA de outros protozoarios foram
utilizadas: Babesia canis, gentilmente cedidas pela professora Dra. Julia Silveira do Laboratdrio
de Protozoologia Veterinaria, ICB/UFMG e Toxoplasma gondii (cepa D8) gentilmente cedidas
pelo professor Dr. Ricardo Victor do Laboratorio de Toxoplasmose, ICB/UFMG. Alem disso,
foram utilizadas quatro cepas de L. amazonensis isoladas de diferentes hospedeiros:
MHOM/BR/1987/BA276 e MHOM/BR/75/Josefa, provenientes de pacientes com a forma
difusa e cutanea, respectivamente, MCAN/BR/2012/GV01 e MCAN/BR/2012/GV02 de cées
com a forma clinica visceral, todas gentilmente cedidas pelo Dr. Rodrigo Soares do Instituto
René Rachou (Fiocruz Minas). Estas amostras de DNA também foram obtidas para o teste de
especificidade na padronizacdo da reacdo de LAMP. A tabela 2 mostra a relacdo das amostras

de cultura e de DNA utilizadas.

A extracdo de DNA das amostras de pele coletadas dos hamsters e das amostras de
cultura das diferentes espécies de Leishmania e T. cruzi foi realizada utilizando o Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em todas
as amostras, foi realizada a quantificacdo do DNA utilizando o espectrofotometro Multiskan
GO (Thermo Scientific) e realizada eletroforese em gel de agarose (0,8%) com brometo de

etideo (1,0ug/uL) para observar a integridade das mesmas.
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Tabela 2: Relacdo das amostras de cultura e DNA utilizadas para a padronizacdo da técnica de

indicando a espécie do parasito, procedéncia e tipo de amostra.

LAMP,

Espécie Procedéncia Tipo de amostra

L. infantum (LPC-RPV)

L. major (FRIEDLIN) Cultura

L. mexicana (BEL21)

L. donovani (HU3) CLIOC (FIOCRUZ)

L. guyanensis (M4147)

L. amazonensis (PH8) DNA

L. infantum (BH401) Laboratorio de

L. braziliensis (M2903) Leishmanioses (UFMG)

T. cruzi (clone CL Brener) Laboratorio de Biologia do Cultura
T. cruzi (UFMG)

B. canis Laboratorio de Protozoologia DNA
Veterinaria (UFMG)

T. gondii (D8) Laboratorio de Toxoplasmose
(UFMG)

L. amazonensis

(BA276, Josefa, IRR (Fiocruz Minas) DNA

GV01 e GV02)
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3.2 Amplificacéo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP)

a) Desenho dos iniciadores — Para o desenho dos conjuntos de iniciadores foram utilizadas
como alvo duas regides do DNA de L. amazonensis: regido do minicirculo do kDNA (GenBank:
U19810.1) e regido do gene 18S do RNAr (GenBank: KF302746.1). As sequéncias foram
submetidas ao software LAMP Designer 1.13 (PREMIER Biosoft International).

b) Padronizagdo da reacdo de LAMP — De maneira geral, cada reacdo continha: tampéo de
Reacdo ThermoPol 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.8, 10 mM de KCI, 10 mM de (NH4)2S04,
5mM de MgSO4, 0,1% de Triton X-100), 1,5 mM de cada dNTP, 40 pmol/uL de cada iniciador
interno (FIP e BIP), 5 pmol/uL de cada iniciador externo (F3 e B3), 20 pmol/uL de LpF e LpB
(Loop primers), 0,8 M de Betaina, 8 U da enzima Bst DNA polimerase (New England Biolabs)
e 1 uL de DNA (concentracGes variadas para cada experimento), em um volume final de 20 uL.
Controle negativo sem DNA, controle positivo (DNA de L. amazonensis) e DNA de hamster
ndo infectado foram utilizados em todos o0s experimentos. As reacdes foram incubadas por 40
minutos com diferentes temperaturas testadas: 65°C, 67°C e 68°C e por 10 minutos a 80°C.

Para a observacdo dos resultados foram utilizados dois métodos. Primeiro realizou-se
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, seguido da coloracédo pela prata rapida: 1- solucao
fixadora (etanol P.A., acido acético glacial e agua destilada) por no minimo 3 minutos; 2-
acrescentou-se solucéo de nitrato de prata a 10% por 3 minutos; 3- a solucdo de nitrato de prata
foi descartada e o gel lavado com agua destilada; 4- solucéo reveladora (hidroxido de sodio e
agua destilada) com formaldeido acrescentado no momento do uso até o aparecimento das
bandas. Durante o processo de coloracéo o gel estava em agitacdo constante. Apos a coloracdo,
a solucdo reveladora foi descartada e o gel colocado novamente em solucéo fixadora. Os géis
foram escaneados utilizando o programa LabScan™.

O segundo método foi por deteccdo colorimétrica, em que foram utilizados trés
diferentes corantes: verde malaquita (0,004% e 0,008%) e azul de hidroxinaftol (120uM),
testados antes e depois da amplificacdo e SYBR® Safe (1:100, 1:20 e 1:10) adicionado apos a
amplificacdo. O equipamento utilizado para a captura da fluorescéncia foi o Image Quant™
LAS 500 (GE Healthcare, Madison, WI, USA). Em paralelo foram realizados testes sem

corante.

c) Avaliacdo da reacdo de LAMP — Para testar a especificidade analitica, foram realizadas
reacOes utilizando amostras de DNA (10ng) das espécies L. amazonensis, L. infantum (cepas

BH401 e LPC-RPV), L. braziliensis, L. major, L. mexicana, L. donovani e L. guyanensis e
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também de T. cruzi, B. canis e T. gondii. Para o teste de sensibilidade analitica, foram utilizadas
diferentes diluicbes do DNA de L. amazonensis (10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg e 100fg) e cada
uma dessas dilui¢Ges foi misturada com 10ng de DNA genémico de hamster ndo infectado.
Apds avaliar a especificidade e sensibilidade da reacdo, foram utilizadas amostras de
DNA de pele dos hamsters experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. infantum e
coinfeccdo, vias intraperitoneal e subcuténea, aos 90 d.a.i. Neste experimento, além de controles
negativos (sem DNA e DNA de hamster ndo infectado) utilizou-se controles L. amazonensis e

de L. infantum.

3.3 PCR em tempo real (QPCR)

Para quantificar a carga parasitaria na pele dos hamsters infectados com L. amazonensis
aos 90 d.a.i., foram utilizados iniciadores (Bretagne et al. 2001) que amplificam um fragmento
de 90 pares de bases (pb) do gene de copia Unica da DNA polimerase de Leishmania (GenBank:
AF009147): forward: 5-TGTCGCTTGCAGACCAGATG-3' e reverse: 5'-
GCATCGCAGGTGTGAGCAC-3'. Para a construgdo da curva padrdo, foram realizadas
diluicBes seriadas (fator 10) de 108-10? copias do gene-alvo. A reagdo com volume final de 10
uL é composta por 1,25 pmol de cada iniciador, SYBR GREEN reaction master mix1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e 1 uL (50ng) de DNA. As condicdes foram as seguintes:
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 min. Para a quantificacdo da carga parasitaria,
os valores de CT (ciclo limiar de quantificacdo) obtidos para cada amostra foram comparados
com 0s obtidos para a curva padréo correspondente (Bruna-Romero et al. 2001). As reac6es
foram processadas e analisadas utilizando o programa Step One Sequence Detection System
(SDS;Applied Biosystems).

3.4 Imunoprotedmica

3.4.1 Extrato proteico

Formas promastigotas de L. amazonensis (cepa PH8) foram cultivadas e mantidas em
meio LIT, suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiético, em estufa B.O.D a 26°C.
Foram realizados repasses sucessivos para o crescimento das culturas e obtidos no minimo trés

cultivos independentes e simultaneos na fase exponencial de crescimento. As culturas foram
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lavadas trés vezes com meio de cultura RPMI sem soro fetal, por meio de centrifugacées a
2000g, por 10 minutos, e os pellets acondicionados em freezer -80°C.

A extracdo de proteinas foi realizada ressuspendendo os parasitos em tampao de lise (8
M uréia, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 65mM dithiothreitol (DTT), 40 mM Tris base) e 1% de
“MIX” de inibidor de protease (GE Healhtcare, San Francisco, CA). Em seguida, as amostras
foram incubadas por 1-2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo. Apos esse periodo, as
amostras passaram por um processo de lise mecanica utilizando uma agulha 26G e o conteudo
foi, ent&o, centrifugado por 30 minutos a 10000g e o sobrenadante aliquotado e acondicionado
em freezer -80°C. As proteinas foram dosadas utilizando o 2D-Quant kit (GE Healthcare) de
acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras proteicas foram aplicadas em SDS-PAGE

12% para confirmacdo da quantificacdo e integridade das mesmas.

3.4.2 Eletroforese bi-dimensional (2-DE)

As amostras proteicas foram diluidas em tampéo IEF (8M Uréia, 2M Tiouréia, 4%
CHAPS, 0,0025% Azul de Bromofenol), 150ug de proteinas foram imobilizadas nas strips de
7cm e 800pg nas strips de 18cm, contendo 1 % de IPG buffer (Immobiline™ DryStrip, pH 4—
7, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Apods hidratacdo passiva, a focalizacdo isoelétrica se deu
com 0s seguintes parametros: passo 1 - 500V por 6h; passo 2 - 1000V por 1h e 30min; passo 3
— 8000V por 2h; passo 4 —8000V, até acumular 40000Vh (para strips de 7 cm) ou 64000Vh
(para strips de 18cm); passo 5 — 500V por 1 h; passo 6 — 500V (hold). Apés a focalizacéo
isoelétrica, as strips foram equilibradas com Tampao de Equilibrio (50 mM de Tris 1,5M pH
8,8, 6M Uréia, 30% Glicerol, 2% SDS, 0,001% Azul de Bromofenol) contendo 10mg/mL de
DTT (Ditiotreitol) por 15 minutos sob leve agitacdo. E posteriormente, com Tampédo de
Equilibrio contendo 25mg/mL de IAA (lodoacetamida) nas mesmas condicdes. As strips foram
entdo transferidas para SDS-PAGE 12% para eletroforese nas seguintes voltagens: 70 volts por
15 minutos e 100 volts até o fim da corrida.

As imagens dos geis corados pelo Coomassie brillhant blue G-250 (Neuhoff 1988) foram
digitalizadas utilizando ImageScanner (AmershamBiosciences) e analisadas através do

programa Image Master 2D Platinum 5.0 (GE Healthcare).

3.4.3 Western blot

Para selecionar os spots antigénicos, utilizamos a técnica de western blot (WB) em duas

situacOes distintas. Primeiramente, foi realizada a padronizacdo do WB para definir as melhores
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condi¢des e diluices dos anticorpos primarios e secundarios. Para isso, foram utilizados 40ug
do extrato proteico de L. amazonensis por canaleta, separados através de SDS-PAGE 12%,
seguida de transferéncia para membrana de nitrocelulose (0,45um) e incubada com uma solugéo
de bloqueio (5% de leite desnatado em PBS/Tween 0,01%) overnight (aproximadamente 18h).
A membrana foi cortada em tiras, individualizando cada canaleta, e essas foram incubadas com
anticorpo primario, que foram pools de soros de hamsters experimentalmente infectados com
L. amazonensis, L. infantum e controle ndo infectado, todos testados nas seguintes diluigdes:
1:50, 1:100 e 1:200, em solucéo de blogueio por 1h. Foram realizadas 3 lavagens por 10 minutos
com PBS/Tween 0,05%. O anticorpo secundario utilizado foi anti-1gG de hamster marcado com
peroxidase (Santa Cruz Biotechnology), testado nas dilui¢es 1:1000, 1:2000 e 1:2500, também
em solucéo de bloqueio por 1h. As lavagens foram realizadas nas mesmas condic6es anteriores.
A revelacdo foi feita por metodo colorimétrico utilizando DAB (diaminobenzidina), o-4-
cloronaftol e peroxido de hidrogénio durante cinco minutos e posterior lavagem com agua
destilada.

Apos a padronizacdo do WB, a selecdo das proteinas antigénicas foi realizada a partir
de fracionamento do extrato proteico de L. amazonensis por eletroforese bi-dimensional 2-DE
como descrito no item 4.4.2 e realizacdo do WB como descrito anteriormente. As membranas
foram digitalizadas utilizando o ImageScanner (Amersham Biosciences) e as imagens
analisadas por meio do programa Image Master 2D Platinum 5.0 (GE Healthcare).

Foram realizados trés experimentos independentes, cada um deles utilizando 4 géis 2-
DE com strips de 7cm. Destes, um foi corado com Coomassie brillhant blue G-250 (Neuhoff
1988) e os outros transferidos para a membrana de nitrocelulose para a realizagdo do WB.
Quando o coeficiente de correlacdo entre as imagens das membranas foi > 0,8 os experimentos
foram considerados com boa repetibilidade, dai foram entdo realizados 0s mesmos

experimentos utilizando strips de 18cm.

3.4.4 Selecdo e identificacdo das proteinas antigénicas

Imagens dos geis do extrato proteico de L. amazonensis e das membranas de WB com
os diferentes soros, foram sobrepostas para selecionar spots reativos exclusivamente a espécie
L. amazonensis frente aos soros de animais com infeccdo homdloga. Excluindo, portanto,
aqueles reativos a infeccdo por L. infantum e/ou ao grupo néo infectado.

Esses spots de interesse foram retirados do gel (18cm) manualmente e colocados

individualmente em tubos de 1,5ml. Foram lavados trés vezes por 15 minutos cada com 400l
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de bicarbonato de amonio a 25mM e 50% v/v de acetonitrila para descoloragdo. A solucéo
descorante foi retirada e os fragmentos de géis desidratados com solucdo de acetonitrila por
5min e apds os fragmentos secarem, os mesmos foram reidratados com 10ul de tripsina
(Promega), 20 ng/ul em 25mM de bicarbonato de aménio por 16h & 37°C para a digestao das
proteinas. A solucdo de tripsina contendo os peptideos extraidos foi retirada, armazenada em
tubos de 0,6ml e os fragmentos dos géis lavados duas vezes por 15 minutos com 30ul de 50%
acetonitrila/5% acido férmico. Em seguida, o volume da solucdo com os peptideos foi reduzido
em SpeedVac a um volume de aproximadamente 10ul. Por fim, as solu¢bes concentradas de
cada um dos spots foram dessalinizadas utilizando coluna C18 de troca reversa Zip-Tip® (C18
resina; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA), os peptideos foram eluidos da coluna com
solucdo de acetonitrila 50% /acido trifluoracético 0,1% e congelados a -20°C até o uso.

As amostras foram misturadas a matriz [LO0mg/mL de R-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(Aldrich, Milwaukee, WI) em acetonitrila 50%/acido trifluoracético 0,1%] e aplicadas na placa
MTP AnchorChip™ 600/384 (Bruker Daltonics) para analise no MALDI/ToF-ToF (Bruker,
AUTOFLEX, 3.0). Ambos MS e MS/MS adquiridos com o laser neodymium-doped yttrium
aluminum garnet (Nd:YAG) com 200-Hz. Os espectros foram editados usando os programas
FlexAnalysis e Biotools. A busca foi realizada atravées do programa MASCOT
(http//:www.matrixscience.com), usando o banco de dados do UniProtKB/Swiss-Prot. Os
parametros de busca foram: tolerdncia de desvio de massa molecular entre 100-200ppm,
carbamidometilacdo, maximo de um sitio triptico de corte nédo clivado e oxidacdo da metionina.

Apenas proteinas com valores de score P < 0,05 foram consideradas.

4.5 Producao da proteina recombinante

Umas das proteinas identificadas, coincidentemente ja tinha sido anteriormente
produzida no Laboratério de Leishmanioses (UFMG) pela técnica do DNA recombinante.
Brevemente, foi adquirido comercialmente o gene sintético correspondente a proteina inserido
no vetor pET28a-TEV. A construcdo pET28a-TEV/gene foi entdo transformada na bactéria
Escherichia coli BL21 (DE3) e em seguida foi realizada a expressdo proteica. Ao meio de
cultura foi adicionada kanamicina (50 pug/mL), além do pré-indculo plasmidial (1 col6nia em
25 mL de meio). Todo esse inoculo foi mantido sob agitacdo a 37°C até que a densidade Optica
em 600nm atingisse o valor de 0,4. Neste momento, realizou-se a inducao da expressao proteica

com isopropil-tiogalactosideo (IPTG) 1M e monitorou-se a cultura por 4 horas. Apés lise
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celular através de sonicacdo (4 ciclos a 40W de 20s, alternados com 20s no gelo) com
consequente liberagdo de todo o contetdo proteico bacteriano, a proteina recombinante foi
purificada em cromatdgrafo de alta pressdo, utilizando colunas de afinidade (troca ibnica com
niquel imobilizado nas colunas). Nesse processo, somente sdo ligadas e eluidas da coluna as
moléculas que possuem cauda de histidina, estrutura que foi adicionada as proteinas
recombinantes através do vetor pET28a-TEV. O antigeno purificado foi entdo dialisado em

membrana para eliminacdo da uréia, com posterior liofilizacéo.

4.6 ELISA

Para a realizacdo do ELISA com a proteina recombinante, uma placa de 96 pogos
(Eppendorf®) foi sensibilizada com a proteina diluida em tampéo bicarbonato pH 9,6 [Na2CO3
1,5g; NaHCO3 2,9g; H20 gsp 1L] na concentracéo de 0,5 ug/poco. A sensibilizacdo ocorreu
por 16-18 horas, a 4° C. No dia seguinte foi realizado o blogueio da placa com solucéo de PBS
com 5% de leite em po6 desnatado e 0,5% de Tween 20, por 1 hora a 37°C. A placa entéo foi
incubada com pools de soros de hamsters infectados por L. amazonensis (n=9), L. infantum
(n=9), coinfeccdo (n=9) com essas duas espécies e ndo infectados (n=9), em diluicdo 1:50. A
ligacdo dos anticorpos foi detectada usando anti-lgG de hamster marcado com peroxidase
(Abcam) em diluicdo 1:2000. Soros e conjugados foram diluidos em PBS com 0,5% de leite
em pé desnatado e 0,5% de Tween 20, com incubacdo por 45 minutos, a 37° C. As lavagens,
apos cada etapa de incubacdo, foram realizadas 3 vezes com solucéo de lavagem (PBS e 0,05%
de Tween 20) e as placas secas por inversao em papel absorvente. Posteriormente a adicdo de
solucdo cromdgena, obtida pela solubilizagdo de 2mg de OPD em 10mL de tampdo citrato-
fosfato e 4L de perdxido de hidrogénio, foi realizada a incubacdo das placas por 30 minutos,
no escuro, fazendo-se a interrup¢édo da reacdo com o acréscimo de solugéo de acido sulfarico a
4N. Em seguida, foi feita a leitura em espectrofotometro em 492nm (MultiskanGo™

ThermoScientific).
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4 Resultados

4.1 Amplificacéo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP)

a) Iniciadores — Foram desenhados dois conjuntos de iniciadores, um utilizando como alvo a
regido do minicirculo do KDNA e o outro a regido do gene 18S do RNAr, ambos de L.
amazonensis. Os iniciadores da regido do kDNA foram denominados “Lak” ¢ os da regido 18S,
“Lal8”. A tabela 3 mostra a sequéncia dos iniciadores testados na padronizacdo do LAMP.
Todos os iniciadores foram confeccionados pela empresa SIGMA® e foram feitas as dilui¢es
necessarias para cada par, sendo 40 pmol/uL de cada iniciador interno (FIP e BIP), 5 pmol/uL

de cada primer externo (F3 e B3) e 20 pmol/uL de LpF e LpB (Loop primers).

Tabela 3: Alvo e sequéncia dos iniciadores utilizados para padronizacédo da técnica de LAMP especifica para L. amazonensis.

Alvo Iniciador Sequéncia
LaKF3 GCTGTGTTTATTTGTGTGGG
LaKB3 CCGCCCCTATTTTACACC

LaKFIP (F1c+F2)  AAAGTTTGGGCCGGGACCGGTGGTATGGTGTTACAGAG
Minicirculo | JkBIP (B1c+B2)  CGTTCTGCGGATTCGGGAAGAGCCGGAATTCTCCAAA

kDNA
LaKLpF TCCCACCAATTTCCACCAAA
LaKLpB GAAACCCCGGTTCATAATTTGG
Lal18F3 CATGGGATAACAAAGGAGCA
Lal8B3 TCTTGGTGCGGTCTAAGA

Lal8FIP (F1c+tF2)  ACCGAACCGAAGTTGCGATGGTCTATTGGAGATTATGGAGC
185 RNAr Lal8BIP (Blc+B2) TTTAGTGCGTCCGGTGCGCATTCCTAGAGGCCGTGA

Lal8LpF GGAAAGCACTTGTCGCAC
Lal8LpB GCCGTAACGCCTTTTCAAC

b) Padronizacdo da reacdo de LAMP — As reacdes foram testadas para ambos 0s conjuntos
de iniciadores, com as diferentes temperaturas (65°C, 67°C e 68°C) durante 40 minutos. Nos
testes iniciais para padronizacdo do conjunto de iniciadores especificos para L. amazonensis,
foram utilizados controles positivos (DNA de L. amazonensis e L. infantum), controle negativo

sem DNA e DNA de hamster ndo infectado.
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Em todos os testes realizados, as rea¢cdes com o conjunto de iniciadores da regido 18S
RNAr, os denominados “Lal8”, amplificaram amostras de L. amazonensis, L. infantum e
hamster ndo infectado, sendo entdo descartados pela falta de especificidade dos mesmos.

Nas reaces utilizando o conjunto de iniciadores da regido do minicirculo do KDNA, os
denominados “Lak”, foram positivas somente amostras de L. amazonensis, a 67°C por 40
minutos. Esse conjunto de iniciadores foi o escolhido por sua especificidade para dar
continuidade a padronizacdo da técnica de LAMP. A figura 5 mostra os iniciadores
selecionados e a localizagdo de cada um na sequéncia do minicirculo do kDNA de L.

amazonensis utilizado como alvo.

LaKF3 - |[GCTGTGTTTATTTGTGTGGG)

LaKB3 — [CCGCCCCTATTTTACACC)

LaKFIP (Flc+F2) - |AAAGTTTGGGCCGGEACHEGTGGTATGGTGTTACAGAG]

LaKBIP (Blc+B2) - |[CGTTCTGCGGATTCGGGAAGAGCCGGAATTCTCCAAA

LaKLpF - |[TCCCACCAATTTCCACCAAR

LaKLpB - GARACCCCGGTTCATAATTTGG

>U19810.1 Leishmania amazonensis kinetoplast minicircle, partial
sequence, fragment LAMAZ

B

TTTTTGATTTAGTAGT TAATHGCTGTGTTTAT TTGT GTGCAUCGTGGTAT GGTGTTACAGA(i TTGGTGG|

!é%%TTGGTGGG?IAAA EGTCCCGGCCCAAACTT l CTGCCGTGGGGAGGGGLGTTCTGCGGATT CGGGAA

ARATGAGTGCSAAACCCCGGTTCATAATTTGCEGGGATITTGGAGAATTCCGGCTCZGAGGCTCGAAACTG

GGGGT IEEGT GTAAAATAGGGGCGE; TGCTCTGGATTATTNATTTTAAAATTAATTATTTTGTTAAAATAT

ATTTTGGTTAGGAATATGTTTTTATTGCTTCTGCATTTGTTAGATTGGCTGATGCTCTGTAGGTTGTTTG
TTTTAGGCTCTAGTGGTCTTTTGATTGCGTTCTTTTTCCTTACAATTTGTATTTATATTACATATATTAC
TTAGGGGTTATTTGTTTGGTATGAGGTAGGCTGTGTTATGCTCATGAGTTTGTGATATTGTTTAGATTTA
TAATGTTAGATCGGATTATATGTTCCTCGTTTACTATTTGTGATGTTTGTGCTAATTTGNAATNAATAGT
TGGGACGGTTGGACCGGTTGTTNTAAGGATTACATGNGT

Figura 5: Localizacdo dos seis iniciadores na sequéncia do minicirculo do kDNA de L. amazonensis
selecionados para a padronizagdo da reacdo de LAMP. A sequéncia de cada iniciador esta identificada

por uma cor.
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Foram testados trés diferentes corantes para deteccdo colorimétrica: verde malaquita,
azul de hidroxinaftol e SYBR® Safe. O corante verde malaquita foi testado nas concentragdes
0,004% e 0,008% e o corante azul de hidroxinaftol 120puM. N&o houve mudanca de cor da
reacdo quando os corantes foram adicionados antes ou depois da amplificacdo. No caso do
verde malaquita permaneceu transparente e com o azul de hidroxinaftol, a cor violeta, o que
indica amostras negativas. No gel de poliacrilamida também ndo foram observadas bandas,
porém, no teste sem corante realizado em paralelo houve amplificacdo das amostra de interesse
(L. amazonensis), indicando que estes corantes inibiram a reagdo. O corante SYBR® Safe foi
adicionado na reacdo ap6s a amplificacdo e testado nas dilui¢Ges: 1:100, 1:20 e 1:10. Em todas
as diluicbes observou-se amplificacdo da amostra de interesse com emissdo da fluorescéncia e
confirmacgdo em gel de poliacrilamida, no entanto, a melhor diluicdo observada foi 1:20. Sendo
entdo o SYBR® Safe o corante de escolha.

c) Avaliacdo da reacdo de LAMP — Apo0s a padronizagdo das melhores condigdes para a
reacdo, foram realizados testes de especificidade e sensibilidade analitica. Para testar a
especificidade, foram utilizadas amostras de DNA de diferentes espécies de Leishmania (L.
amazonensis, L. infantum, L. braziliensis, L. major, L. mexicana, L. donovani e L. guyanensis)
assim como de outros protozoarios (T. cruzi, B. canis e T. gondii) e de diferentes cepas de L.
amazonensis (BA276, Josefa, GV01 e GV02). A figura 6 mostra que a reacdo de LAMP
realizada com os iniciadores de escolha “Lak™ (mostrados na figura 5), foi especifica para L.
amazonensis quando comparada a outras espécies de Leishmania e de outros protozoarios e a
figura 7 mostra que a reacdo foi especifica para as diferentes cepas de L. amazonensis testadas,
com visualizacdo tanto em geis de poliacrilamida 6% corados por prata, quanto por detecgédo

colorimétrica utilizando SYBR® Safe com observacdo da fluorescéncia na amostra positiva.

Para o teste de sensibilidade da reacdo, diferentes diluicdes (10ng, 1ng, 100pg, 10pg,
1pg, 100fg) do DNA de L. amazonensis em mistura com 10ng do DNA de hamster nao
infectado foram utilizadas. O limite de deteccdo foi de até 10pg de DNA de L. amazonensis em
gel de poliacrilamida 6% e de 100pg por deteccdo colorimétrica, como representado na figura
8.
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Figura 6: Géis de poliacrilamida 6% corados por prata (A) e detec¢do colorimétrica utilizando SYBR® Safe
(B) com o teste de especificidade da reagdo de LAMP com amostras de diferentes espécies de protozoarios. 1
e 10 = padréo de peso molecular de 50 pares de bases; 2 = L. amazonensis; 3 = L. infantum (cepa BH401); 4 =
L. braziliensis; 5 = L. infantum (cepa LPC-RPV); 6 = L. major; 7 = L. mexicana; 8 = L. donovani; 9 = L.
guyanensis; 11 = B. canis; 12 = T. cruzi; 13 = T. gondii; 14 = controle negativo (DNA de hamster ndo

infectado); 15 = controle mix (sem DNA).
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Figura 7: Gel de poliacrilamida 6% corado por prata (A) e deteccdo
colorimétrica utilizando SYBR® Safe (B) com a reacdo de LAMP utilizando
diferentes cepas de L. amazonensis. 1= padrao de peso molecular de 1kb; 2=
IFLA/BR/1967/PHS; 3= MHOM/BR/1989/BA276; 4=
MHOM/BR/75/Josefe; 5= MCAN/BR/2012/GV01; 6=
MCAN/BR/2012/GV02; 7= controle negativo (DNA de hamster ndo

infectado); 8= controle mix (sem DNA).
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Figura 8: Gel de poliacrilamida 6% corado por prata (A) e deteccdo
colorimétrica utilizando SYBR® Safe (B) com o teste de sensibilidade da
reacdo de LAMP com diferentes dilui¢des do DNA de L. amazonensis em
mistura com DNA de hamster ndo infectado. Dilui¢des de 10ng até 100fg.
1=padréo de peso molecular de 50 pares de bases; 2= controle L. amazonensis;
3=10ng; 4= 1ng; 5= 100pg; 6= 10pg; 7= 1pg; 8= 100fy; 9= controle negativo
(DNA de hamster ndo infectado); 10= controle mix (sem DNA).

Ap0s testar a especificidade e sensibilidade, foram feitas reacdes utilizando amostras de
DNA de pele dos hamsters experimentalmente infectados com L. amazonensis (n=9), L.
infantum (n=9) e coinfeccdo (n=9). Foi realizada a PCR-RFLP das amostras acima em trabalho
anterior (Celeste et al. 2017), sendo que, das nove amostras de pele de hamsters infectados com
L. amazonensis, todas foram positivas na PCR convencional, e a espécie da infec¢do confirmada
por RFLP. Das amostras de hamsters infectados com L. infantum, quatro de nove foram
positivas na PCR, e confirmada na RFLP a infeccdo por essa espécie. No grupo de coinfecgéo,
todas as nove amostras foram positivas na PCR, e todas apresentando o perfil de L. amazonensis
na PCR-RFLP.

Com relag&o aos resultados da reacdo de LAMP utilizando as amostras de pele, oito de

nove amostras de hamsters infectados com L. amazonensis foram positivas; das nove amostras
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de pele com L. infantum, todas foram negativas; no grupo de animais coinfectados, das nove

amostras, oito foram positivas na LAMP.

Todos esses resultados obtidos confirmam que a reacdo de LAMP foi 100% especifica
para L. amazonensis dentre as espécies testadas, e a sensibilidade de 89% quando comparada a
PCR convencional. A tabela 4 mostra a relagdo de amostras positivas das diferentes infecgoes
utilizando PCR e LAMP, e identificacdo da espécie por PCR-RFLP. A figura 9, com géis de
poliacrilamida 6% representativos e deteccdo colorimétrica com SYBR® Safe, mostra os
resultados da LAMP de trés amostras de DNA de pele de animais infectados com L.
amazonensis, sendo uma delas (canaleta 4) negativa, uma amostra com L. infantum e uma de

coinfecgao.

Tabela 4: Relagdo das amostras positivas na PCR e LAMP e identificacdo da espécie por PCR-

RFLP nas amostras de pele de hamsters das diferentes infeccdes experimentais.

Reacdo para diagndstico

Espécie inoculada PCR PCR-RFLP LAMP
N % (espécie) N %
L. amazonensis (n=9) 9 100 L. amazonensis (n=9) 8 89
L. infantum (n=9) 4 444 L. infantum (n=4) 0 0
Coinfecgdo (n=9) 9 100 L. amazonensis (n=9) 8 89
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Figura 9: Géis de poliacrilamida 6% representativos (A) e detecgdo
colorimétrica utilizando SYBR® Safe (B) com amostras de pele de hamsters
experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. infantum e coinfeccéo.
1= padrdo de peso molecular de 50 pares de bases; 2= controle L. amazonensis;
3= controle L. infantum; 4 a 6 = pele L. amazonensis; 7 = pele coinfec¢éo; 8 =

pele L. infantum; 9 = controle negativo (DNA de hamster néo infectado).

4.2 PCR em tempo real (QPCR)

A gPCR foi realizada utilizando as amostras de DNA de pele dos hamsters
experimentalmente infectados com L. amazonensis (n=9). A figura 10 mostra o grafico com a

carga parasitaria de cada uma das amostras, indicando que sete de nove, foram positivas.

Fazendo uma associacao entre a carga parasitaria na gPCR e os resultados da LAMP na
infeccdo por L. amazonensis (tabela 5) observa-se que, das duas amostras negativas na qPCR
("7 e n’8), apenas uma delas (n'7), foi negativa na LAMP, ou seja, a taxa de positividade na
gPCR foi de 78%, sendo menos sensivel do que a reacdo de LAMP (sensibilidade de 89%). Os
resultados indicam também que, a técnica de LAMP foi capaz de amplificar uma amostra (n’6)

com baixa carga parasitéria (2,8x10%).
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Figura 10: Grafico com a carga parasitaria (log10) na gPCR das nove amostras de DNA de pele de

hamsters experimentalmente infectados com L. amazonensis (amostrasn®1 a n®9).

Tabela 5: Resultados da LAMP e gPCR das amostras de DNA de pele de hamsters

experimentalmente infectados com L. amazonensis.

Amostras (n°) LAMP Carga parasitaria

(aPCR)

1 + 1x10°

2 + 3,4x10%

3 + 2,3x10%

4 + 1x108

5 + 3x103

6 + 2,8x10!

7 neg neg

8 + neg

9 + 7x10*

(+) = amostra positiva; (neg) = amostra negativa.
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4.3 Imunoprotedmica

4.3.1 Padronizacao do Western blot (WB)

Para a padronizacdo da técnica de WB, extratos proteicos (40ug/canaleta) de L.
amazonensis foram fracionados em SDS-PAGE 12%, transferidos para membrana de
nitrocelulose e incubados com diferentes dilui¢ces (1:50, 1:100 e 1:200) de anticorpo primario,
que eram formados de pools de soros de hamsters experimentalmente infectados com L.
amazonensis, L. infantum e ndo infectado. Em seguida, foi feita a incubagcdo com anticorpo
secundario, que foi anti-1gG (1:1000, 1:2000 e 1:2500) de hamster conjugado com peroxidase
e revelado por DAB e cloronaftol. Observou-se que as melhores diluicbes foram: anticorpo
primario 1:100 e anticorpo secundario 1:2000, para todas as amostras. Nestas condicGes,
observamos bandas bem definidas e menos background. As figuras 11 e 12, mostram as
diferentes diluicbes de soros de hamsters infectados com L. amazonensis e L. infantum

respectivamente e as dilui¢es do anticorpo secundario testadas.

4.3.2 Selecéo e identificacdo das proteinas antigénicas

A selecéo das proteinas antigénicas foi realizada em WB utilizando extrato proteico de
L. amazonensis (150ug/strips 7cm e 800ug/strips 18cm) fracionado por eletroforese
bidimensional (2-DE) e anticorpos nas diluicdes determinadas na padronizacéo acima descrita.
Os trés experimentos independentes para cada pool de soros mostraram boa repetibilidade entre
eles. Confirmada a repetibilidade com strips de 7cm, foram realizados WB com strips de 18cm.

Apos a sobreposicdo das imagens dos géis 2-DE e das membranas de WB, 0s spots
reativos a soros de animais infectados com L. infantum foram descartados e foi observado que
ndo houve reatividade com soros de animais ndo infectados. Assim, um total de oito spots
reativos especificamente ao pool de soros de hamsters infectados com L. amazonensis foram
selecionados. Estes entdo, foram retirados do gel de 18cm e preparados para identificacdo por
espectrometria de massas. A figura 13 mostra a localizagdo no gel e na membrana dos spots
que foram selecionados para identificacéo.

Dos oito spots selecionados, foi possivel a identificacdo de seis por MALDI-ToF/ToF,
que correspondem a duas proteinas antigénicas, sendo estas a 3-tubulina e a HSP-70 (Proteina
de Choque Térmico-70). N&o foi possivel a identificacdo dos spots 5 e 7. A tabela 6 mostra o
namero do spot, a proteina identificada, o nimero de acesso no UniProtKB, a massa molecular

(MM) tedrica e experimental aproximada e as sequéncias dos peptideos.
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Figura 11: Padronizacdo do WB. Extrato proteico de L. amazonensis (40ug/canaleta) fracionados em SDS-PAGE 12% e
transferido para membrana de nitrocelulose, incubada com diferentes diluicBes de pool de soros (1:50, 1:100 e 1:200) de
hamsters infectados com L. amazonensis como anticorpo primario e de conjugado anti-IgG de hamster (1:1000, 1:2000 e

1:2500) como anticorpo secundario. Revelacdo com DAB, a-4-cloronaftol e peréxido de hidrogénio.
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Figura 12: Padronizacdo do WB. Extrato proteico de L. amazonensis (40ug/canaleta) fracionados em SDS-PAGE 12% e
transferido para membrana de nitrocelulose, incubada com diferentes diluicdes de pool de soros (1:50, 1:100 e 1:200) de
hamsters infectados com L. infantum como anticorpo priméario e de conjugado anti-lIgG de hamster (1:1000, 1:2000 e

1:2500) como anticorpo secundario. Revelacdo com DAB, a-4-cloronaftol e peroxido de hidrogénio.
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Figura 13: SDS-PAGE 12%, 2-DE com strips de 18 cm, pH 4-7, com 800pg de extrato proteico de L. amazonensis, corado por comassie G-250. Os spots de interesse estdo
circulados e numerados de 1 a 8 (A). Na figura B, C e D, estdo as membranas do WB com extrato proteico de L. amazonensis incubadas com soro de hamsters infectados com L.

amazonensis, L. infantum e ndo infectado, respectivamente. Na membrana B com o soro homélogo (infecgdo por L. amazonensis), observa-se 0s mesmos spots selecionados no gel.
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Tabela 6: Lista de proteinas antigénicas identificadas em cada um dos spots selecionados, ndmero de acesso no UniProtkKB, massa molecular (MM) tedrica

e experimental e as sequéncias dos peptideos.

N°spot  Proteina N° acesso MM (kD) Peptideo
Teorica Exp.
1 Tubulin beta chain P21148 50,0 31 R.INVYFDESAGGR.Y
2 Heat shock 70 kDa protein Q07437 71,2 31 K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G
Tubulin beta chain P21148 50,0 31 R.FPGQLNSDLR.K

3 Tubulin beta chain P21148 50,0 30 R.FPGQLNSDLR.N
R.INVYFDESAGGR.Y
R.AVLMDLEPGTMDSVR.A
K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K

4 Tubulin beta chain P21148 50,0 30 R.INVYFDESAGGR.Y

6 Tubulin beta chain P21148 50,0 28 R.INVYFDESAGGR.Y

8 Heat shock 70 kDa protein Q07437 71,2 <25 K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G
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4.4 ELISA

A proteina recombinante utilizada como antigeno foi a HSP-70, identificada nos spots
2 e 8. Esse teste entdo foi realizado para avaliar a HSP-70 como um possivel antigeno para
disgndstico especifico para infecgdes por L. amazonensis. Dessa forma, testes iniciais
utilizando o método de ELISA foram realizados com pool de soros de hamsters (n=9 em cada
grupo) infectados com L. amazonensis, L. infantum, coinfectados e ndo infectados. Os
resultados indicam que houve diferenca significativa (P<0,05) entre as absorbancias dos grupos
infectados quando comparados ao grupo de animais ndo infectados, porém, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre as absorbancias dos grupos infectados (figura 14), indicando que

a proteina utilizada ndo foi espécie-especifica, mas foi capaz de diferenciar soros positivos dos

negativos.

0.25-
0.20+
0.15+

0.10+

D.O. 492 nm

0.05+

0.00

L. amazonensis
E3 L. infantum
E3 Coinfeccéao
I N&o infectados

Figura 14: Gréafico com a absorbancia no ELISA realizado utilizando pool de soros de

hamsters (n=9 em cada grupo) experimentalmente infectados com L. amazonensis, L.

infantum, coinfectados e ndo infectados. A diferenca estatistica significativa estd

representada por *(P<0,05) e # quando ndo houve diferenca significativa.
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5 Discussao

O desenvolvimento de um diagndstico preciso e rapido para infec¢bes por Leishmania
é de grande importancia, especialmente se a identificacdo de espécies for possivel devido a
implicacdo no prognostico e dados epidemioldgicos. No presente trabalho, padronizamos uma
reacdo de LAMP utilizando um conjunto de iniciadores especificos para L. amazonensis. A
reacdo mostrou 100% de especificidade com a visualizagdo dos resultados usando gel de
poliacrilamida e também por deteccdo colorimétrica usando o corante fluorescente SYBR®
Safe. LAMP foi aplicado com sucesso como uma ferramenta Gtil no diagnéstico de infeccbes
por Leishmania spp. (Takagi et al. 2009; Khan et al. 2012; Verma et al. 2013; Ghasemian et al.
2014; Gao et al. 2015; Kothalawala & Karunaweera 2016). No entanto, este € o primeiro
trabalho no qual uma reacdo de LAMP especifica para L. amazonensis foi padronizada. As
principais vantagens do LAMP em relagéo a PCR convencional e gPCR séo a alta sensibilidade
e eficiéncia da amplificacéo, rapidez em que os ensaios podem ser concluidos, simplicidade e
0 equipamento de baixo custo necessario, além do monitoramento dos resultados com
visualizacdo a olho nu, através da turbidez ou uso de corantes intercalantes de DNA. Essas
caracteristicas tornam os ensaios de LAMP facilmente adaptaveis as condi¢cbes de campo
(Abbasi et al. 2016).

A padronizacdo do uso de corantes para a visualizagcdo dos resultados da reacdo de
LAMP foi realizada por diversos autores (Goto et al. 2009; Nzelu et al. 2014, 2016; Sriworarat
et al. 2015; Verma et al. 2017; Mukhtar et al. 2018) sendo um diferencial do método, trazendo
uma maior rapidez na obtencdo do resultado, assim como uma maior facilidade de realizacdo
no campo e na rotina clinica. SYBR® Green | é um corante bastante utilizado, no entanto, nao
pode ser adicionado antes da reacdo, pois este inibe a amplificacdo do DNA, assim, um corante
fluorescente € frequentemente adicionado apds a reacdo ter ocorrido (Tao et al. 2011). Em nosso
trabalho, foi possivel padronizarmos uma forma de visualizacdo do resultado utilizando o
corante fluorescente intercalante de DNA SYBR® Safe. A diferenciacdo de amostras positivas
das negativas foi observada de forma nitida com a utilizacdo do equipamento Image Quant™
LAS 500, sendo isso de grande importancia, ja que alguns corantes que séo utilizados, assim
como a analise da turbidez, em alguns casos ndo permitem uma diferenciacdo tdo clara dos
resultados, gerando ddvidas e sendo necessario o uso de géis para confirmacdo. Nao foi possivel
a padronizacdo com corantes que ndo necessitam de equipamentos para visualizagdo dos
resultados (verde malaquita e azul de hidroxinaftol), isso com certeza facilitaria o uso da técnica

na rotina e no campo. O fato de utilizarmos um corante que é adicionado ap6s a amplificacdo
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ndo foi um problema na execu¢do da técnica devido a contaminag@es, e atribuimos a isso o
cuidado nas manipulacdes dos materiais e reagentes durante todas as etapas, diferentes
ambientes para preparacdo do mix, adicdo do DNA e do corante, sendo utilizado sempre
controles negativos para 0 monitoramento de possiveis contaminagoes.

O conjunto de iniciadores selecionados tem como alvo a sequéncia do minicirculo do
kDNA de L. amazonensis (GenBank: U19810.1). Esta regido do KDNA de Leishmania tem sido
usada por Varios autores como um alvo para o desenho de iniciadores em reacdes espécies-
especificas para L. donovani (Takagi et al. 2009; Khan et al. 2012; Verma et al. 2013;
Kothalawala & Karunaweera 2016) e L. infantum (Ghasemian et al. 2014; Gao et al. 2015). O
kKDNA compreende dois componentes: 0 maxicirculo e o minicirculo. Os minicirculos s&o
pequenas moléculas circulares com cerca de 800 pb, contendo uma regido conservada de 120
nucleotideos e uma regido altamente variavel que codifica 0s RNAs guia envolvidos na edicao
de genes maxicirculares (Aphasizhev e Aphasizhev 2011). Estes tém um alto nimero de cdpias
(10.000 copias por parasito), resultando em alta sensibilidade em testes diagnosticos baseados
neste alvo. No entanto, minicirculos dentro de uma cepa ndo séo todos idénticos e podem ser
divididos em classes de minicirculos (Singh et al. 1999). Minicirculos permitem o desenho de
iniciadores especificos para o0 género, subgénero ou uma espécie (Conter et al. 2018).

A técnica de LAMP foi descrita inicialmente utilizando dois pares de iniciadores
(interno e externo) sendo especificos para seis regides distintas da sequéncia alvo (Notomi et
al. 2000), e no processo de aprimoramento, um par de iniciadores, chamados de Loop primers
(LpF e LpB) foram criados, estes aceleram a reacao, pois formam novos sitios para amplificacéo
do DNA, proporcionando maior especificidade (Nagamine et al. 2002). No presente trabalho,
utilizamos os seis iniciadores que amplificaram diferentes cepas de L. amazonensis isoladas de
flebotomineos (PH8), de pacientes (Josefa e BA276) e de cdes (GVO1 e GV02). Além disso,
estes foram desenhados a partir da regido variavel do minicirculo do kDNA, o que permite a
diferenciacdo de espécies, sendo espécie-especifico.

O limite de deteccdo da reacdo foi de 10 pg de DNA usando gel de poliacrilamida para
visualizar o resultado e 100 pg por deteccdo colorimétrica com SYBR® Safe. Em estudos
anteriores testando o limite de deteccdo de DNA de Leishmania usando a regido do KDNA
como alvo para areacdo de LAMP, 1fg foi a menor concentracéo observada (Takagi et al. 2009;
Khan et al. 2012; Verma et al. 2013; Gao et al. 2015). Foi observado que ha consideravel
variagdo entre as diferentes espécies e entre iniciadores para uma mesma espécie, variando de
1fg a 100pg (Karani et al. 2013, Verma et al. 2017). Estes estudos indicam que ha uma grande

variacdo no limite de deteccdo do DNA de Leishmania usando LAMP, que pode estar
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relacionado com iniciadores e regido alvo, com as espécies de Leishmania utilizadas e o método
de visualizagdo dos resultados. Em nosso trabalho, realizamos o teste de sensibilidade com
amostras de DNA de L. amazonensis em mistura com DNA gendmico de hamster para
tentarmos mimetizar uma infecgédo natural.

O ensaio de LAMP aqui desenvolvido mostrou 100% de especificidade e 89% de
sensibilidade quando comparado com a PCR convencional e foi mais sensivel que a gPCR (com
uma sensibilidade de 78%). Resultados semelhantes foram observados por outros autores, onde
LAMP para infecgdo experimental teve um limite de deteccdo de 10° parasitos/ml sendo mais
sensivel que a qPCR, com limite de deteccdo de 10* parasitos/ml (Sriworarat et al. 2015). Da
mesma forma, em amostras de sangue, LAMP demonstrou uma sensibilidade maior do que a
gPCR (Abbasi et al. 2016). Além disso, quando o Loopamp ™ Leishmania Detection Kit foi
usado com diluicio seriada (10° a 107) do DNA de L. infantum, LAMP apresentou maior
sensibilidade (detectando 107 parasitos/ul) do que PCR nested e gPCR, cujo limite de deteccgéo
foi 102 parasitos/pL (Ibarra-Meneses et al. 2018). A reagdo de LAMP desenvolvida foi capaz
de amplificar uma amostra positiva na g°PCR com uma carga parasitaria de apenas 28 parasitos
em 50ng de DNA. Foi previamente demonstrado que a reacdo de LAMP pode amplificar
amostras com baixa carga parasitaria (Ghasemian et al. 2014, Abbasi et al. 2016).

O diagnostico de leishmaniose por técnicas moleculares sensiveis foi introduzido ha
mais de 20 anos. No entanto, estas técnicas moleculares ndo sdo amplamente utilizadas devido
a sua complexidade. Com o advento do LAMP, as técnicas moleculares podem agora ser
perfeitamente integradas aos diagnosticos de campo (Sriworarat et al. 2015). O ensaio de
LAMP desenvolvido no presente estudo foi capaz de detectar DNA exclusivamente de L.
amazonensis quando comparado a espécies de outros protozoarios e mesmo a outras espécies
de Leishmania. A identificacdo de espécies de Leishmania é importante para determinar a
distribuicdo geografica das espécies e detectar casos aloctones que ja foram relatados. A
leishmaniose cutanea causada por L. amazonensis foi relatada em uma regido onde apenas casos
em que o agente etioldgico previamente encontrado foi L. braziliensis causando a forma cutanea
da doenca (Dorval et al. 2006). Além disso, a leishmaniose visceral canina causada por L.
amazonensis foi relatada em regides onde apenas casos de infec¢do por L. infantum haviam sido
previamente relatados (Tolezano et al. 2007; Dias et al. 2011; Hoffmann et al. 2012 Sanches et
al. 2016; Valdivia et al. 2017; Souza et al. 2019), sugerindo o estabelecimento dessa espécie
em areas urbanas. Na LV causada por L. infantum, os cdes sdo 0s principais reservatorios, mas
esses animais tém um papel desconhecido na epidemiologia da doenca quando infectados por

L. amazonensis. Infelizmente, a identificacdo das especies de Leishmania ndo é realizada
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rotineiramente devido as dificuldades dos métodos disponiveis. Assim, a possibilidade de usar
LAMP para identificacdo de espécies pode ser promissora.

Utilizando abordagem imunoprotebmica com identificacdo das proteinas por
espectrometria de massas, um total de 8 spots que reagiram exclusivamente a soros de hamsters
infectados com L. amazonensis foram selecionados. Foi possivel a identificacdo de 6 desses
spots, correspondendo a duas proteinas, sendo estas a HSP-70 e a B-tubulina. Esse nimero
maior de spots em relacdo ao nimero de proteinas identificadas se deve ao fato de que ambas
foram encontradas repetidamente em diferentes spots, o que pode ocorrer, por exemplo, quando
ha provaveis isoformas destas proteinas ou uma possivel clivagem durante o processamento das
amostras, ou ainda, devido as modificagdes pds-traducionais adicionadas as cadeias
polipeptidicas. Essas situagdes podem alterar a massa molecular e o ponto isoelétrico das
proteinas, consequentemente, alterando a posicao do spot no gel.

A HSP-70 é uma proteina que desempenha um papel fundamental tanto em resposta ao
choque térmico ou outro estresse, quanto em células em estado nativo. Esta envolvida com os
processos de enovelamento, montagem, secrecéo, ativacao e degradacgéo, além de interagir com
varios componentes de vias de sinalizagdo que regulam o crescimento e o desenvolvimento
celular. Folgueira et al. (2008) demonstraram que a auséncia de HSP-70, tem um efeito
pleiotropico, influenciando na morfologia celular, diminuicéo da replicacéo e da viruléncia de
L. infantum. Em um trabalho anterior do nosso grupo (Fialho Jr 2017), a proteina HSP-70
apresentou um aumento significativo de abundancia em amastigotas esplénicas na cepa BH400
de L. infantum, e diminuida em promastigotas, corroborando a importancia exercida por ela
referente a visceralizacdo e consequentemente, sobrevivéncia do parasito em um ambiente
hostil.

Essas duas proteinas identificadas em nosso trabalho, também foram encontradas em
um trabalho anterior do nosso grupo (Lima et al. 2016) como sendo as mais redundantes e
imunorreativas em trés espécies de Leishmania (L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum)
frente a soros de cdes com LV. Além disso, a proteina HSP-70 recombinante tem sido utilizada
em diagndstico soroldgico para as formas cutanea e mucocutanea da LT (Skeiky et al. 1995;
Zurita et al. 2003; Souza et al. 2013), confirmando ser antigénica em diversas espécies do
parasito e formas clinicas. Devido a essa antigenicidade em diferentes espécies de Leishmania
explica-se o fato de que a proteina HSP-70 recombinante ndo foi uma boa candidata a antigeno
especifico no ELISA para infeccbes por L. amazonensis, sendo necessarios estudos mais
aprofundados e testes utilizando, por exemplo, diferentes fragmentos ou peptideos desta

proteina.
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O uso de peptideos tém mostrado 6timos resultados para o diagnostico soroldgico
utilizando ELISA para cdes com LV (Faria et al. 2011); em pacientes com LT, LV e cdes com
LV utilizando peptideos da proteina HSP83.1 da espécie L. braziliensis (Menezes-Souza et al.
2014) e para infeccOes por T. cruzi, sendo especificos para diferentes cepas do parasito (Mendes
et al. 2013).

Vale destacar que os spots foram selecionados por serem reativos somente frente a soros
com infeccdo por L. amazonensis e foi surpreendente a identificagdo de proteinas que séo
conhecidas por sua antigenicidade ndo-especifica, como a B-tubulina e HSP-70. Todavia,
devido a localizagdo no gel 2-DE, pode-se perceber que ndo se tratava dessas proteinas em sua
forma nativa, pois essas proteinas apresentam massa molecular (MM) e ponto isoelétricos (PI)
preditos bem diferentes do observado em nossos géis. A B-tubulina tem MM predita de 50kDa
enquanto a HSP-70 tem MM de 71,2 kDa e todos os spots selecionados apresentavam MM
entre 25 e 35 kDa, confirmado a possibilidade que uma regido de cada uma dessas proteinas
possa ainda ser promissora para diagnostico especifico.

Zurita et al. (2003) isolaram e caracterizaram o gene que codifica a HSP-70 na espécie
L. braziliensis, analisaram a antigenicidade da proteina recombinante e realizaram mapeamento
para localizar as regides contendo os principais epitopos antigénicos. A proteina foi dividida
em 5 fragmentos sobrepostos e realizada as constru¢des recombinantes correspondentes. Os
resultados mostraram que o fragmento recombinante carboxi-terminal pode ser utilizado como
um antigeno no diagndéstico especifico de LC e MC causado por L. braziliensis, pois nao
apresenta reacdo cruzada com o0s soros de pacientes chagasicos, apresentando 70% de
sensibilidade. J& o uso da HSP-70 recombinante ndo pode ser utilizado como marcador
especifico da doenca por causa da reacdo cruzada com soros de pacientes chagasicos cronicos.
Porém, nao foram testados soros de pacientes com LV para observacdo de reacéo cruzada, com
iSs0, 0 teste proposto ndo pode ser considerado especifico para LT.

A proteina B-tubulina recombinante também ja foi utilizada como candidata a antigeno
para o diagnostico da LT, apresentando 100% de sensibilidade e 82,5% de especificidade
(Duarte et al. 2015); e em outro estudo, esta proteina apresentou 100% de sensibilidade e
97,78% de especificidade (Lima et al. 2018). Ambos testaram reacdo cruzada com pacientes
chagasicos, porém, ndo testaram se existe reacdo cruzada com pacientes com LV. E nos dois
trabalhos, a proteina B-tubulina apresentou maior sensibilidade e especificidade do que quando
usado antigeno bruto de L. braziliensis.

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, a reacdo de LAMP especifica

para L. amazonensis e as inameras vantagens do método (rapido, eficiente, altamente sensivel
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e especifico), acreditamos que este possa ser utilizado como uma ferramenta diagnostica
promissora na pratica clinica, estudos de campo e pesquisa. Em relagdo ao método sorolégico,
sdo necessarios estudos mais aprofundados das proteinas identificadas (HSP-70 e B-tubulina)
em busca de regifes dessas proteinas que possam constituir antigeno especifico para
diagndstico das infec¢des por L. amazonensis.
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6 Conclusodes

Foi possivel padronizar um teste molecular especifico para infecgbes por L.
amazonensis utilizando LAMP, com a visualizagdo dos resultados utilizando gel de

poliacrilamida e deteccéo colorimétrica;

A LAMP aqui padronizada foi eficaz tanto em amostras de DNA extraidas de cultura,
quanto de pele dos animais infectados, com especificidade de 100% e sensibilidade de
89%, tendo também sido mais sensivel que a PCR em tempo real;

Em WB a partir de gel 2-DE e soros de animais experimentalmente infectados, foram
selecionados 8 spots reativos exclusivamente a soros de animais infectados com L.
amazonensis e ndo reativos a soros de infectados com L. infantum ou nédo infectados.
Nesses spots foram identificadas as proteinas (HSP-70 e B-tubulina) como antigenos

canditados para diagndstico sorologico espécie-especifico;

A proteina HSP-70 recombinante como antigeno em ELISA, apesar de diferenciar
infectados de nédo infectados, ndo foi especifica para diagnéstico da infeccdo por L.

amazonensis.

Os dados gerados até o momento foram suficientes para um pedido de patente e redacdo de um

artigo cientifico:

“Iniciadores, kit e método molecular para diagnostico de leishmaniose tegumentar, e usos” (BR
10 2019 005228 7) (anexo).

“Development and evaluation of a loop-mediated isothermal amplification assay for rapid

detection of Leishmania amazonensis in skin samples” (submetido — Experimental

Parasitology) (anexo).
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