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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas de alta morbidade e mortalidade, endémicas no Brasil,
causadas por parasitos do género Leishmania. Os testes sorologicos atuais dessas doencas
sdo limitados no que se refere a sua sensibilidade e/ou especificidade. Um teste de
diagndstico sorologico padrdo ouro para leishmaniose deve ser focado em marcadores que
apresentam uma resposta humoral especifica em hospedeiros infectados com boa
sensibilidade, especificidade, baixo custo e rapidez. Um estudo imunoproteébmico recente,
utilizando Leishmania infantum, foi realizado com soro de cées com leishmaniose visceral
assintomatica e sintomética (LVC) e proteinas antigénicas do parasito foram identificadas.
A Prohibitina foi identificada em extratos de amastigotas-like e reconhecida pelos soros de
cdes com LV. No presente estudo, a Prohibitina foi avaliada em sua forma recombinante,
além de ter seu epitopo conformacional de linfocitos B da proteina sintetizado (Peptideo) e
também avaliado como biomarcador diagndstico. O extrato solGvel (SLA) de L. infantum
para LV e L. braziliensis para LT foram utilizados como antigenos comparativos. Para o
diagnostico de LVVC foram utilizados soros de cdes LV assintomatica ou sintomatica; soros
de cdes saudaveis de areas endémicas ou ndo endémicas de leishmaniose; soros de cées
saudaveis vacinados com Leish-Tec® e soros de animais infectados experimentalmente
com Trypanosoma cruzi ou Ehrlichia canis. Para o diagnostico de LT, foram utilizados
soros de pacientes com leishmaniose cutdnea ou mucocutanea; soros de individuos
saudaveis que vivem em uma area endémica de leishmaniose, como controles e; soros de
individuos com doenga de Chagas. Os experimentos ELISA foram realizados com a
proteina recombinante Prohibitina (rProhibitina) e seu peptideo sintético (Peptideo), que
apresentaram alta sensibilidade e especificidade para ambas as formas da doenca, com
melhor potencial de diagndstico em comparagdo com o antigeno comparativo SLA. Dessa
forma, a proteina recombinante Prohibitina e seu peptideo sintético podem ser
considerados como candidatos potenciais para a melhoria do diagnostico sorolégico da
LVCelT.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose Visceral Canina, diagndstico,

proteina recombinante, peptideo sintético.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases of high morbidity and mortality, endemic in Brazil, caused by
parasites of the genus Leishmania. Current serological tests for these diseases are limited in
regard to their sensitivity and/or specificity. A gold standard serological diagnostic test for
leishmaniasis should be focused on markers that present a specific humoral response in
infected hosts with good sensitivity, specificity, low cost and rapidity. A recent
immunoprotective study using Leishmania infantum was performed with serum from dogs
with asymptomatic and symptomatic visceral leishmaniasis (CVL) and antigenic proteins
of the parasite were identified. Prohibitin was identified in extracts of amastigotes-like and
recognized by sera from dogs with VL. In the present study, Prohibitin was evaluated in its
recombinant form, in addition to having its conformational epitope of protein B
lymphocytes synthesized (Peptide) and also evaluated as diagnostic biomarker. The
soluble extract (SLA) from L. infantum to VL and L. braziliensis to TL were used as
comparative antigens. For the diagnosis of CVL, sera from dogs asymptomatic or
symptomatic VL were used; sera from healthy dogs from endemic or non-endemic areas of
leishmaniasis; sera from healthy dogs vaccinated with Leish-Tec® and sera from animals
experimentally infected with Trypanosoma cruzi or Ehrlichia canis. For the diagnosis of
LT sera from patients with cutaneous or mucocutaneous leishmaniasis were used; sera
from healthy individuals living in an endemic area of leishmaniasis, such as controls; sera
from individuals with Chagas' disease. The ELISA experiments were performed with the
recombinant Prohibitin protein (rProhibitin) and its synthetic peptide (Peptide), which
showed high sensitivity and specificity for both forms of the disease, with better diagnostic
potential compared to the comparative SLA antigen. Thus, the recombinant protein
Prohibitin and its synthetic peptide can be considered as potential candidates for the

improvement of the serological diagnosis of CVL and TL.

Keywords: Tegumentary Leishmaniasis, Visceral Canine Leishmaniasis, diagnosis,

recombinant protein, synthetic peptide
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias provocadas por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania e, caracterizadas por uma alta morbidade e
mortalidade no mundo, sendo aproximadamente 380 milhGes de pessoas, em 98 paises,
sob o risco de contrair a infeccdo (ALVAR et al., 2012).

As formas clinicas da doenca dependem predominantemente das espécies
infectantes, mas também sao influenciadas pelos aspectos genéticos e pela resposta
imune do hospedeiro (KAYE; SCOTT, 2011). As leishmanioses compreendem dois
grandes grupos de doencas distintas que podem apresentam amplo espectro de
manifestacdes clinicas, que vdo desde formas cutaneas localizadas, disseminadas,
difusas e mucosas no caso da leishmaniose tegumentar (LT), sendo Leishmania
braziliensis uma das principais espécies da doenca no Brasil; ou de forma sistémica,
com o envolvimento de 6rgdos como figado e baco em casos de leishmaniose visceral
(LV), causada principalmente pela espécie Leishmania infantum no Brasil
(CUNNINGHAM et al., 2012; DESJEUX, 2004).

No Brasil a LV é uma doenca zoonética com elevada incidéncia sendo os cées
considerados importantes reservatorios do parasito. O aumento da leishmaniose visceral
canina (LVC) na ultima década tornou essa doenca epidemiologicamente relevante. Os
cdes podem ser classificados como assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos,
ou com alguns sinais mais comuns da doenca como as alteragdes cutaneas. Entretanto,
caes infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo,
mas com intensa carga parasitaria na pele, gerando maior dificuldade no diagndstico e,
consequentemente, dando continuidade ao ciclo da doenca. (GONTIJO; MELO, 2004;
FARIA etal., 2011).

Visando o controle das leishmanioses, 0 Ministério da Salde preconiza algumas
estratégias para controle e combate, sendo as principais medidas: o diagnéstico clinico-
laboratorial da doenca, seguido do tratamento dos casos humanos, uso de inseticidas nas
areas de circulagdo do vetor, a identificacdo e sacrificio de cées infectados e medidas
educativas para a populacdo. Entretanto, as medidas de controle contra a LVC que séo
atualmente empregadas, ndo tém demonstrado eficiéncia para diminuir 0 numero de
casos de cdes infectados, ndo reduzindo, dessa forma, a incidéncia da doenga no Brasil
(COURA-VITAL et al., 2014, GRIMALDI et al., 2012; LAURENTI et al., 2013).
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A deteccdo do agente causador de toda doenca infecciosa € um passo
determinante para 0 manejo clinico e/ou monitoramento da doenca. O diagnoéstico das
leishmanioses representam um motivo de preocupacdo constante da salde publica
mundial, pois 0 nimero de casos de falha terapéutica ao tratamento convencional tem
aumentado, tanto para a LV quanto paraa LT (ALVAR et al., 2006). O diagnostico das
leishmanioses, inclui deteccdo do parasito nos tecidos, culturas in vitro, inoculagdo em
animais experimentais, testes moleculares e sorologicos (SAKKAS; GARTZONIKA;
LEVIDIOTOU, 2016). Entretanto, nenhum método atualmente disponivel para o
diagnostico da doenca apresenta todas as caracteristicas desejaveis, como sensibilidade
e especificidade elevadas, alem de apresentar facilidade de execucao e baixo custo. Esse
fato enfatiza a importancia da associacdo dos exames imunologicos, parasitoldgicos, e
moleculares, a fim de se alcancar taxas elevadas de positividade no diagndstico da
doenca (COTA et al. 2013).

Atualmente, o diagndéstico da LVC, baseia-se no protocolo preconizado pelo
Ministério da Salde, que determina o uso do teste rapido imunocromatogréfico
contendo os antigenos recombinantes rK26 e rK39, o DPP® Dual-Path Platform (DPP;
Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) para o screening de cdes infectados e a
ELISA para confirmar os resultados positivos (BELO et al., 2017; GRIMALDI et al.,
2012). Entretanto, esses testes ndo apresentam acurécia desejada para o diagnostico de
animais assintomaticos, e outros, mesmo clinicamente curados, podem-se permanecer
soropositivos por longos periodos de tempo (COURA-VITAL et al., 2014; FERRER et
al., 1995; SILVA et al., 2011; VIOL et al., 2012).

O diagndstico da LT baseia-se na combinacdo de dados epidemioldgicos,
avaliacdo clinica e métodos laboratoriais (parasitologicos e imunoldgicos), j& que ndo
existe um teste padrdo-ouro para o diagndstico preciso da doenca (DAVID; CRAFT,
2009). Atualmente, ndo existe um antigeno padronizado para o diagndstico soroldgico
da LT, sendo muitas vezes utilizados extratos solUveis do parasito, o que torna variavel
a especificidade do teste, principalmente, devido a ocorréncia de reatividade cruzada.
Além disso, individuos saudaveis residentes em &rea endémica da doenca podem ser
considerados falsos-positivos em ensaios soroldgicos, visto que podem apresentar
baixos a moderados titulos de anticorpos anti-Leishmania (BRITO et al.,, 2000;
COLMENARES et al., 2002; GOTO; LINDOSO, 2010).

Dessa forma, os testes de deteccdo baseados em antigenos ou anticorpos, como 0s

imunoensaios enzimaticos (ELISA), apresentam vantagens, no entanto, quando 0s
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extratos antigénicos do parasito sdo empregados, os testes soroldgicos apresentam
problemas em sua sensibilidade e/ou especificidade. Esses testes apresentam vantagens
por serem mMenos invasivos e com menos risco para 0s pacientes quando comparada as
outras metodologias, além de ser uma tecnica de facil execucdo, menor tempo, alem da
possibilidade de padronizacdo (FARAHMAND et al., 2015; MENEZES-SOUZA et al.,
2014).

Diversos estudos tém buscado novos antigenos para o diagnostico soroldgico,
como aqueles derivados de proteinas purificadas, visando melhorar a especificidade dos
testes sorolégicos (CARVALHO et al., 2017; FARAHMAND; NAHREVANIAN,
2016; GOMES et al., 2008). O uso de proteinas recombinantes e peptideos sintéticos
mostraram eficacia varidvel no diagnostico sorolégico das leishmanioses, sendo alguns
desses antigenos aplicaveis para o diagnostico de ambas as doencas, em humanos e cées
(CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2013; COELHO et al., 2016; FARIA et al., 2011;
MARTINS et al. 2015; MENEZES-SOUZA et al., 2014). Sendo assim, uma maior
otimizacdo e novos candidatos sorolégicos sao desejaveis para alcancar um desempenho
de alto rendimento para a deteccdo soroldgica da leishmaniose canina e humana
(FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016).

Nesse contexto, em uma abordagem imunoprotedmica recente, proteinas de L.
infantum foram identificadas em extratos de formas promastigotas e amastigotas do
parasito, sendo reconhecidas por soros de cdes com LV, dentre essas, a Prohibitina
(XP_001468827), reconhecida em extratos de amastigotas-like (COELHO et al., 2012).
Pretende-se, entdo, expandir o painel de antigenos disponiveis para o diagnostico das
leishmanioses através da avaliacdo da proteina Prohibitina, na sua forma recombinante,
bem como de seu peptideo sintético, para o diagnostico de formas caninas e humana da

doenca.
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2 1. Epidemiologia das Leishmanioses

A leishmaniose € uma doenca de distribuicdo mundial, encontrada em cerca de 98
paises. Estima-se que 12 a 15 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas; 350
milhGes estdo em risco de adquirir a doenca e; que haja uma incidéncia aproximada de
0,2a0,4e0,7 a 1,2 milhdes de novos casos de leishmaniose visceral (LV) e tegumentar
(LT), respectivamente, por ano (ALVAR et al., 2012; WHO, 2017).

Dados de até 2015 indicam que 90% dos casos de LV ocorreram em Bangladesh,
Brasil, Etiopia, India, Suddo do Sul e Suddo e que cerca de 87% dos casos de LT
ocorreram no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird, Iraque, Peru, RepuUblica
Arabe da Siria, Tunisia e Iémen; sendo o Brasil responsavel por 95% dos casos de LV
do continente americano. (TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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Figura 1. Situacdo atual da endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo.
Fonte: WHO, 2015.
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Figura 2. Situacdo atual da endemicidade da Leishmaniose Cutanea no mundo.
Fonte: WHO, 2015.

A LV pode apresentar em duas formas, zoonotica, sendo os cdes os principais
reservatorios e antroponética causados pelas espécies Leishmania (Leishmania)
infantum e Leishmania (Leishmania) donovani, respectivamente. No Brasil, a dispersao
da LVC entre cées possui uma relacdo direta com a incidéncia da doenca no homem,
pois os cées infectados servem como reservatdrio de leishmaniose humana (BANETH
et al., 2008; SANTINI et al., 2010; TEIXEIRA NETO, 2010; WERNECK et al., 2014).

2 2. Etiologia e o ciclo biologico

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios pertencentes ao género
Leishmania, Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida e
Familia Trypanosomatidae. O vetor transmissor € um inseto da Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, pertencente aos géneros Phlebotomus, em
paises do “Velho Mundo” e Lutzomyia, nas Américas (GRIMALDI; TESH, 1993).

Existem cerca de 30 espécies de flebotomineos comprovadas como vetores dos
parasitos causadores de leishmanioses no mundo, sendo que algumas destas possuem
estreita relagdo com algumas espécies de Leishmania, bem como seus reservatorios
(DESJEUX, 2004). As espécies Leishmania major, Leishmania mexicana, Leishmania
amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania guyanensis sdo responsaveis pela

leishmaniose tegumentar (LT), enquanto Leishmania donovani e Leishmania infantum
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(conhecida como Leishmania chagasi na América do Sul) causam leishmaniose visceral
(LV) (KAYE; SCOTT, 2011).

A Leishmania é um parasito difasico que completa seu ciclo de vida em dois
hospedeiros, um vetor flebotomineo, que abriga a forma promastigota extracelular
flagelada e; um mamifero, onde a forma de amastigota intracelular se desenvolve
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). As formas flageladas e moveis de Leishmania spp.
sdo chamadas de promastigotas. Elas sdo encontradas no vetor e progridem através de
varios estagios de diferenciacdo morfologicamente distintos para se tornarem as
promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infecciosas transmitidas pelo vetor no
repasto sanguineo. As amastigotas ndo possuem flagelo exteriorizado e vivem como
parasitos intracelulares em uma variedade de células de mamiferos, principalmente nos
macrofagos (KAYE; SCOTT, 2011).

Em relacdo ao ciclo de vida do parasito, na porcdo anterior do intestino médio
do vetor, as formas promastigotas prociclicas diferenciam-se, no interior do
flebotomineo, em promastigotas metaciclicas infecciosas e ndo divisérias. Durante o
repasto sanguineo, o0 inseto regurgita promastigotas metaciclicas juntamente com
componentes salivares. As promastigotas metaciclicas sdo entdo fagocitadas por células
mononucleares presentes no local, principalmente macrofagos. O ciclo da transmissao
estad completo quando os fagdcitos infectados com amastigotas sdo absorvidos por outro
flebotomineo e, em seguida, convertidos em promastigotas no intestino médio (KAYE;
SCOTT, 2011). Somente as fémeas sdo hematofagas, enquanto 0os machos se alimentam
de seiva e néctar. Em relacdo aos cdes, 0 vetor se alimenta principalmente em areas de
pelos escassos, como a cabeca, nariz, orelha, regido inguinal e &reas perianais
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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Ciclo de vida da Leishmania
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Figura 3. Ciclo de vida do parasito da Leishmania.
Fonte: HARHAY et al. (2011) (Adaptado).

2 3. ManifestacOes Clinicas

As manifestacbes clinicas sdo determinadas pela espécie infectante e fatores
relacionados ao hospedeiro, tais como o estado geral de salde, genética e o sistema
imune (TRIPATHI; SINGH; NAIK et al., 2007).

Na apresentacdo clinica da LT, a doencga pode-se manifestar sobre trés formas
clinicas: a LC, a LM e LCD da doenca A LC é a forma mais comum da doenca e surge
apos um periodo de incubacdo varidvel de 10 dias a trés meses, como uma papula
eritematosa que progride lentamente para nddulo. Sdo frequentes as ulceragBes com
bordas elevadas, enduradas e fundo com tecido de granulacdo grosseira, configurando a
classica lesdo com borda em moldura. (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Cercade 1 a
5% dos pacientes podem desenvolver LM, devido a capacidade que algumas espécies
do parasito possuem de migrar para mucosas e causar extensa destruicdo tecidual
(SCHUBACH et al., 1998; MENDONCA et al., 2004). A LCD é uma forma em que as
lesGes apresentam-se como nddulos, de forma anérgica e que raramente ulceram. As
lesdes espalham-se por todo o corpo e este quadro pode estar relacionado com a

ineficiéncia ou auséncia de resposta celular do sistema imune do hospedeiro
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(DESJEUX, 2004). Devido as frequentes recidivas, tornou-se um grave problema de
Saude Pdblica, juntamente com as demais formas clinicas, pois além da ampla
distribuicdo geografica, o hospedeiro infectado pode apresentar lesbes desfigurantes e
incapacitantes (DESJEUX, 2004; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Na LM, as lesdes podem levar a destruicdo parcial ou total das mucosas do nariz,
cavidades da boca e garganta e tecidos circundantes. E considerada uma forma clinica
de dificil tratamento e prognostico reservado quanto a possibilidade de cura. O
acometimento mucoso pode surgir com a lesdo cutanea ainda em atividade ou anos apés
sua cicatrizacdo. Dentre as lesdes mucosas, distinguem-se as seguintes variedades:
forma Glcero-infiltrante, poliposa e terebrante. (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A LV é caracterizada por episddios irregulares de febre, perda substancial de
peso, inchaco do baco e figado e anemia, que pode ser grave. Se a doenca ndo for
tratada, a taxa de mortalidade em paises em desenvolvimento pode chegar a 100% em 2
anos (WHO, 2017). A LV caracteriza-se por um amplo espectro clinico, que pode variar
desde as manifestacGes clinicas assintomaticas, passando pelas oligossintomaticas, até
as formas sintomaticas graves, que, quando agudas e ndo tratadas, podem levar o
paciente ao 6bito (GONTIJO; MELO, 2004). A forma cronica da doenca é também
denominada Kalazar classica, que apresenta evolucdo prolongada. Esta se caracteriza
por febre irregular, emagrecimento progressivo, hepatoesplenomegalia, edema
generalizado, dispneia, cefaleia, dores musculares, dentre outros sintomas (ASHFORD,
2000; CHAPPUIS et al., 2007).

Na LVC, os cdes podem ser assintomaticos (auséncia de sinais clinicos sugestivos
da infeccdo por Leishmania), oligossintomaticos (presenca de adenopatia linfoide,
pequena perda de peso e pelo opaco) e sintomaticos, todos ou alguns sinais mais
comuns da doenca como as alteracdes cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, ulceras,
hiperqueratose). Entretanto, cées infectados podem permanecer sem sinais clinicos por
um longo periodo de tempo mas com intensa carga parasitaria na pele (CIARAMELLA
et al., 1997; REIS et al., 2009). Todos os sinais clinicos aparecem em proporcdes
variadas em cées sintomaticos e cada caso ndo necessariamente mostra todos esses,
embora, na grande maioria dos casos, a doenga comece com sintomas cutaneos e evolua

para sintomas viscerais apos um periodo de pré-paténcia variavel (OLIVA et al., 2006).
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2 4. Diagnostico das Leishmanioses

Apesar dos avancos cientificos as leishmanioses ainda constituem um importante
problema de satde publica. O diagnostico das leishmanioses consiste em um grande
desafio, e depende da associagdo clinica, epidemioldgica e laboratorial. Particularmente
em relacdo ao diagndstico laboratorial, existe uma auséncia de um teste que seja
considerado como padrdo-ouro para o diagnostico dos casos humanos e caninos, 0 que
se torna um problema para o controle dessa doenca. Alem disso, o diagnostico precoce €
fundamental para evitar danos permanentes e graves sequelas funcionais e reduzir a
prevaléncia da doenca (ALVAR et al., 2006).

2.4.1. Diagnostico Parasitologico

A observacdo das formas evolutivas do parasito é essencial para demonstrar a
origem da doenca, sendo considerada como um método de certeza para o diagndstico
das leishmanioses (SOLCA et al., 2012). O diagnostico parasitoldgico consiste na
visualizacdo direta das formas amastigotas do parasito em esfregacos de aspirado de
linfonodo, medula dssea, baco, figado, pele e sangue corados por Giemsa, Leishman ou
Panético®. E uma forma segura, simples, rapida, considerada um teste de confirmagao
classico para a LV, que apresenta alta especificidade, entretanto, sua sensibilidade é
influenciada pela experiéncia do analista técnico de laboratério, qualidade dos
reagentes, grau do parasitismo, tipo de material bioldgico coletado e do seu
processamento e coloracdo (LAURENTI, 2009; SRIVASTAVA et al., 2011). Quando
ndo € possivel demonstrar a presenca do agente infeccioso por microscopia ou através
da obtencédo do cultivo, pode-se recorrer a detec¢do dos acidos nucléicos dos parasitos,
utilizando-se a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (LOPEZ et al., 1993;
SUDARSHAN et al., 2014). E um dos métodos mais sensiveis e mais especificos para o
diagnéstico clinico de LV, que amplifica o DNA do parasito visando regides
conservadas especificas de Leishmania. O teste permite a deteccdo sensivel e especifica
do parasito, independentemente da espécie ou do género (LAURENTI, 2009;
SRIVASTAVA et al., 2011). Os fatores limitantes dessa técnica sdo restringidos aos
laboratérios bem equipados, em parte, devido a sua complexidade técnica; baixa
sensibilidade do método, devido a baixa carga do parasito ou a auséncia proviséria do

mesmo; além do elevado custo e dificil emprego em larga escala, principalmente para
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triagem em campo (DE RUITER et al., 2014; GONTIJO; MELO, 2004; MONDAL,
2010).

2.4.2. Diagndstico Imunolégico

A Dbase do diagndstico imunoldgico € detectar antigenos ou anticorpos anti-
leishmaniais nas amostras de sangue. O teste da imunofluorescéncia indireta (IFAT),
testes imunoenzimaticos (ELISA) e testes imunocromatograficos sdo os testes mais
comuns dessa classe diagnostica. Os testes sorolégicos foram desenvolvidos para
substituir metodos parasitologicos, de forma ndo invasora e com maior sensibilidade
(FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016; GRIMALDI et al., 2012).

A imunofluorescéncia indireta (IFAT) consiste na reagdo de soros com 0S
parasitos fixados em laminas de microscopia, sendo utilizado um conjugado
fluorescente para evidenciacdo da reacdo. (GRADONI, 2002; MAIA; CAMPINO,
2008). O IFAT pode ser preciso em areas ndo endémicas, mas sua acuracia diminui em
areas endémicas devido a complexidade da doenca (ADEL et al., 2016), podendo gerar
falsos positivos, , assim como resultados falsos negativos, muitas vezes, resultando em
propagacado da infeccdo, ja que esse teste parece subestimar a verdadeira prevaléncia de
infeccdo canina, ou levando a eutanasia injustificada de animais ndo infectados
((DANTAS-TORRES, 2012; GRIMALDI et al., 2012).

O ensaio imunoenzimatico ou ELISA (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”)
consiste na reacdo de anticorpos com antigenos sollveis e/ou purificados presentes em
amostras bioldgicas. E um teste sensivel, rapido, de facil execucéo e leitura (EL-AMIN
et al., 1986). A sensibilidade e a especificidade da técnica dependem diretamente do
antigeno usado (EJAZI; ALI, 2013). Antigenos brutos e sollveis de promastigotas e
amastigotas apresentam, comumente, reatividade cruzada com outros grupos de doencas
relacionadas e, dessa forma, diversos antigenos recombinantes tem sido clonados e
refinados para o diagnostico da doenca (MAIA; CAMPINO, 2008). A técnica de ELISA
vem sendo utilizada em substituicdo ao IFAT, visto as limitacdes de reprodutibilidade,
sensibilidade, especificidade e a dificuldade de adequagdo para triagem em massa,
quando comparado ao ELISA. (BOARINO et al., 2005; FARAHMAND et al., 2015).
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2.4.3.Diagnostico da LVC

Na leishmaniose visceral, o diagnostico é feito pela abordagem integrada e
combinacdo de sinais clinicos com testes parasitologicos ou soroldgicos. (SOLANO-
GALLEGO et al., 2017).

O diagndstico clinico da LVC é complexo porque o espectro de sinais clinicos e
anormalidades clinico-patologicas é amplo e, muitas vezes, ndo especifico (SOLANO-
GALLEGO et al., 2017). Uma caracteristica importante é a permanéncia da doenca
clinicamente inaparente por longos periodos. Dependendo da fase da doenca e das
condic¢des imunoldgicas, muitos caes infectados se apresentam assintomaticos. (EJAZI;
ALlI, 2013; GONTIJO; MELO, 2004).

Atualmente, a proteina recombinante mais importante para o sorodiagndstico da
LVC ¢ a rk39, que tem sido empregada tanto para o diagndstico, como para estudos
epidemioldgicos em humanos e cées, e candidato vacinal contra a LV (BURNS et al.,
1993; SUNDAR et al., 2007). O uso da rK39 tém demonstrado melhores resultados no
diagndstico de cdes assintomaticos do que de humanos com a doenca na forma sub-
clinica (SCALONE et al., 2002).

O diagndstico da LVC, até 2011, era baseado no uso de IFAT, um método
utilizado para confirmar os casos positivos de cées identificados pela técnica de ELISA.
A partir de 2011, visto as limitacbes de IFAT em relacdo & reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade e, para aumentar a acuracia no diagnéstico da LVC, o
Ministério da Saude determinou o uso do teste rapido imunocromatografico, contendo
0s antigenos recombinantes rK26 e rK39, o DPP® Dual-Path Platform (DPP; Bio-
Manguinhos/Fiocruz) para o screening de cées infectados e a ELISA, pelo kit EIE-
LVC® (Bio-Manguinhos/Fiocruz), constituido de antigenos de Leishmania major-like,
para confirmar os resultados positivos (BELO et al., 2017; COURA-VITAL et al.,
2014; GRIMALDI et al., 2012; SILVA et al., 2011).

Ressalta-se que esses testes apresentam sensibilidade variavel nos estagios iniciais
da doenca e a especificidade dos testes pode ser comprometida quando 0s mesmos séo
aplicados em areas endémicas da doenca; em animais saudaveis, mas vacinados; e em
cdes infectados com parasitoses relacionadas as leishmanioses como, por exemplo,
babesiose, ehrlichiose e doenca de Chagas (COURA-VITAL et al., 2014; FERRER et
al., 1995; SILVA et al., 2011; VIOL et al., 2012).
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Dessa forma, ndo ha disponivel um teste de sorodiagnostico que possa ser
considerado padrdo-ouro da LVC, o que requer a busca por um diagnostico que seja
preciso, sensivel, especifico e de baixo custo para a populacdo (BELO et al., 2017;
SINGH; SUNDAR, 2015).

2.4.4.Diagnosticoda LT

Um diagnostico definitivo de LT é feito através da combinacao de historia clinica,
dados epidemioldgicos e confirmagdo laboratorial, por testes parasitolégicos e
imunoldgicos. Uma associacdo entre duas ou mais técnicas fornece um diagndstico mais
valido, visto que os testes atualmente disponiveis ndo apresentam acuracia o suficiente
para serem considerados como padrdo-ouro. (GOMES et al., 2014).

A confirmacéo laboratorial € um elemento crucial para o diagnostico de LT, visto
que varias doencas podem apresentar manifestagdes semelhantes, produzindo um amplo
espectro de lesBes, por exemplo, na lepra, cancer de pele, tuberculose e micoses
cuténeas, 0 que torna o diagnostico clinico nem sempre simples ou imediato e 0 que
ressalta a importdncia de um diagndstico diferencial (ABUZAID et al., 2017;
GONTHNO; CARVALHO, 2003; REITHINGER et al., 2007).

Os testes de diagndstico parasitologico sdo especificos, uma vez que demonstram
a presenca do parasito pela visualizagdo das formas amastigotas em materiais de
bidpsia, devido a amplificacdo do DNA do parasito por PCR; pelo cultivo em meios de
cultura ou pela inoculacdo das biopsias em animais de laboratério susceptiveis
(BARRAL et al., 1987; LUNEDO et al., 2012; WEIGLE et al., 2002). Entretanto,
apesar da elevada especificidade, tais métodos apresentam limitacdes na sensibilidade,
devido a distribuicdo do parasito ndo ser homogénea nas amostras teciduais, ao tempo
de existéncia da lesdo além da coleta das amostras serem procedimentos invasivos
(GONTHNO; CARVALHO, 2003; GOTO; LINDOSO, 2010).

Os métodos imunoldgicos da LT incluem o teste de intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) para detectar hipersensibilidade retardada, imunofluorescéncia
indireta (IFAT) e imunoensaio enzimatico (ELISA) para pesquisar anticorpos. Os testes
de pesquisa de anticorpos sdo sensiveis e especificos, tendendo a maior sensibilidade
nas infec¢des causadas por L. braziliensis em comparagdo com doencgas causadas por L.
amazonensis, mas, estdo associados a reatividade cruzada com outras doencas,

principalmente doenca de Chagas e leishmaniose visceral (GOMES et al., 2014).
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O IFAT apresenta resultados variaveis na LT, devida a reduzida antigenicidade do
parasito ou pelos baixos niveis de anticorpos circulantes e, além disso, as falhas
metodoldgicas e a execucdo prematura desses exames, nos primeiros momentos de
infeccdo podem explicar as falhas de sensibilidade do teste (GOMES et al., 2014). De
maneira geral, a técnica de imunoadsorc¢édo por ligacdo enzimatica (ELISA) vem sendo
utilizada em substituicdo ao IFAT, por apresentar melhores parametros de sensibilidade
e especificidade (GOTO; LINDOSO, 2010).

A técnica de ELISA € considerada uma ferramenta importante para o
sorodiagnostico da LT e monitoramento da exposi¢cdo dos individuos em areas
endémicas da doenca. Assim como para a LV, com o uso de extrato soluvel de
Leishmania (SLA), a ocorréncia de resultados falsos positivos em casos de doenga de
Chagas foi documentada. Além disso, ha uma variacdo importante no preparo do SLA
que reflete na sensibilidade ao ELISA (DIAS et al., 2005; SATO et al., 2017; SOTO et
al., 1988).

Com o objetivo de aumentar a especificidade de ELISA no diagndstico de LV ou
LT, através da eliminacdo de epitopos de reacdo cruzada, o uso de antigenos
recombinantes vem sendo testado. Muitos antigenos recombinantes foram testados
quanto ao sorodiagndstico da LV canina ou humana, no entanto, poucas proteinas
recombinantes foram descritas como promissoras para o0 sorodiagnostico da LT
(LINDOSO et al., 2009; ROMERO et al., 2005; SILVEIRA et al., 2010).  Alguns
antigenos recombinantes como L. major Hsp60 (REY-LADINO. et al., 1997) e L.
braziliensis Triparedoxin peroxidase (DUARTE et al., 2015) foram testados e
demonstraram resultados promissores para o diagnoéstico da LT. O antigeno
recombinante L. infantum Hsp83 (CELESTE et al., 2004) também foi testado usando
um numero limitado de amostras cutdneas e mucocutdneas e mostrou 100% de
reatividade, curiosamente, sem qualquer reacdo cruzada com amostras de doenga de
Chagas. Considerando esses dados, o desenvolvimento de ensaios usando antigenos
recombinantes deve ser contemplado (GOTO; LINDOSO, 2010).

2 5. Prohibitina

Em eucariotos superiores, a proteina Prohibitina esta envolvida em eventos como
a proliferacdo celular (JOSHI et al., 2003), envelhecimento (COATES et al., 2001),
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apoptose (JOSHI et al., 2003), maturacéo das células B (WOODLOCK et al., 2001) e a
manutencdo da integridade mitocondrial (NIJTMANS et al., 2000).

Em um estudo realizado sobre Prohibitina de L. donovani, a proteina demonstrou
ser uma proteina de superficie ancorada por glicofosfatidilinositol (GPI). A presenca de
anticorpos anti-Prohibitina durante a interacdo macrofago-Leishmania in vitro reduziu a
infeccdo, demonstrando uma correlagdo positiva entre a expresséo da Prohibitina na
superficie e 0 aumento da infectividade e; além de ser capaz de gerar uma forte resposta
humoral em pacientes com leishmaniose visceral (JAIN et al., 2010), o que reforca seu
potencial como marcador diagnostico para a doenca.

As ferramentas protedmicas tém sido consideradas importantes para as atribui¢des
funcionais potenciais das proteinas, incluindo aquelas previamente identificadas pela
gendmica como hipotéticas, o estudo de possiveis alvos de drogas, mecanismos de
resisténcia a medicamentos, identificacdo de fatores de viruléncia em parasitos de
Leishmania, potenciais candidatos a vacinas e novos marcadores para o diagnostico
(AGALLOU et al., 2016; CUERVO et al., 2007). Segundo Negréo, Eberlin e Giorgio
(2017), as abordagens protedbmicas sdo capazes de revelar detalhes a nivel molecular
entre hospedeiros, parasitos e vetores e, com esta tecnologia, pode ser possivel
selecionar proteinas que podem ser usadas como biomarcadores que caracterizam, por
exemplo, lesBes cutaneas benignas e lesdes cutaneas que se expandiram para as regioes
mucosas.

As abordagens imunoprotebmicas tém sido usadas como estratégia para
identificar novas moléculas de Leishmania, onde anticorpos anti-Leishmania em soros
humanos e caninos reconhecem proteinas relevantes nos extratos de parasitos
(ABANADES et al, 2012; ALCOLEA et al, 2016; NEGRAO; EBERLIN;
GIORGIO,2017.). Em estudo recente de imunoprotedbmica realizado pelo nosso grupo
de pesquisa (COELHO et al., 2012), a proteina Prohibitina foi reconhecida por soros de
cdes com leishmaniose visceral, em extrato de amastigotas de Leishmania infantum.
Uma vez que a forma amastigota é o estdgio do parasito que sobrevive dentro dos
hospedeiros mamiferos e € responsavel pelo desenvolvimento da doenca ativa, 0s
pesquisadores tém se concentrado na identificacdo de proteinas imunorreativas no
proteoma de amastigotas (AGALLOU et. al., 2016). Todos esses dados sugerem, dessa
forma, o potencial da Prohibitina como possivel marcador diagnostico para a doenca.



32

3 OBJETIVOS

3 1. Objetivo geral

Avaliar a proteina Prohibitina em sua forma recombinante e seu peptideo sintético
para o diagndstico sorologico da leishmaniose visceral canina e da leishmaniose

tegumentar.
3 2. Objetivos especificos

» Clonar, expressar e purificar o gene da proteina recombinante Prohibitina;

» ldentificar e sintetizar epitopos especificos de linfécitos B da proteina utilizando,
para tal, algoritmos e programas de bioinformética disponiveis na internet para a

selecdo fisico-quimica e predicdo das sequéncias de aminoécidos de interesse;

» Avaliar a reatividade dos anticorpos provenientes das amostras de soros de cées
com LV sintomatica e assintomatica, de soros de cdes saudaveis e residentes em
areas endémicas ou ndo endémicas de LV; de soros de animais imunizados com
a vacina Leish-Tec® e soros de cées infectados por outros parasitos, tais como
Trypanosoma cruzi e Ehrlichia canis; frente a proteina recombinante Prohibitina

e ao seu peptideo sintético, para o sorodiagnostico da LVC,;

» Avaliar a reatividade dos anticorpos provenientes das amostras de soros de
pacientes infectados apresentando um estado de LT sintomatica, tanto na forma
cuténea (LC) como na forma mucosa (LM); de individuos saudaveis residentes
em uma area endémica de LT; bem como amostras de soros de individuos

infectados com Doenca de Chagas; para o sorodiagnostico da LT;

» Auvaliar os parametros de sensibilidade e especificidade obtidos frente a proteina
recombinante Prohibitina e ao peptideo sintético.
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4 MATERIAIS E METODOS

4 1. Aspectos Eticos

O estudo foi realizado de acordo com a Declaracdo de Principios de Helsinquia e
todos os pacientes receberam uma copia individual da politica de estudo, que foi revista
por uma pessoa independente. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG (COEP/UFMG), com o numero de processo CAAE—-323431.14.9.0000.5149.
O comprovante e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) sdo
apresentados nos anexos 2 e 3. Com relacdo a pesquisa usando caes, 0s soros no estudo
fazem parte do projeto aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFOP
(CEUA / UFOP), sob o numero de protocolo 52/2014 (ANEXO 1) em colaboragdo com

o professor Dr. Bruno Mendes Roatt.
4 2. Delineamento do projeto

No presente estudo, propomos a avaliacdo da proteina Prohibitina em sua forma
recombinante e de seu peptideo sintético no diagndstico sorolégico da leishmaniose
tegumentar e da leishmaniose visceral canina. Primeiramente, Prohibitina foi
identificada em um estudo de imunoprotedmica recente, no qual foi reconhecida em
extrato de amastigotas de Leishmania infantum por anticorpos de cdes com LV,
demonstrando antigenicidade. A partir disso, 0 gene da proteina Prohibitina foi clonado,
expressado e purificado. Posteriormente foi feita a predicdo de epitopos de células B,
por bioinformatica, e sintese dos peptideos sintéticos; finalmente os ensaios soroldgicos
utilizando a proteina recombinante Prohibitina e seu peptideo sintético, além dos
extratos soltveis de Leishmania, como antigenos comparativos, foram realizados frente
a um painel sorolégico canino e humano. A partir desses ensaios, 0S parametros

diagnosticos de cada antigeno foram analisados estatisticamente.
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Identificagdo da Proibitina em abordagem
imunoprotedmica recente

|
Clonagem, expresséo e purificagdo da
Proibiina

Predi¢ao de epitopo de células B por
bioinformatica e sintese do peptideo

Ensaios soroldgicos para LVC e LTH

|
‘ Analise Estatistica

Figura 4. Fluxograma da sequéncia de experimentos realizada no projeto.

4 3. Amostras de soros caninos

Para a avaliacdo da antigenicidade da proteina rProhibitina, foram utilizadas 301
amostras de soro de cdes (Canis familiaris), compostas por machos (n=151) e fémeas
(n=150) de diferentes racas e idades. Os soros positivos para LVC foram selecionados
com base em dois testes soroldgicos da Biomanguinhos (Fiocruz, Brasil): IFAT (IFAT-
LVC Bio-Manguinhos kit) e ELISA (EIE- LVC Bio-Manguinhos kit) e pelo teste de
PCR. Soros com titulo < 1/40 no IFAT e identificados abaixo do valor do ponto de corte
indicado pelo fabricante foram considerados negativos. Animais com titulo de IFAT >
1/40 e valor de absorbancia acima do ponto de corte foram considerados positivos. Os
animais com LV sintomética (LVCS) (n=71) foram positivos nos testes IFAT, ELISA e
PCR, e apresentaram trés ou mais sinais clinicos da doenca, como perda de peso,
alopecia, adenopatia, onicogrifose, hepatomegalia, conjuntivite e dermatite esfoliativa
no focinho, cauda ou pontas das orelhas. Animais assintomaticos (LVCA) (n=14)
também apresentaram resultados parasitolégicos e sorolégicos positivos, entretanto, nao
apresentavam sinais clinicos da doenca. Soros de animais saudaveis foram selecionados
de area endémica (CSAE) (n=76) (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e ndo
endémica (CSANE) (n=40) (Pocos de Caldas, Minas Gerais, Brasil) para as
leishmanioses e apresentaram resultados sorologicos, moleculares e clinicos negativos.

Amostras de soros de animais saudaveis, mantidos isolados em canil e imunizados com
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a vacina Leish-Tec® (CSV) (n=79) e de animais experimentalmente infectados com T.

cruzi (Tc) (n=11) e E. canis (Ec) (n=10) também foram utilizadas nos ensaios.
4 4. Amostras de soros humanos

Para a avaliacdo da antigenicidade da proteina rProhibitina, foram utilizadas 113
amostras de soro, sendo essas obtidos de individuos infectados apresentando um estado
de LT sintomatica (n = 20 para LC e n = 39 para LMC); de individuos saudaveis
residentes em uma area endémica de LT (Controle) (n = 45) (Belo Horizonte); bem
como amostras de soros de individuos infectados com Doenca de Chagas (DC) (n = 09).
O diagndstico de LT foi confirmado quando, além de caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas, os parasitos foram visualizados em esfregacos corados com Giemsa de biopsias
cutaneas (LC) ou mucosas (LM). Essas amostras de pacientes, quando submetidas a
PCR, apresentaram resultados positivos para KDNA de L. braziliensis. Além disso,
nenhum destes pacientes foi tratado com medicamentos antileishmaniais. Os individuos
saudaveis ndo apresentaram nenhum sinal clinico ou sintoma de leishmaniose. A
infeccdo da Doenca de Chagas (com T. cruzi) foi confirmada pela hemocultura e usando
o recombinante Chagatest® kit ELISA recombinante v.4.0 (Wiener lab), bem como o

Chagatest® hemagglutination inhibition (Wiener lab).
4 5. Parasitos

A obtencdo dos extratos sollveis de Leishmania (SLA) de L. infantum (SLALI) e
L. braziliensis (SLALD) foi feita a partir de cerca de 2 x 108 promastigotas/mL, durante
a sua fase log. Os parasitos foram centrifugados a 4,000 x g, lavados trés vezes com
adicdo de 5 mL de Tampdo Fosfato Salino (PBS) estéril. Apés cinco ciclos consecutivos
de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido, a suspensdo celular foi
centrifugada com uma forca de 8,000 x g por 20 minutos a 4°C e aliquotas foram
etiquetadas e estocadas em freezer a - 80 °C (COELHO et al., 2003). Uma estimativa da
concentracdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico do Acido
Bicinconinico (BCA), utilizando o kit Protein Assay Reagent (Thermo Scientific), de

acordo com as recomendac0es do fabricante.
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4 6. Obtencao e andlise das sequéncias da proteina

A andlise in silico da sequéncia da proteina Prohibitina de L. infantum
(XP_001468827) consistiu na procura de semelhanca entre sequéncias depositadas,
através da ferramenta de bioinforméatica BLAST em bancos de dados de proteinas ndo
redundantes e em comparacdo com bancos de dados de outras espécies de Leishmania,
cujos genomas foram sequenciados ou estdo na fase de anotacédo, sendo eles: L. major
(XP_003722404), L. donovani (XP_003864600), L. braziliensis (XP_001568126), L.
guyanensis (CCM18788) (todos disponiveis em www.genedb.org). O programa de
alinhamento multiplo baseado em Cobalt (Constraint-based Multiple Alignment Tool)
disponivel em (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi) foi utilizado para
o alinhamento e a anélise das sequéncias. Partindo da sequéncia génica codificadora da
proteina, um par de iniciadores foi desenhado para permitir a amplificacdo do gene de
interesse, por meio da técnica de PCR. Os primers Forward e Reverse (Eurofins
mwg/operon), descritos abaixo, foram desenhados de acordo com a sequéncia da regido
ORF do DNA genbmico para L. infantum, sendo eles: F — (5’-
GCTAGCATGGCGGCCGAGGCGCGGAA - 3%) R — (5°-
AAGCTTTTACTTCGCCCCGGAATG -3’). Um epitopo de células B predito
conformacional, presente na proteina Prohibitina foi sintetizado. O peptideo contendo a
sequéncia: YNRTYGETLRDHGNGRYY foi predito utilizando uma combinacdo de
resultados de trés algoritmos: ABCpred Prediction Server (SAHA; RAGHAVA, 2006);
0 algoritmo de escala de acessibilidade Emini, como descrito por Emini et al. (1985) e;
Epitopia, como descrito por Rubinstein et al. (2009). O peptideo contém uma
combinacdo de aminodcidos de duas regides proteicas diferentes da proteina:
YNRTYGE (58-64 posicdes) e TLRDHGNGRYY (261-271 posicoes). O peptideo foi
sintetizado pela técnica de F-moc (MERRIFIELD, 1963), seguindo modificacfes
descritas por Machado-De-Avila et al. (2011) e, posteriormente, utilizado nos ensaios

soroldgicos.
4 7. Clonagem do gene da proteina Prohibitina

4.7.1. Extracdo do DNA gendmico dos parasitos

Parasitos das cepas MHOM/BR/1970/BH46 de Leishmania infantum e
MHOM/BR/1975/M2903 de L. braziliensis foram cultivados em meio de cultura
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Schneider’s (Sigma-Aldrich) completo, constituido por meio Schneider’s acrescido com
20% de soro fetal bovino inativado (Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 unidades por
mililitro (U/mL) de penicilina e 100 microgramas por mililitro (pug/mL) de
estreptomicina, pH 7,4. Os parasitos foram cultivados a 24°C e repiques das culturas
foram efetuados de cinco em cinco dias, periodo que os parasitos apresentavam-se em
fase logaritmica de crescimento. Estoques de parasitos foram mantidos em nitrogénio
liquido a -196°C. O DNA genbmico foi extraido conforme descrito por Piarroux et al.
(1993). Para verificar a qualidade e a quantidade do material obtido, foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose 1% peso por volume (p/v) (Sigma) em tampdo TAE
(constituido de Tris 40mM, &cido acético 20 mM e EDTA 1 mM). O gel foi submetido
a uma corrente de 80 volts (V) e corado com brometo de etidio (10 pg/mL). A dosagem
foi realizada em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, e a

amostra foi armazenada a -80°C.
4.7.2. Amplificacdo das sequéncias génicas por PCR

A regido codificadora da proteina foi amplificada por PCR, utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores complementares ao fragmento, que apresenta cerca de 879
pares de bases (pb).

Sitios de restricdo para as enzimas Nhel e Hindlll foram inseridos na sequéncia da
proteina. Para a reacdo de amplificacdo, foi preparado um mix de reacdo com 10,0 uL
da 5X Green GoTag® Reaction Buffer (Promega) (5X) (para uma quantidade final de
1x) (Go Taq Buffer (Promega) (5X) possui 7,5 mM de MgCl. A concentragéo final de
MgCl> geralmente utilizado em uma rea¢ao de PCR ¢ de 1,5 mM); 5,0 uL de dNTP’s
(2,0 mM) (para uma quantidade final de 0,2 mM); 2,5 uL do primer F (10 uM) (para
uma quantidade final de 0,5 uM); 2,5 pL do primer R (10 puM) (para uma quantidade
final de 0,5 uM); 0,25 uL da GoTag® DNA Polymerase (5u/ul) ) (para uma quantidade
final de 1,25 U); 1,0 uL do DNA genoémico (100 ng/uL) (para uma quantidade final de
100 ng); e &gua ultra-pura gsp para um volume final de reacdo de 50 uL (28,75 uL de
agua UP).
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A termociclagem foi padronizada em um ciclador térmico (Tonegen Palm,
Tonederm), utilizando-se os seguintes parametros:

Passo 1 — Desnhaturacao a 95 °C por 5 min.

Passo 2 — Desnaturacdo a 95 °C por 30 seg;

Anelamento a 60 °C por 30 seg; 35 ciclos

Extensédo a 72 °C por 1 min e 30 seg.

Passo 3 — Extenséo final a 72 °C por 5 min.

Estocagem 4 °C — indefinido.

Apos a reacdo, o produto da PCR foi aplicado em um gel de agarose 1% a 100
volts em tampdo TAE 1X (4,8 g/L Trisbase pH 8,0, 1,14 mL &cido acético glacial e 2
mL EDTA 0,5 M), contendo brometo de etidio (0,3 pg/uL) (Bio-Rad). O produto da
PCR foi quantificado utilizando o comprimento de onda 260/280 nm no aparelho
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific).

Apo0s a separacdo em gel de agarose, a banda de interesse foi excisadautilizando
uma lamina de bisturi e a mesma foi submetida a purificacdo do DNA amplificado,
utilizando o kit lllustraTM GFXTM PCR DNA Gel Band Purification (GE Healthcare)
para obtencdo do DNA purificado.

4.7.3. Ligagao do gene em pGEM®-T Easy Vector Systems

O produto da amplificacdo do gene Prohibitina foi ligado ao vetor de clonagem
pGEM®- 26 T Easy Vector Systems (Promega). Esse plasmideo contém um gene de
resisténcia a ampicilina e B-galactosidase, além de sitios para enzimas de restri¢do. Para
cada reagdo de ligacdo, foi preparado um mix contendo 5 pL de 2X Rapid Ligation
Buffer, 1 uL de p-GEM-T Easy Vector e 1 pL de T4 DNA Ligase, adicionado em um
tubo contendo 3 pL de produto de PCR purificado. A ligacdo do inserto ao vetor
ocorreu a 4°C, durante um periodo de tempo de 16 h. Posteriormente, o produto foi

armazenado em freezer a -20°C.
4.7.4. Preparo e transformacéo de bactérias Escherichia coli XL1blue

Células competentes E. coli XL1blue foram preparadas através da técnica de
cloreto de calcio, segundo Sambrook et al. (1989). Para a transformagdo, 2 pL do

produto de ligagcdo (pGEM-Prohibitina) foi adicionado a 50 uL. de células competentes
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XL1-Blue previamente armazenadas a -80°C. O material foi incubado em gelo durante
15 min, seguindo de choque térmico a 42°C por 90 seg e nova incubacdo em gelo por
mais 5 min. Foram adicionados 300uL de meio de cultura 2XYT estéril no tubo de
transformacdo e procedeu-se a incubacdo a 37°C por 1 h e 30 min, em constante
agitacdo. Placas constituidas por 20 mL de meio de cultura 2XYT sélido autoclavado
(10 gramas (g) de extrato de levedura, 16g de triptona bacterioldgica, 5g de NaCl e 15¢g
de agar bacterioldgico, para cada 1L de solugdo, em pH 7,4) suplementado com 20uL
de ampicilina 100mg/mL, 40ul de Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG,
100mM) e 20uL de 5-bromo-4-cloro-indolil-p-D-galactopiranosideo (X-Gal, 50mg/mL)
foram utilizadas para plaquear 250uL da bactéria transformada, sendo utilizada duas
placas para tal, uma delas plagueada com 50 uL e a outra com 200 uL. As placas foram
incubadas a 37°C por periodo de 16 h e a visualiza¢do das coldnias isoladas brancas
indicaram células recombinantes que apresentaram o plasmideo com o amplicon
inserido. Estas col6nias foram submetidas a reacdo de PCR utilizando 2 pg de
iniciadores especificos para a regido M13 do vetor e a enzima Tag DNA Polimerase
(Pht) para confirmar a presenca do amplicon no sitio de clonagem, de acordo com as

recomendacdes técnicas do fabricante.
4.7.5. Extracdo de DNA Plasmidial

Os clones positivos, obtidos na etapa anterior, foram adicionados a 5 mL de meio
de cultura 2XYT liquido contendo 5 mL de ampicilina (EMS) (100mg/mL), e incubadas
por 16 horas a 37°C, sob agitacdo e a 200 rpm. A partir desta cultura foi realizada a
extracdo do DNA plasmidial utilizando o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega).

O plasmideo contendo o inserto, assim como o vetor de expressao pQE30, foram
submetidos a digestdo utilizando-se Spg dos mesmos, 15U das endonucleases de
restricdo Nhel e Hindlll (Promega), tampdo especifico para as endonucleases (Promega)
e agua ultra-pura, para um volume final de 30 uL de reacdo. A digestdo ocorreu a 37°C
durante 5 horas e, em seguida, os produtos foram confirmados em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio e, as respectivas bandas obtidas foram excisadas e
purificadas com o kit Invisorb® Fragment CleanUp (Invitek) para nova ligacdo do

inserto no plasmideo de expressao pQE3O0.
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4.7.6. Sequenciamento do gene

Apobs a clonagem em vetor pGEM-T®, a amostra do plasmideo purificado foi
separada para a realizacdo do sequenciamento automatico de DNA de alta qualidade e
para a confirmagdo das identidades do inserto Prohibitina e do vetor (0 GEM-T). O
sistema utilizado para o sequenciamento foi o MegaBACE 1000 DNA Sequencing
System (GE Healthcare), no qual as reacGes de sequenciamento séo feitas utilizando o
DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit Cycle Sequencing e as corridas sdo realizadas
utilizando o MegaBACE™ Long Read Matrix. As sequéncias foram analisadas pelo
software Sequence Analyser versdo 3.0. Os sequenciamentos foram realizados e
analisados pelo Nucleo de Anélise de Genoma (NAGE), do Departamento de
Bioguimica e Imunologia do ICB, UFMG.

MALERRRFRMNAY GEFGN I IGMIATLVGVECVIIYALYESVEFEVPGEERAVE
FNCITGLYNRTYGEGANFATPFLETEVVEFDIRNEPIEVPTASGSEDLOTV
NMAVEVLYQPNVENLYHIYRHIGVNYAETVLPSLINEIIRAVIAQFNASD
LLIRRPEVSHRIGVMLAERARRFNIDITDVSITOMSEGREY THNAVEARQV
AOCOMAERARFRVEQRAECQERQAATLLACGEAEAATTL.VGNAVEENFAFLELR
GLEAARRTIARTLRDHGNGRYYLD3SDSLYVNVEDLEIDHSGTE

Figura 5. Sequéncia de aminoacidos da proteina recombinante Prohibitina.
4.7.7. Clonagem do gene em vetor de expressao

O inserto e o vetor pQE30 digeridos foram ligados utilizando a enzima T4 DNA
Ligase (Thermo Scientific), de acordo com as recomendacdes técnicas do fabricante. A
concentracdo do inserto utilizado na reacdo de ligacdo foi calculada através da seguinte

férmula, utilizando-se uma razéo de 8x1:

ng de inserto = (ng de vetor x tamanho do inserto em Kb) x 8
(tamanho do vetor em Kb) 1
As reagdes de ligacdo ocorreram a 4°C por 16 h, levando a formacao do vetor de
expressao pQE30-Prohibitina.
Na etapa de transformacgdo, seguiu-se o mesmo protocolo citado para a
transformacéo das células XL1blue por pGEM, porém utilizando células competentes E.

coli M15, previamente armazenadas a -80°C. As culturas foram plaqueadas em meio de
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cultura 2XYT so6lido acrescido com os antibidticos canamicina (25ug/mL) e ampicilina
(100pg/mL).

Para confirmar a presenca dos insertos, os plasmideos foram extraidos pelo
método de lise alcalina e os DNAs das coldnias recombinantes foram submetidos a
digestdo enzimatica com as endonucleases especificas, sendo que um novo gel de
agarose a 1% foi realizado para a confirmacdo dos insertos. Aliquotas das bactérias
transformadas foram estocadas em glicerol 16%, a -80°C.

4 8. Expressao e Purificacdo da proteina recombinante

Para o teste de expressdo da proteina, foi realizado um experimento piloto
utilizando 10 mL de cultura da bactéria transformada. Apos a densidade 6tica (DO) da
cultura alcancar aproximadamente uma leitura de 0,6, em comprimento de onda de
600nm, uma aliquota de 1 mL foi removida, sendo correspondente ao tempo ndo
induzido (T0). A cultura foi induzida com 1 mM de IPTG (isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside, Promega) e 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3) e 4 h (T4) ap6s a inducao,
aliquotas de 1 mL foram retiradas para confirmacdo da expressao em gel SDS-PAGE. A
proteina foi expressa em maior concentracdo apos um periodo de 4 h de inducdo, em
temperatura de 37°C.

Para a purificacdo em larga escala, a expressdo da proteina foi realizada em 2L de
cultura. Para a lise das bactérias, os pellets foram ressuspendidos em 40 mL de tampéo
de ligacdo [20mM de uma solucdo fosfato de sodio, pH 8,0 (77,4 mL de uma solucédo
fosfato dibasico 1 M em 22,6 mL de uma solu¢do fosfato monobéasico 1 M), 500mM
NaCl, 5mM Imidazol, ImM B-mercaptoetanol e 8M ureia], submetidos a 6 ciclos de
ultrassom (20 seg cada, 90MHz) e centrifugadas a 13.000 rpm durante 20 min a 4°C,
sendo que os sobrenadantes foram analisados por SDS-PAGE. A proteina foi entdo
transferida para colunas empacotadas com Niquel, lavadas com tampdo de ligacdo
seguido por tampéo de lavagem (20mM solugéo fosfato pH 8,0, 500mM NaCl, 20mM
imidazol e 1mM f-mercaptoethanol, 8M Ureia). As elui¢gdes foram realizadas em
tampéo de eluicdo (20mM solucédo fosfato, pH 8,0, 500mM NaCl, 500mM imidazol,
1mM B-mercaptoethanol, 8M Ureia) e a proteina foi dialisada frente a PBS1x.

A proteina purificada foi dosada pelo método de BCA e aplicada em gel de
eletroforese SDS-PAGE 12,5%. O peso molecular da proteina, de aproximadamente
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32,3 kDa, foi confirmado quando comparado com proteinas presentes no padrédo

molecular (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Cientific).
4 9. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

As amostras obtidas nos ensaios de expressdo e purificagdo foram submetidas a
separacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando Bis-acrilamida 40%. O
gel de separacédo a 12,5% foi preparado utilizando 1,5 M de Tris-HCI pH 8,8, 0,01% de
SDS, 0,5% (v/v) de persulfato de amoénio e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de
concentracéo foi preparado de modo semelhante ao de separacdo, mas utilizando 1,5 M
de Tris-HCI, pH 6,8. O tampdo de amostra (10% de SDS, 0,5 mM de Tris-HCI pH 6,8,
1% de azul de Bromofenol, 5% de 2-B-mercaptoetanol e 10% de glicerol) foi
acrescentado e as amostras foram pré-aquecidas durante 5 minutos para a desnaturagédo
das proteinas e, posteriormente, aplicadas no gel para a separacdo eletroforética. A
eletroforese foi realizada utilizando tampé&o de corrida (25 mM de Tris-HCI, 192 mM de
glicina e 0,1% de SDS, em pH 8,3), sob a voltagem de 80V até a entrada no gel
separador e de 100V até o final da corrida eletroforética. O gel foi corado pelo azul
brilhante de Comassie (Comassie Blue R250 em etanol a 50% e &cido fosforico a 10%)
e descorado por lavagens sucessivas com solucdo descorante (&cido acético 10%,
metanol 50% e &gua destilada 40%).

4 10.Western-Blot

Os experimentos de Western-Blot foram realizados para confirmacéo da proteina,
como descrito por Towbin et al. (1979), com modificacdes. Apos o preparo do gel SDS-
PAGE, 10 nug da proteina foram aplicados e a corrida eletroforética foi realizada a 100
V. A proteina foi transferida do gel para uma membrana de nitrocelulose (NC, poro de
0,2 um, Sigma) em tampao de transferéncia (0,192 M glicina, 0,025 M tris e metanol
20%), a 100 V por 1 h e 30 min. A membrana foi bloqueada com PBS-T 1x (PBS 1x,
pH 7,4 e Tween 20 a 0,05% v/v), e albumina bovina a 5%, por 1 h, e posteriormente,
lavada com PBS-T 1x. A membranas foram incubadas durante 2 h a temperatura
ambiente com anticorpo monoclonal anti-poly His conjugado a enzima peroxidase
(Sigma Aldrich) na diluicdo 1:5000 em PBS-T 1x (1:10.000). Apos realizagdo das
lavagens com PBS-T 1x, seguida por PBS 1x, o substrato (cloronaftol 12,5 mg, metanol
4%, diaminobenzidina 25 mg, 20 pL de peroxido de hidrogénio (H202) 20 vol. e PBS
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1x para um volume final de 50 mL) foi acrescentado para a revelacdo da reacdo. A

reagdo foi interrompida com agua destilada e a membrana foi seca em papel de filtro.
4 11.ELISA para Diagnostico da LVC

Foram realizadas curvas de titulagcdo a fim de determinar as concentragdes mais
apropriadas dos antigenos e a diluicdo dos soros para 0s experimentos. Placas de
microtitulacdo de 96 pocos (Falcon®) foram sensibilizadas com rProhibitina (1,0 pg) ou
SLA L. infantum (0,5 pg), diluidos em 100 puL de tampdo de sensibiliza¢do (carbonato
de sodio 0,1M e bicarbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6). As placas foram lavadas com
PBS-T e bloqueadas por 1 h a 37°C. Apoés serem lavadas, as placas foram incubadas
com 100pL por poco de soros de cdes individuais, em duplicata, tendo sido diluidos a
1:100 em PBS-T. Apos incubacédo por 1 h a 37°C, as placas foram lavadas novamente e
100 pL do anticorpo anti-lgG de cdo (Sigma) conjugado a peroxidase foi utilizado em
uma diluicdo de 1:2.500 em PBS-T 1x por 1 h a 37°C. Para o peptideo, seguiu-se o
mesmo protocolo, contudo, a sensibilizagdo do mesmo ocorreu com 10 ug do mesmo
diluido em 50 pL de agua UP, no shaker a 37°C, para secagem do contetdo no poco,
por um periodo overnight; com uma diluicdo de soros de cées individuais de 1:250 e do
anticorpo anti-IgG de cdo (Sigma) conjugado a peroxidase em uma diluicdo de 1:1000.

As placas foram lavadas e incubadas com 100 pL da solugdo reveladora [10 mL
de tampdo citrato-fosfato (Na2HPO4 24 mM e &cido citrico 17,5 mM para 1 L de &gua
destilada, pH 5,0), 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) e 2 uL. de H202] 29 durante 30
min e ao abrigo da luz. A reacdo de revelagéo foi parada adicionando-se 25 pulL de 2N
H2SO4 e a leitura ocorreu em comprimento de onda de 492 nm em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada). Controles positivos e negativos foram

utilizados em todas as placas.
4 12.ELISA para Diagnosticoda LT

Foram realizadas curvas de titulacdo a fim de determinar as concentragfes mais
apropriadas dos antigenos e a diluicdo dos soros para 0s experimentos. Placas de
microtitulacdo de 96 pocos (Falcon®) foram sensibilizadas com rProhibitina (0,5 pg) ou
SLA L. braziliensis (1,0 pg), diluidos em 100 pul de tampdo de sensibilizagdo
(carbonato de sédio 0,1M e bicarbonato de sédio 0,05 M, pH 9,6). As placas foram

lavadas com PBS-T e blogueadas por 1 h a 37°C. Apo6s serem lavadas, as placas foram
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incubadas com 100uL por pogo de soros humanos, em duplicata, tendo sido diluidos a
1:100 em PBS-T. Apos incubacédo por 1 h a 37°C, as placas foram lavadas novamente e
100 uL do anticorpo anti-lgG de humano (Sigma) conjugado a peroxidase foi utilizado
em uma diluicdo de 1:5.000 em PBS-T 1x por 1 h a 37°C. Para o peptideo, seguiu-se o
mesmo protocolo, contudo, a sensibilizagdo do mesmo ocorreu com 10 ug do mesmo
diluido em 50 pL de agua UP, no shaker a 37°C, para secagem do conteido no pogo,
por um periodo overnight; com uma diluicdo de soros dos individuos de 1:50 e do
anticorpo anti-lgG de humano (Sigma) conjugado a peroxidase em uma diluicdo de
1:5000.

As placas foram lavadas e incubadas com 100 pL da solugdo reveladora [10 mL
de tampdo citrato-fosfato (Na2HPO4 24 mM e &cido citrico 17,5 mM para 1 L de &gua
destilada, pH 5,0), 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) e 2 uL de H202] 29 durante 30
min e ao abrigo da luz. A reacdo de revelagéo foi parada adicionando-se 25 puL de 2N
H2SO4 e a leitura ocorreu em comprimento de onda de 492 nm em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada). Controles positivos e negativos foram

utilizados em todas as placas.
4 13.Analise Estatistica

Os resultados foram analisados usando o GraphPad PrismTM (version 6.0 for
Windows) e Winpepi (versdo 11.0 para Windows). O valor médio da densidade Otica
(DO) foi calculado subtraindo a DO do branco com a DO de cada amostra de soro,
usando os valores obtidos nos ensaios de ELISA. Além disso, valores outlier foram
avaliados utilizando o teste de ROUT e foram excluidos da analise estatistica. Foi
estabelecido o limite inferior de positividade (cut-off) para os antigenos com
sensibilidade e especificidade ideal, usando a confec¢do das curvas ROC (Receiver
Operator Curve). A acuracia foi avaliada de acordo com a &rea sobre a curva (AUC),
em relacdo as curvas ROC; considerando um intervalo de confianca (IC) de 95%. As
curvas ROC foram plotadas com os valores das amostras de soro dos com LVC
sintomaticos ou LVC assintomaticos versus aqueles do grupo controle (cées saudaveis
de area endémica e ndo endémica de LVC, cdes vacinados com Leish-Tec®, cdes com
doenga de Chagas e cdes com erlichiose); assim como para LT, as curvas ROC foram
plotadas com os valores das amostras de soro dos individuos com LC ou LM versus

aqueles do grupo controle (individuos saudaveis e pacientes com doenca de Chagas), de
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acordo com um método de classificacao “doente/ndo-doente”. Além disso, foi utilizado
o teste t de Student ndo-pareado para comparar as diferencas entre os valores dos grupos
LVCS e LVCA, com o grupo néo infectado e; dos grupos LC e LM, com o grupo néo
infectado; bem como o teste exato de Fisher para comparar o desempenho diagnostico
nas ELISAs. Na etapa de analise do desempenho das ELISAS, os seguintes parametros
foram avaliados: sensibilidade (Se), especificidade (Es), AUC e acurécia (AC). As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS

5 1. Andlise das Sequéncias em Bancos de Dados

No presente estudo, a proteina Prohibitina se mostrou altamente conservada entre
as espécies de Leishmania sp. analisadas, com indices de similaridade de 99% com L.
major (XP_003722404) e L. donovani (XP_003864600) e; 98% com L. braziliensis
(XP_001568126), L. guyanensis (CCM18788). Além disso, o epitopo conformacional
de células B da proteina foi encontrado em todas as proteinas das diferentes espécies
analisadas, o que também reforca seu potencial como candidato a diagndstico tanto para

a LT, como paraa LVC, conforme a proposta do trabalho (Figura 6).

L. infantum (XP_001468827) 1 MAAEARKKMNAYGGEGNITGMSALYGVGCVS IYALYKSIF FVP GGF RAVEFNCITGYNRTYGEGANFAL 70
L. donovani (XEB_003864600) 1 MAAE ARKKMNAYGGFGNITGMS ALV GVGCVS IYALYKSIF FVP GGF RAVKENCITGHY NRTYGESANFAL 70
L. major (Xp_003722404) 1 MAAEARKKMNAYGGEGNIIGMSALVGVGCVS IYALYKSVE FVP GGE RAVKENCITGI Y NRTYGEGANFAT 70
L. braziliemsis (XP_001568126) 1 MAAEARKKMNAYGGEGNIVGMSALVGVGCVS IYALYKSVE FVP GGF RAVKENS ITGL Y NRTYGEGANFAL 70
L. guyanensis (CCM18788) 1 MAAEARKKMNAYGGFGNIVGMS ALV GVGCVS IYALYKSVE FVP GGF RAVKENSITGIY NRTYGEGANFAL 83
L. infantum (XP_001468827) ! PFLETEVVFD IRNKPIEVP TAS GSRDLQTVHMAVRVL YQP NVENLYHIYRHIGUNYAETVLPSLINEIIR 140
L. donovani (XP_003864600) 7 PPLETPVVED IRNKPIEVP TASGSRDLOTVNMAVRVL YQPHVD NLYHIYRHI GYNYAETVLPSL INEIIR 140
L. major (Xp_003722404) 71 PFLETPVVED IRNKP I EVP TAS GSRDLOTVHMAV RVL YOP NVENLY HIYRHI GVNYAETVLPSL INEIIR 140
L. braziliemsis (XP_001568126) 71 PFLETBVVED IRNKPIEVP TAS GSRDLOTVHMAVRVL YQP NVE NLHHIYRHIGINYAETVLPSLINETIR 140
L. guyanensis (CCM1B798) 84 PFLETPVVFD IRNKPIEVP TASGSRDLOTVNMAVRVL YQP NVENLHHIYRHIGINYAETVLPSLINEIIR 153
L. infantum (XP_001468827) 141 AVIAQFNASDLLIKRPEVS HRIGVMLAERAKREN IDITDVS ITQMS FGKEYTNAVEAKQVAQQMAERAKE 210
L. donovani (XP_003864600) 141 AVIAQFNASDLLIKRPEVSHRIGVMLAERAKREN IDITDVSITQMSFGKEYTNAVEAKQVAQQMAERAKE 210
L. major (XP_003722404) 141 AVIAQFNASDLLIKRPEVSHRIGVMLAERAKREN IDITDVSITQMS FGKEYTNAY EAKQVAQOMABRAKE 210
L. braziliensis (XP_001568126) 141 AVIAQFNASDLLIKRPEVSHRIGVMLAERAKREN IDITDVS ITQMSFGKEYTHAVEAKQVAQQMAERAKE 210
L. guyanensis (CCM18788) 154 AVIAQFNASDLLIKRPEVSHRIGVMLAERAKREN IDITDVSITOMSFGKEYTHAVEAKQVAQOMAERAKE 223
L. infantum (%P_001468827) 211 RVEQAEQEKQAATLLAQGEAEAATL VGNAVKRNPAFLELRGLEAARTIAKTL RORGNGRYYLDSDSLYVN 280
L. donovani (XP_003864600) 211 RVEQAEQEKQAAILLAQGEAEAATLVGNAVKRNP APLELRGLEAARTIAKTL RDHGNGRYYLDSDSLYVH 280
L. major (XP_003722404) 211 RVEQAEQEKQAAILLAQGEAEAATLVGNAVKRNPAFLELRGLEAARTIANTL ROHGNGRYYLDSDSLYVN 280
L. braziliensis (XP_001568126) 211 RVEQAEQEKQAAILLAQGEABAATLVGNAVKRNP AFLELRGLEAARTIAKTL RDHGNGRYYLDSDSLYVN 280
L. guyanensis (CCM18788) 224 RVEQAEQEKQAAILLAQGEABAATLVGNAVKRNP AFL ELRGLEAARTIAHTL RDHGNGRYYLDSDSL YVN 293
Similarity

L. infantum (XP_001468827) 281 VKDLKIDHSGAK 292 100%

L. domovani (XP_003864600) 281 VEDLKIDHSGAK 292 99%

I. major (XP_003722404) 281 VKDLKIDHSGTK 292 99%

L. braziliensis (Xp_001568126) 281 VKDLKIDHSGTK 292 08%

I. guyanensis (CCM18788) 294 VKDLKIDHSGTK 305 98%

Figura 6. Andlise da sequéncia de aminoacidos da Prohibitina expressa em diferentes espécies

de Leishmania spp. As caixas vermelhas indicam epitopos preditos de linf6citos B na proteina.

A andlise in silico da sequéncia da Prohibitina de L. infantum (XP_001468827.1) foi
realizada usando a ferramenta BLAST, na qual uma busca por similaridade entre as
sequéncias depositadas em bases de dados de proteinas ndo redundantes foi realizada
em comparacdo com 0s bancos de dados das espécies de Leishmania: L. major
(XP_003722404), L. donovani (XP_003864600), L. braziliensis (XP_001568126) e L.
guyanensis (CCM18788). As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas e o programa
Cobalt (Constraint-based Multiple Alignment Tool) foi utilizado para a analise. Os

residuos distintos sdo evidenciados pela cor vermelha.
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5 2. Amplificacdo do gene de Prohibitina por PCR

A regido codificadora da proteina foi amplificada por PCR, utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores complementares ao fragmento, que apresentou cerca de
879 pares de bases (pb), conforme esperado. (Figura 7).

2kb
1.5kb

1kb 879ph

A B

Figura 7. PCR Prohibitina. (A) Padrdo molecular (B) Gene da Prohibitina

5 3. Expressao e purificacdo da proteina recombinante.

A proteina Prohibitina expressa apresentou peso molecular esperado de 32,3 kDa
(Figura 8). Em seguida, a fracdo soluvel do lisado foi purificada utilizando coluna
empacotado com niquel, com grau de pureza satisfatério, conforme demonstrado na

Figura 8.
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35 kDa

230:

25kDa

10kDa

Figura 8. Expresséo e purificagdo da proteina recombinante Prohibitina (rProhibitina).

(A) Padréo de peso molecular (Spectra™, Thermo Scientific), (B) lisado da cultura antes da
inducéo por IPTG (C) indugdo com IPTG por 3 horas, (D) indugéo por IPTG por 4 horas e
proteina recombinante Prohibiina apés purificacdo (32,3 KDa) (E) por coluna cromatogréfica

His-Tag.

Para a confirmacdo da proteina de interesse, realizou-se um Wester-Blot com
anticorpo monoclonal anti-poly HIS conjugado a peroxidase, revelando a proteina no

peso esperado de 32,3 kDa (Figura 9).
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Figura 9. Western-Blot da proteina recombinante Prohibitina (rProhibitina)

(A) Padrdo de peso molecular (GE Healthcare Life Sciences), (B) proteina recombinante

Prohibitina ap6s revelagao.

54. Proteina Prohibitina (XP_001468827) e peptideo sintético para o

diagnostico soroldgico das leishmanioses

Com objetivo de avaliar a reatividade sorolédgica de individuos portadores de LT e
LVC contra rProhibitina e o Peptideo identificado, ensaios de ELISA foram realizados e

demonstrados nas Figuras 10 e 11 e Tabela 1.

5.4.1.Desempenho de rProhibitina e de seu peptideo sintético no diagnostico

de leishmaniose visceral canina

Em relacdo ao diagndstico soroldgico da LVC por de ELISA, a rProhibitina e seu
peptideo sintético (Peptideo) apresentaram melhores valores de sensibilidade e
especificidade quando comparado ao SLA L. infantum (SLALI). Para os ensaios foram
utilizadas amostras de soros de cdes saudaveis que vivem em areas endémicas (CSAE)
ou ndo endémicas (CSANE) da doenca, soros de cées saudaveis vacinados com Leish-
Tec® (CSV) e soros de cées infectados com Ehrlichia canis (Ec) e Trypanosoma cruzi

(Tc). Os dados sdo apresentados na Figura 10. Os resultados para cada parametro
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(sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos e acuracia) estao
resumidos na Tabela 1. A rProhibitina e seu peptideo sintético apresentaram uma
elevada sensibilidade para detectar cdes com LV, na forma sintomética e assintomética
da doenca (91,76% e 83,5% respectivamente), em contraste com o0 antigeno
comparativo SLALI, (48,24%). A rProhibitina e seu peptideo sintético demonstraram
especificidade de 89,81% e 86,86%, respectivamente e, embora a especificidade obtida
utilizando SLAL.I (86,11%) também tenha sido préxima a obtida por ambos, ainda se
manteve menor que dos demais antigenos (rProhibitina e Peptideo). A area sob a curva
(AUC) foi utilizada para comparar a eficiéncia dos diferentes antigenos nos testes
diagndsticos. A rProhibitina apresentou o maior valor de AUC (0,957), seguida de seu
peptideo sintético (0,921), enquanto o SLA de L. infantum apresentou o menor valor
(0,526), explicado pela baixa sensibilidade obtida. Os valores de DO das amostras de
soros foram determinados e sdo mostrados (Figura 10). Os cut-off para discriminagédo

entre amostras negativas e positivas foram determinados usando as curvas ROC.
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Figura 10. Desempenho diagnostico da proteina rProhibitina, do peptideo sintético e SLAL.

para LVC.

Avaliacdo da reatividade por ELISA frente a soros caninos usando rProhibitina, seu peptideo
sintético (Peptideo) e SLA de L. infantum (SLALI) (A). Curvas ROC da rProhibitina, Peptideo
e SLALI (B). Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando amostras de soros de cdes com

LV sintométicos (LVCS; n=71) e assintomaticos (LVCA; n =14), bem como soros de caes

saudaveis que vivem em areas endémicas (CSAE; n =76) ou ndo endémicas (CSANE; n =40) da

leishmaniose, soros de cédes saudaveis vacinados com Leish-Tec® (CSV; n =79), soros de caes

infectados com Ehrlichia canis (Ec; n =10) e soros de cées infectados com Trypanosoma cruzi

(Tc; n =11). A reatividade frente aos antigenos (A) foi evidenciada. Os cut-off para
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discriminacdo de amostras negativas e positivas foram selecionados pela curva ROC, que

também é evidenciada (B).

5.4.2. Desempenho diagndstico da rProhibitina e de seu peptideo sintético no
diagndstico soroldgico da LT

A proteina recombinante Prohibitina e seu peptideo sintético, foram avaliados no
diagnostico soroldgico frente a soros de pacientes com LT, conforme evidenciado na
figura 11. O SLA de L. braziliensis (SLALb) foi utilizado como um antigeno
comparativo. Os resultados para cada parametro (sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos e acuracia) estdo resumidos na Tabela 1. A LT incluiu
pacientes com clinica cutanea (LC) e mucosa (LM) da doenca. A reatividade cruzada
com soro de pacientes chagasicos (DC) também foi avaliada, além da compara¢do com
individuos ndo infectados (Controle). Considerando todas as varidveis analisadas,
conforme demonstrado na tabela 1, o peptideo sintético mostrou elevado desempenho
diagnostico para LT (98,31% de sensibilidade e 100,00% de especificidade), seguido da
rProhibitina, que também demonstrou elevada sensibilidade e especificidade (98,31% e
84,91%). As analises da &rea sob curva (AUC) usando curvas ROC (Figura 10)
confirmaram o melhor desempenho do peptideo sintético (AUC =0,999) e da proteina
recombinante rProhibitina (AUC =0,909) em comparacdo com o SLALb (AUC =0,823),
que apresentou 83,05% de sensibilidade e 75,47% de especificidade no diagndstico de
pacientes com manifestacGes clinicas cutdneas e mucosas da doenca. Os valores de DO
das amostras de soros foram determinados e sdo mostrados (Figura 10). Os cut-off para
discriminacdo entre amostras negativas e positivas foram determinados usando as

curvas ROC.
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Figura 11. Desempenho diagnéstico da proteina rProhibitina, do peptideo sintético e SLALDb
para LT.

Avaliacdo da reatividade por ELISA frente a soros humanos usando rProhibitina, Peptideo e
SLA de L. braziliensis (A). Curva ROC da rProhibitina, Peptideo e SLA de L. braziliensis (B).
Os ensaios ELISA foram realizados utilizando amostras de soros de individuos saudaveis que
vivem em uma &rea endémica de leishmaniose (Controle; n= 45), soros de pacientes com
leishmaniose tegumentar sintomatica cutanea (LC; n= 20) ou mucocutanea (LM; n= 39), como
bem como soro de pacientes chagasicos (DC; n = 09). A reatividade frente aos antigenos (A) foi
evidenciada. Os cut-off para discriminacdo de amostras negativas e positivas foram selecionados

pela curva ROC que também é evidenciada (B).
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Tabela 1. Avaliacdo do desempenho diagnostico dos antigenos

Parametros
Teste Doenga Cut-off Se 1C95% Es 1C95% AUC 1C95% VPP (%) VPN (%) VP VN FP N AC%
Proibitina LvC 05455 9176 83.77t096.62 89.81 8499109351  0.9574 0.9272t00.9877 78.78 96.53 78 195 21 7 90.67
Peptideo LvVC 0.0543 8353 7391t090.69 86.86 63.80t076.37  0.9216 0.8852t00.9581 46.10 90.48 71 133 83 14 67,77
SLALI LvC 05605 4824 37.26t059.34 86.11 8445109313 05260 0.42821t00.6237 57.75 80.87 41 186 30 44 75,41
Proibitina LT 0.283 9831 9091t099.96 8491 7241109325 0.9095 0.8458100.932 98.08 86.67 51 52 1 8 91.96
Peptideo LT 0.077 98.31 9091t099.96 100.0 93.2810100.0  0.9997 0998610 1.001 100.00  98.15 58 53 0 1 99.12
SLALb LT 0.1270 83.05 71.03t091.56 75.47 61.72t1086.24  0.8235 0.7448100.9021  79.03 80.00 49 40 13 10 79.46

Os parametros foram calculados utilizando todas as amostras apresentadas neste trabalho de LT (Controle + LC + LMC + DC n = 112) e LVC (LVCS + LVCA + CSAE + CSANE + CSV + Ec + Tc n = 301)

Os Cut-offs foi obtido através da Curva ROC
Siglas: Se: sensibilidade; Es: especificidade; AUC : &rea sob a curva; IC: intervalo de confianca; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; VP: verdadeiros positivos; VN: verdadeiros
negativos; FP: falsos positivos; FN: falsos negativos; AC: acuracia

Os parametros foram calculados utilizando todas as amostras apresentadas neste trabalho de LT (Controle
+LC +LM +DCn=113) e LVC (LVCS + LVCA + CSAE + CSANE + CSV + Ec + Tc n = 301). Os
Cut-off foram obtidos através da Curva ROC. AbreviagOes: Se: sensibilidade; Es: especificidade; AUC:
area sob a curva; IC: intervalo de confianga; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo
negativo; VP: verdadeiros positivos; VN: verdadeiros negativos; FP: falsos positivos; FN: falsos

negativos; AC: acuracia.
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6 DISCUSSAO

Um diagnostico precoce e preciso das leishmanioses é de suma importancia para a
triagem de casos em areas endémicas das doencas, administracdo de um tratamento
eficaz, e, consequente interrupcdo do ciclo de vida do parasito (MAGALHAES et al.,
2017).

Testes de diagnostico confidveis paraa deteccdo de LVC sdo essenciais para
prevenir a transmissdo da doenca e o sacrificio desnecessario de cées. Dada a frequéncia
de infecgBes assintomaticas em cdes, visto que, em areas endémicas, até 85% dos cées
infectados podem ser assintomaticos e servir de reservatorio para vetores continuarem a
transmissdo da doenca para outros animais susceptiveis e seres humanos; a dificuldade
de deteccdo direta do parasito e as limitacbes dos métodos diagnosticos atualmente
disponiveis e padronizados, o desenvolvimento de métodos de diagnéstico répidos e
precisos para infeccdo canina é essencial para programas de vigilancia e controle da
doenca (DANTAS-TORRES; DE BRITO; BRANDAO FILHO et al., 2006;
MICHALSKY et al., 2007.).

Atualmente, ndo ha um teste que seja considerado padrdo-ouro para diagnosticar a
LT, sendo necessaria uma combinacdo entre exames clinicos, parasitologicos e
imunolégicos para obter um diagnéstico mais preciso (DAVID; CRAFT, 2009;
GOMES et al., 2014). O diagndstico sorolégico de LT é limitado devido a baixa
sensibilidade e especificidade varidavel dos testes atuais, tornando a identificacdo de
antigenos especificos e imunogénicos de importancia crucial, principalmente para um
diagndstico precoce da doenca, que pode orientar 0 manejo e o tratamento adequado,
evitando assim sequelas permanentes dos pacientes (LIMA et al., 2017; SATO et al.,
2017). Geralmente, proteinas altamente abundantes ativam células B e células T-helper,
resultando em producéo de anticorpos e, portanto, constituem candidatos potenciais para
serem usados como antigenos em testes soroldgicos para essa doenca (LIMA et al.,
2017; SOUZA et al., 2013).

Diversos estudos tém sido realizados na busca por novos alvos para o
diagnostico das leishmanioses. Estudos de proteoma tém contribuido para a
identificacdo de novos antigenos que possuem aplicacdo no imunodiagndstico e em
desenvolvimento de vacinas para as leishmanioses (COELHO et al, 2012; DUARTE et

al., 2015). Além disso, estudos que permitem a mapeamento de epitopos antigénicos de
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proteinas de microrganismos patogénicos também tém permitido uma maior
identificacdo do numero de epitopos-alvo melhorando assim a antigenicidade dos
peptideos (MENEZES-SOUZA et al., 2014). Nesse estudo, a proteina Prohibitina,
conservada em Leishmania, previamente identificada em estudos de proteoma, foi
clonada para ser avaliada no diagndstico soroldgico das leishmanioses. Além disso,
realizou-se um estudo da predicdo de epitopos dessa proteina, sendo sintetizado um
peptideo conformacional com regides conservadas tanto em espécies que provocam a
leismanioses na forma visceral quanto na forma tegumentar.

Os fatores de viruléncia sdo componentes do parasito que contribuem para
a patogénese de Leishmania e que permitem a invasdo e estabelecimento da infeccdo
nos hospedeiros, como os glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), glicoproteinas de superficie
(GP), lipofosfoglicanos (LPG), proteofosfoglicano (PPG), proteina de membrana de
kinetoplastos de 11 kDa (KMP-11) e a proteina pertencente a uma familia de proteinas
chamadas peroxiredoxinas, a Tryparedoxin Peroxidase. Embora o impacto exato
desses componentes  de Leishmania nas manifestacbes clinicas observadas em
hospedeiros de mamiferos ainda ndo esteja completamente definido, ha evidéncias de
que esses componentes modulam as interacfes entre Leishmania e as células imunes do
hospedeiro (SILVA-ALMEIDA et al., 2012) e que as proteinas em parasitos associadas
a viruléncia apresentam alta antigenicidade durante a fase de doenca ativa, 0 que
sustenta a busca para confirmar seu uso potencial para o diagndstico e como marcador
para monitorar a resposta terapéutica (SANTAREM et al.,2005; MENEZES-SOUZA et
al., 2014; DUARTE et al., 2015).

Estudos demonstraram que a Prohibitina é expressa na superficie do parasito,
ancorada por GPI, particularmente concentrada no pélo aflagelar, sendo o polo aflagelar
uma regido através da qual ocorrem interacGes hospedeiro-parasito (JAIN et al., 2010).
Durante seu ciclo de vida, o parasito sofre importantes mudancas bioquimicas durante a
conversdo de promastigotas prociclicas, menos infecciosas, para metaciclicas com
maior infectividade (metaciclogénese) e é durante esse processo que 0 mRNA da
Prohibitina € regulado positivamente no parasito, o que faz com que a essa proteina
esteja relacionada nas interagdes hospedeiro-parasito (JAIN et al., 2010). Em um estudo
recente de imunoprotebmica utilizando soro de cdes sintomaticos e assintomaticos,
identificaram a Prohibitina expressa somente nos extratos totais do estagio amastigota-
like do parasito L. infantum, (COELHO et al., 2012). Além disso, essa proteina foi

avaliada em estudo como alvo vacinal contra a leishmaniose visceral e para o
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diagnostico sorolégico da LVC e LV, demonstrando eficicia protetora contra L.
infantum e elevada sensibilidade e especificidade nos testes de ELISA (DIAS et al.,
2017). Esses achados em conjunto sdo de suma importancia para uma melhor
compreensdo dessa proteina, além de sugerir que a Prohibitina apresenta potencial para
ser avaliada para o diagnostico das leishmanioses.

Testes soroldgicos aplicados para o diagnostico das leishmanioses sdo baseados
em parametros como sensibilidade, especificidade, viabilidade, aplicabilidade de campo
e custo (CARVALHO et al., 2017). A técnica de ELISA foi escolhida para esta
avaliacdo, uma vez que demonstrou inimeras vantagens das quais deve se basear a
escolha de um teste soroldgico, como: a facil execucdo; o baixo custo, visto que seu
custo equivale a quase menos da metade do valor do teste atualmente empregado para
triagem de cdes com LV, o DPP® e; a auséncia de necessidade de laboratérios com
infraestrutura laboriosa, fatores esses que facilitam seu emprego em larga escala e em
campo (COURA-VITAL et al., 2014; EJAZI; ALI, 2013; GRIMALDI et al., 2012;
MONDAL, 2010). A juncdo de todas essas caracteristicas constitui o ELISA como uma
técnica com potencial para ser empregue na busca de novos alvos diagnosticos para as
leishmanioses (ELMAHALLAWY et al., 2014).

Um aspecto importante dos métodos soroldgicos aplicados ao diagnostico das
leishmanioses é a escolha do antigeno, que ainda representa um obstaculo relevante,
devido a grande quantidade de reaces falso-positivas observadas em individuos
infectados com outros tripanossomatideos. Diversos estudos demonstram que o extrato
solivel de Leishmania, apresenta multiplos epitopos comuns com outros
tripanossomatideos, o que gera resultados com reatividade cruzada (BARBOSA-DE-
DEUS et al., 2002; MENEZES-SOUZA et al., 2014). Essa caracteristica também foi
observada nesse estudo visto a ocorréncia de resultados falsos-positivos frente a soros
de cées infectados com T. cruzi e E. canis e no sorodiagnostico para LT, em que, frente
aos soros de pacientes chagasicos apresentaram reatividade quando testado contra o
SLA de L. braziliensis. As reacdes cruzadas entre a leishmaniose e outras doencas
parasitarias causadas por determinantes antigénicos comuns impedem diagndsticos
especificos de leishmaniose, principalmente em regibes onde essas doencas sao
endémicas. A partir disso, tém sido desenvolvidas novas estratégias na tentativa de
melhorar a qualidade dos antigenos aplicados para o sorodiagnostico das
leishmanioses. Alguns deles foram direcionados para a caracterizagdo e producdo de

versdes recombinantes de antigenos individuais de parasitos e muitos se mostraram
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promissores para o sorodiagnostico da LT (LINDOSO et al., 2009; ROMERO et al.,
2005; SILVEIRA et al., 2010) e LVC ((KUBAR; FRAGAKI, 2005; ELMAHALLAWY
etal., 2014; GHOSH et al., 2016; GRIMALDI et al., 2012).

Em nossos resultados, rProhibitina se mostrou altamente conservada entre as
espécies de Leishmania analisadas, assim como seu peptideo sintético, que também se
encontra conservado em todas as sequéncias exploradas. Jain et al. (2010) também
demonstrou alta conservacdo da proteina de Leishmania dentro do género e relativa
distancia com proteinas humanas, onde uma semelhanca de 40% foi encontrada. As
espéecies analisadas nesse estudo que apresentaram similaridade nas sequéncias da
proteina incluem aquelas capazes de causar leishmaniose visceral e também aquelas
capazes de causar a leishmaniose tegumentar, o que se baseia, entdo, o uso da proteina
recombinante e de seu peptideo sintético como marcadores diagndsticos para ambas as
formas da doenca.

Embora a proteina recombinante e seu peptideo sintético tenham se mostrado
potenciais candidatos diagnosticos para ambas as doencas, eles apresentaram
parametros diagnosticos diferentes para LT e LVC, o0 que esta de acordo com estudos da
literatura (OLIVEIRA et al., 2011) , visto que a especificidade dos anticorpos de caes
ou seres humanos contra L. infantum pode variar em diversas condicdes, além do fato
de serem doencas distintas, variacdes podem ocorrer também pela maneira diferenciada
que os hospedeiros vertebrados reagem ao parasito, principalmente no que diz respeito
ao reconhecimento e apresentacdo dos antigenos distintos estudados ao sistema
imunologico, seja pela influéncia do estado clinico da doenga na sensibilidade dos testes
ou também por diferentes mecanismos de sobrevivéncia parasitaria em cada hospedeiro,
tanto no homem como no cdo. Além disso, mesmo em pessoas que apresentam o
mesmo estado clinico da doenca, a especificidade da resposta imune individual
improvavelmente acontece de forma idéntica. (OLIVEIRA et al., 2011).

A avaliacdo rigorosa de soros de outras doencas frente a Prohibitina indicou que a
proteina recombinante proporcionou especificidade maior para LT e LVC do que aquela
obtida com os extratos sollveis de Leishmania (SLA de L. braziliensis e SLA de L.
infantum, respectivamente). Um fator aparente surgiu nos testes soroldgicos de LT,
quando os soros de pacientes com doenca de Chagas foram avaliados, apresentando
uma reatividade consideravel frente a rProhibitina, embora este seja provavelmente um
resultado de reatividade cruzada devido a homologia desse antigeno com T. cruzi.

Segundo Jain et. al. (2010), a Prohibitina apresenta uma homologia de 79% com T.
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cruzi e 76% com T. brucei. Independentemente disso, os resultados obtidos com o
antigeno rProhibitina sdo muito promissores, apoiando a avalia¢do e potencial para uso
de rotina no diagndstico soroldgico para ambas as doengas.

Os peptideos sintéticos demonstraram ser reconhecidos pelos anticorpos presentes
nos soros de pacientes que desenvolvem diferentes doencas, podendo ser empregues
para seu diagndstico, assim como alguns desses apresentaram resultados promissores
tanto para LT como para LV humana e canina. (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2013;
FLOREZ et al., 2017; LINK et al., 2017; MENEZES-SOUZA et al., 2014)

Derivados desta linha de investigacdo, a detec¢do dos principais determinantes
antigénicos dentro dessas proteinas e a construcdo de peptideos sintéticos capazes de
diagnosticar a doenga também sdo o foco da pesquisa atual. Nossos resultados
demonstram que entre os antigenos testados para LVC, a rProhibitina produziu um
melhor desempenho (maior sensibilidade e especificidade) em relacdo ao SLALI e, 0
peptideo sintético também foi capaz de distinguir doentes/ndo doentes com maior
sensibilidade do que o antigeno comparativo (SLALIi). De forma geral, tanto
rProhibitina como seu peptideo sintético se mostraram sensiveis e especificos no
diagnostico da doenca, principalmente quando comparados com SLALI, que obteve
uma baixa sensibilidade de teste, entretanto, a baixa acuracia obtida quando empregue o
peptideo compromete seu uso como antigeno Unico para o diagnostico de LVC. Ja para
LT, o peptideo sintético demonstrou-se um potencial candidato, atingindo elevada
sensibilidade e ainda uma especificidade de 100%, o que se traduz em auséncia de
reatividade cruzada com pacientes chagasicos. Deve ser destacado que os peptideos sdo
mais estaveis, mais faceis de produzir e mais baratos do que as proteinas recombinantes
e, em geral, o uso de peptideos sintéticos aumenta a especificidade dos imunoensaios
em comparacio com antigenos brutos (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2013; FARIA et
al., 2011). Nesse estudo, os resultados observados para o peptideo conformacional no
diagndstico de LT oferecem uma abordagem alternativa para encontrar novas moléculas
antigénicas que podem ser facilmente construidas e reproduzidas para fins de

diagnostico.
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Além disso, no sorodiagnostico da LVVC, tanto rProhibitina como seu peptideo sintético
foram capazes de detectar cdes com a forma assintomatica da doenca, o que é um ponto
relevante, visto que um dos maiores problemas do DPP® ¢ justamente a sensibilidade
comprometida em favor do estadiamento clinico da doenca. Os problemas na detec¢édo
de cdes assintomaticos, que apresentam intenso parasitismo cutaneo, fazem com que
esses animais continuem se mantendo como reservatorios da doenca para vetores e,
consequentemente, para outros animais susceptiveis e seres humanos (COURA-VITAL
et al., 2014, GRIMALDI et al., 2012). Um estudo recente demonstrou o potencial da
rProhibitina no diagndstico sorolégico da LVC e LV, com valores elevados de
sensibilidade e especificidade superiores aos observados em nosso trabalho (DIAS et
al., 2017). A variacdo observada entre o sorodiagnéstico da LVC é esperada, visto que o
painel sorolégico avaliado no presente estudo é maior, e diversificado. Entretanto,
estudos adicionais considerando um maior n amostral além de avaliar a proteina
recombinante frente a outros soros de doencgas correlacionadas como Toxoplasma

gondii, Neospora caninum e Babesia canis deve ser considerado.

Uma alternativa para contornar as limitacGes apresentadas nesse trabalho seria o
desenvolvimento de proteinas quiméricas, contendo as regiGes dos antigenos que
apresentaram o melhor desempenho nas avaliages soroldgicas, visto que alguns
estudos nesta area ja foram feitos e mostraram uma melhora significativa no
desempenho diagndstico dos testes (BOARINO et al., 2005; FARIA et al., 2015; SOTO
et al., 1998.). Além disso, estudos adicionais devem ser realizados para aprofundar e
compreender o padrdo de expressdo, bem como a funcdo bioldgica que a proteina
desempenha no parasito.

Neste contexto, esse estudo deve ser tomado como uma base da capacidade dos
antigenos propostos para o sorodiagnostico da LT e da LVC e pode servir como
referéncia para futuros ensaios adicionais. Devido as limitacdes apontadas para
diagnosticar estas importante doencas negligenciadas, este estudo impulsiona novas
possibilidades de usar a proteina rProhibitina e seu epitopo conformacional como

possiveis marcadores diagndsticos para as leishmanioses.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a proteina Prohibitina
recombinante e seu peptideo sintético demonstraram-se potenciais biomarcadores para o
sorodiagnostico da LVC e da LT, atingindo elevada sensibilidade e especificidade nos

testes diagndsticos realizados.
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8 PERSPECTIVAS

Avaliar a proteina recombinante Prohibitina e seu peptideo sintético frente a
outros soros de cdes com Toxoplasma gondii, Neospora caninum e
Babesia canis, que além da Erlichiose e doenca de Chagas, que sdo importantes
doencas que podem apresentar reatividade cruzada na LVC, principalmente em

areas endémicas; que ndo foi testado nesse experimento.

Utilizar um ndmero amostral maior para validar os resultados encontrados,

incluindo nos testes soros de pacientes com leishmaniose visceral humana.

Comparar a performance da rProhibitina e do peptideo sintético em relacdo a
outrosmétodos diagndsticos disponiveis atualmente, como o DPP-LVC® (Bio-
Manguinhos/Fiocruz) e o ELISA, EIE-LVC® ((Bio-Manguinhos/Fiocruz) para

uma maior validacdo dos antigenos propostos.
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