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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas causadas por parasitos protozoarios do
género Leishmania. O controle desse complexo de doencas € crucial para a redugdo dos casos
em humanos e cdes, que sao considerados 0s principais reservatorios urbanos do parasito
Leishmania. Os métodos de diagnostico sdo baseados em testes parasitoldgicos e imunologicos,
que apresentam varidvel sensibilidade para a deteccdo de casos com baixa carga parasitaria e
sorologia antileishmanial, além de variavel especificidade, uma vez que reacdes cruzadas com
doencas causadas por outros Tripanossomatideos acabam por ocorrer e dificultam assim o
diagndstico. Limitagdes crescentes nas estratégias quimioterapicas disponiveis e a auséncia de
uma vacina eficaz aprofundam a dificuldade no controle desse complexo de doencgas. Portanto,
novos estudos que buscam identificar antigenos mais sensiveis e especificos para 0 uso como
diagnostico e a pesquisa por novos agentes profilaticos sdo de importancia. Desse modo, no
presente trabalho, a proteina denominada como fator eucarioto de alongamento 1 beta de
Leishmania (EF1p), que foi selecionada atraves de ensaios de imunoprotedmica feitos usando
0 extrato proteico de Leishmania infantum, foi produzida sob a forma recombinante e avaliada
em testes de ELISA para o diagndstico soroldgico das leishmanioses visceral canina e humana.
Devido a elevada similaridade na sequéncia de aminoécidos da proteina no género Leishmania,
ensaios foram também realizados para o diagnostico da leishmaniose tegumentar humana. A
proteina rEF1p apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, sendo capaz de identificar
pacientes com leishmanioses visceral e tegumentar, bem como cdes com a doenca sintomatica
e assintomatica, com auséncia de reacdo cruzada significante com outras classes de soros. A
proteina recombinante apresentou também excelentes resultados como marcador soroldgico
para 0 acompanhamento de pacientes ap0s 0 tratamento e cura clinica da doenga. Como alvo
vacinal, EF1p foi administrada como vacina de DNA ou proteina recombinante associada a
saponina como adjuvante em camundongos BALB/c, e 0s animais imunizados desenvolveram
uma resposta imune do tipo Thl, caracterizada por altos niveis de IFN-y, IL-12, GM-CSF, e
anticorpos do subtipo 1gG2a, antes da infeccdo com L. infantum. A resposta imune foi mantida
apos a infeccdo e se relacionou com reducdes significativas na carga parasitaria no figado, baco,
medula 6ssea e linfonodos dos animais imunizados, quando comparados aos resultados obtidos
nos grupos controles. A vacinagdo com rEF13 mais saponina induziu a uma resposta Th1l mais
robusta e melhor protegéo parasitologica, quando comparada a vacinacom DNA. Em conclusdo,
os resultados sugerem que a proteina EF1p pode ser considerada como um agente promissor
para estudos futuros voltados para o diagnostico e/ou candidato a vacina contra as
leishmanioses.

Palavras-chave: Diagnostico; fator eucarioto de alongamento 1 beta de Leishmania; proteina
recombinante; vacina de DNA; leishmanioses.



ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected tropical diseases caused by protozoan parasites of the genus
Leishmania. Controlling this complex of diseases is crucial for reducing cases in humans and
dogs, which are considered the main urban reservoirs of the Leishmania parasite. Diagnostic
methods are based on parasitological and immunological tests, which have variable sensitivity
for detecting cases with low parasite load, in addition to variable specificity, since cross-
reactions with diseases caused by other trypanosomatids are present. Growing limitations in
available chemotherapy strategies and the absence of an effective vaccine deepen the difficulty
in controlling leishmaniasis. Therefore, new studies that seek to identify more sensitive and
specific antigens for potential use as a diagnosis and prophylactic agent are extremely important.
Thus, in the present work, the protein called Leishmania elongation factor 1 beta (EF1p) was
selected through immunoproteomic assay performed in Leishmania infantum protein extracts,
and it was produced as recombinant antigen and tested in ELISA experiments for the
serological diagnosis of canine and human visceral leishmaniasis. Due to the high similarity in
the protein amino acid sequence in the Leishmania genus, assays were also performed for the
diagnosis of human tegumentary leishmaniasis. The rEF1p protein showed 100% sensitivity
and specificity, being able to identify patients with visceral and tegumentary leishmaniasis, as
well as symptomatic and asymptomatic dogs, with no significant cross-reactivity withother
serum classes. The recombinant protein also showed excellent results as a serological marker
for the follow-up of patients after treatment and cure of disease. As a vaccine candidate, the
antigen was administered as DNA vaccine or recombinant protein plus saponin as adjuvant in
BALB/c mice, and immunized animals developed a Th1 type immune response, characterized
by high levels of IFN-y, IL-12, GM-CSF, and IgG2a subtype antibodies, before infection, which
was maintained after challenge and corroborated with significant reductions in the parasite load
in the liver, spleen, bone marrow and lymph nodes of the immunized animals, when compared
to data obtained in the control groups. The vaccination using rEF1p plus saponin induced a
more robust Thl response and better parasitological protection, when compared to the DNA
vaccine. In conclusion, results suggest that EF1p3 can be considered as a promising agent for
diagnosis and/or as a vaccine candidate against leishmaniasis.

Keywords: Diagnosis; Leishmania eukaryotic elongation factor-1 beta protein; recombinant
protein; DNA vaccine; leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO
1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas que afetam regides mais
pobres e menos desenvolvidas no mundo, onde cerca de 380 milhdes de pessoas em 98 paises
se encontram em areas de risco de infeccdo e em torno de 2 milhGes de casos novos ocorrem
anualmente 3. A doenca afeta, principalmente, as populacdes da Africa, Asia e América
Latina, e a patologia esta associada a diversos fatores, como a espécie infectante do parasito, o
vetor transmissor, fatores sociais e ambientais envolvidos, como desnutri¢do, e 0 genétipo do
hospedeiro *°.

As leishmanioses sdo importantes em termos de morbidade e mortalidade. Ha duas
manifestacdes clinicas principais desse complexo de doencas, a saber: a leishmaniose visceral
(LV), a forma mais grave e fatal da doenca e a leishmaniose tegumentar (LT), que abrange os
tipos: cutanea (LC), a forma clinica mais comum, mucosa (LM) e cutaneo-difusa (LCD) °. Dos
2 milhGes de casos que ocorrem anualmente, cerca de 1,0 a 1,5 milhdes séo casos de LT,
enquanto cerca de 500.000 casos de LV séo registrados . Em 2017, dos 22.145 casos reportados
a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), 20.792 casos ocorrem em sete paises: Brasil, Etidpia,
india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudio. Dados publicados em 2016 mostram que 97
paises e territrios eram endémicos para as leishmanioses. Destes, 65 foram mostrados
endémicos para ambas as formas clinicas da doenca, 10 para LV e 22 para LT >’. As Figuras 1

e 2 apresentam o estado de endemicidade para as formas visceral e tegumentar da doenca.
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Countries reparting
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Figura 1. Endemicidade da leishmaniose visceral no mundo (2019). A maioria dos casos
ocorre no Brasil, leste da continente Africano e Sudeste da Asia. Fonte:
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/ntds/leishmaniasis/leishmaniasis-vl-

2019.pdf?sfvrsn=a9c1920e 9 7.
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Figura 2. Endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo (2019). A maioria dos casos
ocorre na América do Sul, Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Fonte:
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/ntds/leishmaniasis/leishmaniasis-cl-
2019.pdf?sfvrsn=7bleedab 7 7.
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A maioria das pessoas infectadas ndo desenvolve sintomas rapidamente. Apesar
disso, o termo leishmaniose se refere ao fato dos pacientes apresentarem os sinais clinicos da
doenca e ndo meramente por apresentar a infeccdo 28, A leishmaniose visceral (LV) é fatal,
quando aguda e ndo tratada, em mais de 95% dos casos. Essa forma da doenca é caracterizada
pela perda de peso, crises febris irregulares, aumento do baco e figado e anemia. A maioria dos
casos ocorre no Brasil, na Africa Oriental e no Sudeste Asiatico. Estima-se que 50.000 a 90.000
casos novos de LV ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas entre 25-45% sédo
relatados & OMS 1112,

A LC é a forma clinica mais comum da doenca. Os sinais clinicos variam e refletem
as diferentes espécies do parasito, estado imunoldgico e genotipo dos pacientes. A lesdo classica
comeca com uma papula ou nddulo no sitio da inoculagdo com crescimento lento, levando até
uma semana para chegar ao tamanho final. Inicia-se o processo de cicatrizacdo na regido central
por um curto tempo, dando lugar a uma Ulcera que cicatriza depois de meses ou anos, gerando
também uma pigmentacdo alterada no local 2. Embora a LC esteja associado a baixa
mortalidade, ela gera cicatrizes desfigurantes em individuos infectados, que na maioria das
vezes leva a estigmatizacdo e morbidade do paciente °. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem
nas Américas, Oriente Médio e Asia Central 211,

A LM esta presente nas Américas, com a maioria dos casos reportados na Bolivia,
Peru e Brasil. A caracteristica mais proeminente das espécies causadores dessa forma de
leishmaniose é a capacidade de gerar metastase para as mucosas da boca e do trato respiratorio
superior pela via linfatica ou hematogénica. Situacdes similares sdo reportadas por outras
espécies em pacientes imunocomprometidos. As lesdes nasais sdo frequentes, com nodulos e
infiltracdo do septo cartilaginoso, levando a obstrucdo das narinas e subsequente perfuracdo do
septo, com a possibilidade de gerar perda total ou parcial das regiGes afetadas. A LM quase
nunca cicatriza espontaneamente e infecgdes bacterianas secundérias sdo frequentes, sendo a
pneumonia intercorrente a causa mais comum de piora da doenca 2.

Na LCD, as lesGes se apresentam como placas e multiplos nodulos difundidos pelo
corpo de pacientes anérgicos ou com alguma deficiéncia na resposta imune celular aos
antigenos do parasito. Por sua vez, na forma disseminada, sdo inimeras lesdes acneiformes,
papulosas e ulceradas que surgem abruptamente (dentro de 24 horas da leséo inicial) dispersas
no rosto e pelos membros superiores; lesdes na regido das mucosas também sdo comuns. E
provavel que ocorra a disseminagdo do parasito pela via hematica ou linfatica, uma vez que ha

outros sintomas associados como febre, dor muscular, anorexia e astenia. A forma recidiva cltis
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é caracterizada pela reativacdo nas bordas ou em &reas proximas da lesdo primaria dentro de 2

anos apos o tratamento °.
1.2 ASPECTOS GERAIS DO PARASITO Leishmania

As leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas pelo protozoario flagelado
do género Leishmania. Os parasitos estdo classificados na familia Tripanosomatidae e na ordem
Kinetoplastida, por possuirem um cinetoplasto, estrutura contendo DNA condensado na unica
mitocondria da célula 1. Mais de 20 espécies de Leishmania sdo conhecidas por infectarem o
homem e a transmiss&o ocorre pela picada de flebotomineos fémeas infectados 1.

Os flebotomineos, também conhecidos como mosquito-palha, séo classificados na
ordem Diptera, familia Psychodidae (subfamilia Phebotominae), que pertencem ao género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo 2. Cerca de 30 espécies de
flebotomineos sdo vetores comprovados dos agentes etiolégicos responsaveis pelas
leishmanioses. Algumas destas espécies de vetores possuem estreita relagdo com algumas

espécies do parasito, bem como seus reservatdrios 3, conforme é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Hospedeiros e vetores das principais espécies causadoras das leishmanioses no
Brasil. A tabela mostra para as trés principais formas da doenca, suas espécies e diferentes

vetores para a infecgdo em seus hospedeiros silvestres e urbanos. 1426,

Hospedeiros e vetores das principais espécies causadoras das leishmanioses no Brasil
L Hospedeiro | Hospedeiro
Doenca Agente etioldgico Vetor _
silvestre urbano
Lutzomya
) ) Roedores,
) ) intermedia ]
Leishmania ) equideos e
o Lu. pessoai Roedores ]
braziliensis ) canideos
Lu. wellcomei 3
Leishmaniose ] ) (céo)
Lu. whitmani
tegumentar : i _
Leishmania Lu. umbratilis | Edentados e
guyanensis Lu. anduzei Marsupiais
Leishmania Lu. flaviscutellata
) Roedores -
amazonenses Lu. olmeca nociva
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Leishmania S
) _ Lu. ubiquitalis Roedores -
lainsoni
] ) Canideos,
Leishmania o ]
) ) ) ] ) ) marsupiais, | Canideos
Leishmaniose visceral infantum Lu. longipalpis 3
) roedores, (cées)
(chagasi*)
edentados
*Apos a descricdo como L. chagasi nas Americas, verificou-se que o agente é geneticamente
idéntico a espécie L. infantum. Dessa forma, prevaleceu o sindnimo sénior 7.

Uma classificacdo para Leishmania foi proposta com base na combinacéo de dados
moleculares, que dividem as espécies do parasito em duas linhagens filogenéticas principais
referidas como secBes Paraleishmania e Euleishmania 8. A secdo Paraleishmania inclui L.
hertigi, L. deanei, L. herreri, L. equatorensis e L. colombiensis, bem como o antigo género
Endotrypanum. Desse grupo de espécies de paraleishmania, apenas L. colombiensis é
considerado patogénico para humanos. A historia evolutiva da secdo Paraleishmania ainda ndo
foi resolvida e até agora é um clado polifilético dentro do género Leishmania °.

Até recentemente, pensava-se que dentro da grande secdo Euleishmania existiam
apenas trés subgéneros, Leishmania, Viannia e Sauroleishmania, este Gltimo restrito a infeccédo
em lagartos. Até a descri¢do de um novo subgénero em 2018, Mundinia, que envolve espécies
de Leishmania responsaveis por causar doenca em humanas e animais, L. (Mundinia) orientalis,
uma espécie recentemente descrita responsavel para LC na Tailandia, e L. (Mundinia) enriettii
e L. (Mundinia) martiniquensis, que estavam previamente reunidas ao complexo L. braziliensis
20 Essas espécies sdo transmitidas por dipteros da familia Ceratopogonidae. O nome Mundinia
¢ uma homenagem aos pesquisadores, Muniz (Mun) e Medina (din), que descobriram e
nomearam esses parasitos 2.

Os subgéneros mais conhecidos, Leishmania e Viannia, sdo caracterizados com
base em seu desenvolvimento no intestino dos flebotomineos. Além do desenvolvimento
auxiliar na divisdo dos grupos, € evidente uma relacdo evolutiva entre o parasito e seu
hospedeiro invertebrado. O crescimento das espéecies do subgénero Leishmania € restrito a
regido anterior ao piloro e ao intestino posterior (desenvolvimento suprapilar); enquanto que
para as espécies do subgénero Viannia o crescimento ocorre nas trés regides, intestino anterior,

médio e posterior (desenvolvimento peripilar e hipopilar) 2.
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No Brasil, o subgénero Viannia (Laison e Shaw, 1987) inclui os agentes
responsaveis pela LT, com as principais espécies: L. braziliensis, que é o agente causador mais
frequente das formas clinicas cutaneas e mucocutaneas; L. guyanensis, cuja localizacéo
geografica corresponde ao norte do rio Amazonas e que geralmente causa multiplas lesdes
cuténeas; e a L. lainsoni, que é limitada quase exclusivamente a Amazdnia brasileira. Enquanto
que as espécies do subgénero Leishmania incluem a L. amazonensis, responsavel pela forma
tegumentar, e a L. infantum, causadora da forma visceral no Novo Mundo *2,

A duracdo do ciclo de vida do parasito no interior do vetor até se tornar a forma
infectante, promastigota metaciclica, varia de acordo com a espécie de Leishmania e esse tempo
pode ser alterado de acordo com a temperatura, sendo que o desenvolvimento é favorecido com
0 aquecimento ?2. Uma vez que s&o protozoarios digenéticos, os parasitos realizam seu ciclo de
vida em dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado 3. O ciclo bioldgico (Figura 3)
inicia-se quando o inseto infectado, com formas promastigotas metaciclicas do parasito —
formas afiladas e com flagelo externo para locomoc¢do — ao realizar o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado para a maturacdo dos ovos e posterior ovipostura, regurgita essas formas
dentro da regido dérmica ou dos vasos sanguineos. Essas formas metaciclicas, ao entrar em
contato com o tecido do hospedeiro, infectam fagocitos, principalmente macréfagos teciduais.
Nessas células, mais precisamente, dentro dos fagolisossomos, essas formas se transformam
em amastigotas — formas ovoides e sem locomoc¢do — que se multiplicam sucessivamente por
divisdo binaria. A proliferacdo dos parasitos dentro dos fagdcitos pode promover o rompimento
dessas células ou a formacéo de corpos apoptoticos, proporcionando a liberacdo dos parasitos
e a infecgdo de novas células do hospedeiro. Um flebotomineo néo infectado ao realizar o
repasto sanguineo no hospedeiro portador ingere, juntamente com o sangue do hospedeiro,
essas células infectadas com amastigotas e em seu trato digestivo se transformam em

promastigotas novamente, dando prosseguimento ao ciclo (adaptado de 24).
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Figura 3. Ciclo biologico do parasito Leishmania. O ciclo bioldgico do parasito é heteroxeno
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e apresenta o insetor vetor como 0 hospedeiro invertebrado e o homem e o cdo, como 0s

hospedeiros vertebrados (adaptado ).

A maioria das formas apresentam um carater zoondtico, em que a infeccdo é
transmitida de um animal reservatdrio para o humano através de um vetor. No entanto, existem
algumas espécies, como L. tropica e L. donovani, em que o carater antroponético €
caracterizado pela transmissdo de humano para vetor para humano 4. O carater zoonético
ocorre na regido mediterranea e no continente americano, enquanto que o antropondtico
apresenta prevaléncia nos continentes asiatico e africano, incluindo india, Nepal, Bangladesh e
Africa Oriental .

Os habituais hospedeiros que atuam como reservatorios dos parasitos incluem
marsupiais, roedores e edentados em ambientes silvestres e, em areas urbanas, 0 cdo é 0
principal reservatorio 2. No c3o, a doenca se apresenta de forma sistémica e cronica, porém, a
evolugdo aguda e grave pode levar o animal ao 6bito 2’. A doenca no c&o é classificada com
relacdo aos sinais clinicos e podem ser considerados assintomaticos, oligossintomaticos ou
sintomaticos. A auséncia de sinais clinicos caracteriza o0s assintomaticos, sendo a presenca de
alguns sinais, como emagrecimento e pelo opaco, como oligossintomaticos. E, por ultimo, o0s
sintométicos, que apresentam muitos sinais da doenca, como alteragdes cutaneas, alopecia,
linfoadenopatia, onicogrifose, emagrecimento, febre, palidez de mucosas, paresia dos membros

posteriores e ceratoconjuntivite 28,
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A forma assintomaética da doenca atinge entre 40 a 60% da populacdo de animais
soropositivos 2°. Ha uma estimativa de que trés de cinco cdes infectados e assintomaticos
transmitem o parasito para 0s insetos vetores, e essa taxa de transmissdo ndo altera de forma
significativa entre 0s grupos de animais assintomaticos e sintomaticos. Dessa forma, a LV
canina (LVC) ndo é apenas um problema veterinario, uma vez que ha uma correlacdo direta

entre a prevaléncia da doenca nos cées e sua incidéncia no homem *°.
1.3 MEDIDAS DE CONTROLE E PREVENCAO DAS LEISHMANIOSES

O controle das leishmanioses € crucial para a reducao da ocorréncia da doenca em
caes e humanos, uma vez que os cdes sao considerados 0s principais reservatorios domésticos
dos parasitos L. A prevencdo e o controle requerem uma combinagio de estratégias de
intervencdo, uma vez que a transmissdo ocorre em um complexo sistema biologico envolvendo
a triade: homem, animal reservatorio e vetor infectado. As estratégias consideradas chaves para
a prevencéo séo listadas abaixo:

Diagndstico precoce e tratamento imediato. O diagnostico precoce pode reduzir
a transmissdo da infeccdo entre cées, flebotomineos e humanos. Desse modo, reduziria a
prevaléncia da doenca, incapacitacdo e morte dos pacientes, além do monitoramento da
propagacéo da doenca 232,

O tratamento das leishmanioses depende de véarios fatores, como o tipo de doenca,
patologias concomitantes e espécies do parasito. As leishmanioses sdo um conjunto de doencas
trataveis, que requerem um sistema imunocompetente do paciente, porque os medicamentos
ndo eliminam completamente o parasito do organismo, portanto, ha risco de recidivas caso
ocorra a supressdo do sistema imune. Em geral, os pacientes diagnosticados com leishmaniose
requerem um tratamento imediato e completo 33, Os antimoniais pentavalentes foram a primeira
classe de medicamentos aplicados ao tratamento das leishmanioses. Gaspar Vianna sugeriu o
uso de antimoniais trivalentes para tratar os primeiros casos de LC diagnosticados em S&o
Paulo, em 1914. E em 1922, Bramachari introduziu a uréia estibamina, a primeira de varias
pentavalentes mais seguras 2. Durante décadas, esquemas de tratamento com antimoniais
pentavalentes foram usados como a primeira escolha para tratar a LV em todo o0 mundo, apesar
da via de administracdo (parenteral), sua alta toxicidade e custo 2. Nos anos 1970, no Quénia,
e nos anos 80, em Bihar, na india, pacientes com LV comecaram a falhar diante do tratamento

devido a adaptacdo de populacgdes resistentes aos antimoniais. A necessidade de medicamentos
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mais seguros e eficazes levou a busca de novos compostos, como anfotericina B (lipossomal),
pentamidina, miltefosina e paromomicina 2.

No Brasil, apenas o antimoniato de meglumina (Glucantime®) — Sanofi-Aventis
S.A — esta disponivel, em conjunto com a anfotericina B, como uma droga alternativa, sendo
essa atualmente disponibilizada pelo Ministério da Saude sob duas formas principais: o
desoxicolato de anfotericina B e lipossomal. Apesar da férmula lipossomal ser eficiente, o seu
custo acarreta no uso da formulacdo mais barata e, consequentemente, a mais toxica
(antimoniato de meglumina e anfotericina B). Sendo assim, o uso da anfotericina B lipossomal
se restringe apenas aos pacientes que possuem a contraindicacéo da primeira -7, Além disso,
0 surgimento de cepas resistentes a esses farmacos estd aumentando rapidamente em todo o
mundo, ndo induzindo uma cura completa dos pacientes. Portanto, hd uma grande necessidade
ainda de novas terapias mais seguras e eficazes ¥'.

Controle do vetor. O controle do flebotomineo auxilia a reduzir e até mesmo
interromper a transmissdo da doenca. O controle vetorial ndo é aplicavel, pois a maioria dos
vetores é silvestre, exceto por algumas medidas de protecdo individual, como o0 uso de
mosquiteiros impregnados com inseticida. O uso de inseticidas em redes poderia,
concomitantemente, prevenir as leishmanioses e outras doencas transmitidas por insetos
vetores, como a malaria encefalite japonesa. Porém, as evidéncias sao bastante limitadas de que
0s mosquiteiros fornecem protegéo 2%,

Sistema de vigilancia efetivo. Um sistema de vigilancia robusto é um componente
essencial dos programas de controle ou eliminacdo. Esse sistema é importante para monitorar e
agir prontamente durante epidemias e situacdes com altas taxas de letalidade >*3. No entanto, ¢
claro que os dados oficiais frequentemente subestimam grosseiramente a realidade, devido a
varios fatores limitantes: a distribuicdo descontinua dos focos de transmissao dentro das areas,
podendo apresentar focos separados e amplamente espagados; doencas negligenciadas e de
baixa notificacdo; grande numero de casos sem diagnostico, diagnosticados de modo erréneo
ou sem relato somado a falta de medicacéo, especialmente quando os individuos ndo possuem
acesso ao sistema de salde; 0 nimero de pessoas portadoras e assintomaticas é mais importante
em relacdo ao numero real de casos sintomaticos, pois como aponta Hardee (1996), os
sintomaticos sdo apenas a ponta do iceberg 2°. Dessa forma, ndo ha ddvidas de que o nimero
de casos que ocorrem ao redor do mundo é consideravelmente maior do que o oficialmente
relatado #3940,

Controle de reservatorios. O controle de reservatorios na zona urbana é realizado

pela eutanasia de cdes portadores das leishmanioses. No Brasil, o Programa de Controle das
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Leishmanioses do Ministério da Satde recomenda a eutanasia dos cdes, como uma medida de
controle, mas néo se faz obrigatoria. Apesar de ndo ser uma medida de saude publica, em 2016
uma nota técnica, liberada pelo MAPA, autorizou o registro do produto Milteforan no Brasil
para o tratamento de cédes. O licenciamento foi liberado por ser proibido o tratamento da
leishmaniose visceral (LV) com produtos de uso humano e/ou ndo registrados*.

Na Europa, os cdes sdo tratados as vezes repetidamente com antimoniais
pentavalentes, mas isso ndo € considerado apropriado, ja que a mesma droga é usada para tratar
infeccBes humanas, e pode dar origem a parasitos resistentes a drogas 6. Outro agravante é pelo
fato de que a maioria dos cdes infectados ndo apresentam os sinais clinicos, ou seja, sdo
assintomaticos e de dificil diagnostico, apesar de terem um papel significativo na transmissao
dos parasitos entre flebotomineos e humanos 4243,

Como medida profilatica temos o uso de vacinas que apresentam um eficécia na
reducdo da carga parasitaria no animal, porém ndo impedem que 0 mesmo ainda seja um
reservatorio da doenca *4; e o uso de coleiras com deltametrina 4%, que apesar de apresentarem
resultados eficientes contra L. longipalpis, possuem uma funcao de curta duracdo e com grandes
variacoes regionais *°. Desse modo, é notdrio que essa medida é complexa e deve ser adaptada
a situacéo local *,

Educacdo em Saude. A mobilizacdo social e o fortalecimento de parceirias
também é uma medida de controle. Deve ser adaptado localmente um modo eficaz de mobilizar
e educar a comunidade com intervencBes promissoras para que ocorra efetivamente uma
mudanca de comportamento. Também se faz importante a busca por parcerias e colaboragcfes
com varias organizacfes e outros programas que atuam no controle de outras doencas
transmitidas por vetores %,

Em uma revisao sistematica analisando a eficacia dos programas de controle da LV
gue incluiu estratégias para reduzir o risco de transmissao, como controle de reservatério de
animais, controle de vetores com pulverizacdo de inseticida, ou uma combinacdo dessas
intervencdes, Romero e Boelart (2010) concluiram que faltam evidéncias cientificas para
sustentar a eficacia desses intervengdes na interrupgao da propagacéo da doenca “6. Um ensaio
randomizado de intervencdo comunitaria, avaliando o impacto da pulverizacdo de inseticidas e
a eutanasia dos cées infectados sobre a incidéncia de infeccdo humana por L. infantum, mostrou
que apenas a eutanasia de caes foi capaz de reduzir a incidéncia em humanos com estimativas

de eficacia variando entre 27-52%, dependendo da analise realizada 4.
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Portanto, é possivel observar que ha vérias estratégias para o controle da doenca,
porém muitas vezes elas sdo aplicadas incorretamente e inadequadamente avaliadas, e somado

a baixa efetividade que elas apresentam, acabam gerando um entrave na reducio da doenca 2.
1.4 DIAGNOSTICO DAS LEISHMANIOSES

O diagnostico das leishmanioses é complexo mesmo em condicdes favoraveis, uma
vez que os sinais clinicos se confundem com outras doencas como, por exemplo, maléria,
tuberculose, esquistossomose, paracoccidioidomicose, hanseniase, dentre outras 44480, Faz-se
necessario a associacao de procedimentos para a obtencdo de um diagndstico acurado. Desse
modo, se faz necessario a combinacgdo de sinais clinicos, testes parasitologicos e imunoldgicos
33, A apresentacdo clinica das leishmanioses exibe polimorfismo e um amplo espectro de sinais
e sintomas que podem variar desde as manifestacdes clinicas discretas (oligossintomaticas),
moderadas a graves. E importante destacar que ha individuos com infeccdo inaparente e que
predizer o potencial de evolucéo clinico desses individuos se faz desafiador. Dessa forma, ndo
é indicado o tratamento para esses pacientes, nem a notificagdo 10°1,

Como métodos de referéncia para o diagnéstico, temos os testes parasitologicos que
se baseiam na demonstracdo do parasito em amostras de tecido, diretamente por microscopia
ou por meio da cultura. Embora o exame microscopico do aspirado do bago seja sensivel e
especifico, ele requer técnica para ler as ldminas com precisdo e para realizar a aspiracdo de
modo seguro, sem o desenvolvimento de hemorragia >2°*. O exame dos aspirados da medula
6ssea ou dos linfonodos é igualmente especifico, porém menos sensivel pela baixa parasitemia
26.55-57 “Infelizmente, se o primeiro procedimento n&o identificar os parasitos e o indice clinico
de suspeita for alto, é altamente recomendado repetir aamostragem do mesmo local ou de outro
local. Ja a cultura dos parasitos é periculosa e laboriosa, pois requer um ambiente estéril e um
tempo prolongado para obter resultados. Isso limita seu uso em campo ou em centros de salde
periféricos 44°4,

Devido ao alto risco dos exames parasitologicos, 0s ensaios sorologicos tém sido
bastante utilizados para a detec¢do de anticorpos em amostras de soro humanos e de caes, apesar
de ndo serem tdo efetivos na distingdo de casos de cura e recidivas, pois 0s anticorpos
permanecem detectaveis mesmo ap6s o tratamento. O teste de anticorpo fluorescente indireto
(IFAT), teste de aglutinacéo direta (DAT), imunocromatografia e ensaio imunoenzimatico por
ligacdo enzimatica (ELISA) sdo alguns desses ensaios com diferentes especificidades e

sensibilidades 265859,
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O DAT e o IFAT utilizam promastigotas inteiras para identificar anticorpos,
enquanto o ELISA usa um lisado bruto de promastigotas ou proteinas recombinantes do
parasito, que se apresentam mais puras e também bastante utilizadas em testes
imunocromatograficos °°.

O IFAT mostra sensibilidade de 87% a 100% e especificidade de 77% a 100% °©.
Apesar das formas promastigotas serem os antigenos de escolha para o diagnostico da LV, essas
podem aumentar a reatividade cruzada com outros Tripanossomatideos, por conta do nimero
de proteinas compartilhadas entre eles %2 e a necessidade de um laboratdrio sofisticado com um
microscopio de fluorescéncia restringe o seu uso para laboratdrios de referéncia .

O DAT é um teste soroldgico aplicavel no campo que, em contraste com o teste de
ELISA, requer equipamento minimo e pode ser realizado visualmente. Porém, esse teste
necessita de um longo prazo para a leitura e, em comum com muitos outros testes soroldgicos,
apresenta baixa especificidade com resultados falso-positivos por empregar uma preparagéo de
antigeno baseado em formas promastigotas inteiras °3.

O teste ideal para o diagnostico sorologico seria aquele de facil uso, barato e com
alta sensibilidade e especificidade. O uso de antigenos brutos e inteiros, utilizados em ELISA,
DAT e IFA, para o sorodiagnostico de doencas tropicais é limitado pelo grande desbalango
entre sensibilidade e especificidade e por ser dificil de se obter uma preparagdo padronizada.
Entretanto, uma vez que um antigeno Util para o diagndstico tenha sido identificado, técnicas
de biologia molecular permitem que esse antigeno seja fabricado como uma proteina
recombinante de maneira padronizada e com melhores resultados, vistos em técnicas de
imunocromatografia e ELISA .

O ELISA ¢é amplamente utilizado para o sorodiagndstico de varias doencas #3536,
A sensibilidade e especificidade desses ensaios sdo influenciadas grandemente pelo antigeno
empregado. Varios antigenos, incluindo proteinas recombinantes purificadas (dp72, gp70, rK39
e HSP70), foram testados, mas o antigeno bruto soltvel ainda é amplamente utilizado, apesar
de apresentar reagOes cruzadas com outros patogenos 536570 Além disso, muitos desses
candidatos sdo proteinas conservadas, ou seja, apresentam uma alta similaridade nas sequéncias
aminoacidicas com proteinas humanas e / ou caninas, dificultando a aplicabilidade dos testes
1. Portanto, tem-se buscado antigenos que sdo formados por regides aminoacidicas tnicas de
Leishmania, que ndo apresentem homologias de epitopos com seus hospedeiros e que
substituam o antigeno solivel de Leishmania (SLA) como, por exemplo, as proteinas
recombinantes rkE16, rk26, rK39 e A2 72774,
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Por sua vez, o teste imunocromatografico, também utilizado para detectar
anticorpos especificos ao parasito, tem-se tornado promissor devido a sua simplicidade e
facilidade de uso . A identificacdo de novos antigenos purificados, como a proteina
recombinante K39 (rK39), tem sido extensivamente estudada e aplicado para uso em testes
rapidos. O rK39 é composto por repeti¢cdes de um residuo de 39 aminoacidos (k-39), codificado
por um gene relacionado a cinesina nas formas amastigotas de L. infantum, sendo bastante
utilizado para o diagndstico da forma visceral, pois é altamente conservado entre as espécies
viscerotropicas, o que limita seu uso para a forma visceral da doencga %77,

O Ministério da Saude disponibilizou duas op¢des para o diagndstico, o teste rapido
KALAZAR DETECT® (InBios International, Seattle, WA) que utiliza amostras de soros e o
teste de imunofluorescéncia (IFI-LH®-Leishmaniose Humana - Biomanguinhos, Fiocruz,
Brasil) produzido no Brasil. Ambos aplicados para o diagndstico da LV 8. O IFI apresenta
sensibilidade e especificidade de 88% a 92% e 83% a 88%, respectivamente, e apresenta como
vantagem a larga producdo, porém, requer infraestrutura laboratorial de média complexidade e
profissionais especializados para a realizacdo do exame >®, O Kalazar Detect é simples, de
facil interpretacdo e apresenta uma sensibilidade, entre 84% a 88%, e especificidade de 91%
8182 Em 2015, o Ministério da Satde substituiu o Kalazar Detect pelo teste rapido IT-LEISH®,
produzido pela Bio-Rad Laboratories, USA, por apresentar resultados de sensibilidade e
especificidade superiores ao kalazar detect (sensibilidade de 92% a 93% e especificidade de
92% a 98% &8 e por permitir a analise de amostras de soro, plasma e/ou sangue total,
facilitando assim o seu emprego nos servicos de atencao primaria 8. Além disso foi uma medida
economicamente apropriada 8.

Diante de varios métodos de diagnostico, é importante analisarmos as limitacGes
gue esses testes ainda apresentam frente as diferentes formas das leishmanioses e as condicdes
ap6s o tratamento da doenga. Analisando os métodos empregados para identificar as
leishmanioses é interessante notar que para a forma visceral da doenca ha antigenos ja
estabelecidos para o sorodiagnostico, como o rK39 empregado em elisas e em testes rapidos;
enquanto que para a forma tegumentar ainda ndo ha um consenso na aplicacdo desses antigenos,
uma vez que 0s pacientes apresentam uma baixa parasitemia, gerando uma baixa producéo de
anticorpos. Desse modo, pacientes com a forma tegumentar podem ser classificados como
falso-negativos 1. Outro aspecto agravante ao se diagnosticar, sio os pacientes tratados, uma
vez que a resposta humoral pode permanecer mesmo ap6s a cura da doenca. Dessa forma, a
diferenciacdo desses pacientes, tratados e ndo tratados, ainda se apresenta como um obstaculo

devido & reatividade humoral 268,
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Na década de 1990, surgiram como alternativa os testes moleculares para a deteccéo
do DNA do cinetoplasto ou ribossomo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), aumentando
bastante a sensibilidade e permitiu o diagndstico de espécies em amostras de tecidos e sangue
254 Estudos mostram que a PCR apresentou um aumento da especificidade de 100% nos testes
para a forma cuténea, e um aumento na sensibilidade de 20 para 30% quando comparado ao
teste parasitoldgico convencional. O mesmo é visto para os casos de mucocutanea 2. No
entanto, além de ser uma técnica que precisa da presenca desses parasitos nos tecidos utilizados,
um entrave para o diagnostico da forma tegumentar da doenca, € onerosa, necessita de uma
equipe treinada e apresenta resultados que dependem de algumas varidveis envolvidas, comoo
tipo de amostra processado, area endémica, o alvo do DNA usado para amplificacdo, entre
outros .

Desse modo, é possivel notar que o diagndstico da LT humana é limitado ao exame
parasitolégico (exame direto por microscopia e/ou isolamento do parasito em meios de
culturas). Apesar de haver um antigeno eficaz e empregado em testes soroldgicos (IFI e ELISA)
e cromatogréaficos para a LV, como rK39, e alternativas mais eficientes como a qPCR, ainda se
faz necessarios exames mais especificos, baratos e de facil aplicabilidade 4%,
Consequentemente, novos alvos proteicos tem sido testados %787 com o objetivo de melhorar
o diagnostico, visando uma alta sensibilidade de modo a conseguir identificar a forma
tegumentar da doenca, e uma alta especificidade para que o alvo possa ser utilizado no
diagnostico correto da forma visceral e também como controle de cura.

Semelhante ao diagnostico humano, o diagnéstico clinico da LVC vem se
apresentando como um problema para os servigos de salde publica devido a similaridade dos
sinais clinicos com outras patologias, alterac6es histopatolégicas inespecificas e a inexisténcia
de testes 100% especificos e sensiveis 88°, O diagnostico laboratorial em cées é semelhante ao
realizado em humanos, se baseando nos exames parasitologico e/ou sorolégico. O diagndstico
parasitologico se baseia na visualizacao direta do parasito em material biolégico, como pungoes
hepatica, esplénica, de medula dssea, de linfonodos e bidpsia de pele. Apesar de ser 100%
especifico, sdo métodos invasivos, de sensibilidade bastante variavel devido ao grau de
parasitemia do animal, demorados e, consequentemente, impraticaveis em programas de salde
publica. O Ministérido da Saude tem recomendado para o diagnostico sorolégico o RIFI (titulo
de 1:40 ou mais) e ELISA (considerado positivos os valores da densidade 6tica igual ou superior
a 3 desvio-padrodes do cut-off do controle negativo).

Apesar dos testes sorolégicos serem o método mais utilizado para cdes, eles

apresentam limitacdes pela possibilidade de gerarem reatividade cruzada com outras doencas
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causadas por outros tripanossomatideos, como o Trypanosoma cruzi, e com protozoarios de
outras familias, como Babesia canis, ou até mesmo com a bactéria Ehrlichia canis %, e podem
ndo diferenciar cdes naturalmente infectados de cies vacinados °.

Além disso, a maioria dos cées infectados permanece assintomatico por longos
periodos e com uma baixa carga parasitaria, implicando na falta de reconhecimento dos
parasitos nos testes parasitologicos ou soroldgicos 2. Como consequéncia, métodos de
diagnostico que buscam identificar ambos, assintomaticos e sintomaticos, tém sido
desenvolvidos, uma vez que animais infectados possuem um papel relevante na transmissao do

parasito para outros cdes sadios e humanos 3%,
1.5 RESPOSTA IMUNE

Dependendo da natureza do patdgeno que induz a resposta inicial no hospedeiro, a
célula dendritica ativada, com a liberacdo especifica de citocinas chave, direciona a
diferenciacdo dos linfécitos T CD4™ naives, virgens de exposicdo, em tipos distintos de células
efetoras, podendo ser principalmente diferenciadas nos subtipos Thl, Th2 ou Th17 ™. O perfil
de resposta associado a protecdo do hospedeiro contra a LV é determinado pelo maior balanco
do subtipo Thl, caracterizado pela producéo das citocinas IFN-y, IL-12, TNF-a, GM-CSF,
dentre outras. Essas citocinas atuam como uma alca de retroalimentagéo positiva no aumento
da polarizagdo da resposta para o perfil Th1, atuando nas células T CD8", o que aumenta a sua
atividade citotdxica, e também na resposta humoral dependente de T, uma vez que atuam na
ativacdo dos linfécitos B em plasmacitos secretores de anticorpos mais especificos, sendo
IgG2a a subclasse prevalente %. Elas também atuam com retroalimentacéo positiva na ativago
da via classica dos macrofagos, induzindo-os a aumentar a expressdo de enzimas ligadas a
sintese de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico, responsavel pela morte dos parasitos
internalizados . Esse repertorio imune é encontrado em pacientes assintomaticos, ou seja,
aqueles que conseguem controlar a infecgio sem o avanco da doenca 7.

Ja a doenga aguda apresenta como repertdrio imune maior balango de citocinas do
subtipo Th2, como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B. Essas moléculas atuam como alca de
retroalimentacdo positiva no aumento da polarizacao do perfil Th2, na ativacao de linfocitos B
em plasmacitos secretores de anticorpos especificos como IgE e IgG1 e que possuem um papel
na defesa mediada por eosinofilos e mastocitos *. As citocinas também desencadeiam a
ativacdo alternativa dos macrofagos, os induzindo a expressar enzimas ligadas a sintese de

colageno e fibronectina, ou seja, um processo relacionado a fibrose e remodelagem tecidual.
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Desse modo, o0 sistema imune ndo consegue combater o parasito e reduzir a carga parasitaria,
propiciando o agravamento da infeccdo 76, A suscetibilidade do modelo murino a infecgdo
por Leishmania € crucial para a identificacdo da dicotomia das respostas Th1/Th2, ainda que
uma érea de continua especulagio e investigagdo ainda permanece 24, Ademais, avangos na
compreensdo da progressao das leishmanioses indicam que as interacdes celulares sdo mais
complexas do que o paradigma de balan¢o Th1/Th2 na definicdo do curso da infecgo .

O papel das células Th1l7 tem se apresentado como um modulador crucial da
imunidade adaptativa contra parasitos Leishmania. A diferenciacdo das células Th17 € mediada
pela ativacdo de células T naive na presenca da combinacdo das citocinas TGF-p, IL-6, IL-1p
e IL-23. A citocina IL-17 coopera com outras do perfil, como IL-17, IL-21 e IL-22, auxiliando
na inducao da inflamacdo do tecido ao ativar a INOS (6xido nitrico sintase induzivel) e induzir
a expressao do fator estimulador de colnias de granulécitos, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e varias
quimiocinas para potencializar a inflamagdo ®. A inducdo desses mediadores inflamatérios
sugere que a IL-17 tenha um papel importante nas infeccbes por parasitos intracelulares,
atuando em sinergismo com o perfil Th1, ou seja, potencializando o perfil protetor contraa LV.
Embora muitos trabalhos tenham discutido as respostas imunes celulares contra as diferentes
formas de leishmaniose %1% o papel de Th17 na imunopatogénese e no controle das

leishmanioses permanece ainda a ser melhor definido 201,

1.6 VACINAS CONTRA AS LEISHMANIOSES

A busca de vacinas contra as leishmanioses é importante para o controle e
prevencdo da doenca. Varios antigenos de Leishmania tém sido explorados como candidatos a
vacinas promissoras, podendo ser administrados de diferentes formas: como o parasito
Leishmania integro e inativado ou atenuado, chamados de vacinas de primeira geragdo; como
subunidades, as proteinas de Leishmania classificadaos como vacinas de segunda geracéo; e
com o uso de vacinas de DNA como as vacinas de terceira geragio 2. Varios estudos utilizando
0s trés tipos de vacinas tém demonstrado sucesso na protecdo contra a LV em estudos in vivo
102—104.

Datta et al. (2012) investigaram a eficiéncia imunoprofilatica de parasitos da
espécie L. donovani atenuados por radiagdo gama na infeccdo experimental de camundongos
BALB/c com a forma visceral da doenga. Os parasitos atenuados por radiacdo se mostraram

significativamente eficazes na protegdo de camundongos contra a infec¢do apos duas doses em
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um intervalo de tempo de 15 dias, o que foi ainda confirmado pelo aumento da resposta imune
Th1 em detrimento da resposta Th2 1%,

Apesar das vacinas de primeira geracdo apresentarem algum nivel de protecéo
contra as leishmanioses, elas apresentam limitacdes ao gerar resposta imune, devido a grande
variabilidade na sua producdo e também por sua toxicidade, uma vez que é vista como insegura
para uso da populagdo 2>193106.107 " Além disso, os regulamentos de vacinas e os critérios de
liberacdo atuais fazem com que esse tipo de vacina ndo represente mais uma opg¢ao sustentavel
e viavel para uso generalizado 1%,

A revolucdo da engenharia geneética no final do século 20 impactou bastante o
desenvolvimento de alvos vacinais, surgindo assim as vacinas de segunda geragéo, que incluem
proteinas de Leishmania purificadas, bem como proteinas recombinantes do parasito 2°. Essas
vacinas tém demonstrado uma melhor resposta imunologica, em relacdo as de primeira geracao,
as quais levaram o sucesso de algumas vacinas que passaram e/ou estdo no mercado.

Atualmente, existem trés vacinas disponiveis para preven¢do da LVC. A vacina
CaniLeish® (Virbac, Franca), produzida a partir de antigenos da L. infantum (LIESP/QA-21),
ndo é encontrada no mercado brasileiro, mas € utilizada por alguns paises da Europa. Essa
vacina apresentou eficacia na prevencdo dos sinais clinicos em cdes de cerca de 68,4%, com
um nivel de protecdo de 92,7% e é bastante tolerada pelos animais, nos quais 0 maior evento
adverso se apresenta como um leve inchago local associado a dor no local da injecdo 1°°. Apesar
de induzir uma resposta imune mediada por células T do subtipo Thl, importante para o
combate ao parasito, ela ndo tem um carater preventivo, mas sim terapéutico, pois ela ndo
previne o cdo da infecgdo primaria pelo protozoario, apenas controla a carga parasitaria no
animal 1% e 0 avanco de sinais clinicos graves. Assim, ela pode ser administrada antes ou apds
a infeccéo.

No Brasil, temos duas vacinas que foram aprovadas em 2014 pelo Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA): Leishmune® (Zoetis, Campinas, Brasil) e
Leish-Tec® (Hertape S.A., Juatuba, Brasil). A Leishmune® foi produzida a partir de uma
fragcéo glicoproteica purificada de L. donovani associada ao adjuvante saponina. Seu uso foi
suspendido no mesmo ano pelo MAPA em conjunto com o Ministério da Saude, por ndo
apresentar os requisitos da avaliagdo de um ensaio clinico de Fase 111 ®2. J4 a Leish-Tec® se
encontra atualmente no mercado e foi produzida a partir da proteina recombinante A2 de L.
infantum associada ao adjuvante saponina. A vacina apresenta 71% de eficacia e 43% na

reducéo da transmissibilidade em estudos de fase 111 4.
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As vacinas de terceira geracao, que utilizam um vetor plasmidial para a insercao de
genes que codificam proteinas de interesse nas células do hospedeiro, podem ser usadas contra
patdgenos intracelulares ao estimularem uma resposta celular dos tipos CD4 e CD8 %, Essas
vacinas de terceira geracdo tém demonstrado bastante eficiéncia com diferentes candidatos
vacinais com as diferentes formas clinicas da doenga, como tém sido demonstrado por varios
estudos que utilizaram diferentes antigenos, como LACK 2, NH36 113, proteinas cinases 14 e
HASPB %°, Nesse contexto, o uso de vacinas de DNA tem demonstrado ser uma alternativa
interessante devido a sua capacidade de inducdo de imunidade celular prolongada, pelo menor
custo de producdo de tais vacinas, além da maior estabilidade de conservacao.

Embora pesquisadores tenham centrado esforgos nas tentativas de encontrar uma
alternativa eficiente para a prevencao da LV, até 0 momento ndo ha vacina disponivel para o
ser humano e ainda nenhuma vacina disponivel para caes tem se apresentado altamente eficaz
no controle da doenca >4, A busca por alvos vacinais persiste, principalmente, por aqueles
antigenos imunodominantes, que desencadeiam resposta do tipo Thl e se apresentam
conservados entre as espécies causadoras das leishmanioses, de forma a apresentar um amplo
espectro de protecéo >,

Desse modo, muitos estudos tém buscado esses antigenos vacinais através da
imunoprotedmical!®-1!8 uma técnica que combina o western blotting com a protedmica *°. Essa
abordagem € bastante utilizada atualmente, além de outros fins, para a identificacdo de proteinas
antigénicas e imunogénicas de Leishmania para posterior avaliacdo do seu potencial como
candidato diagnostico ou vacinal contra as leishmanioses 5-¢°,

A imunoprotedmica tem se mostrado uma ferramenta promissora e eficiente para
selecdo de antigenos a partir de diferentes patdgenos, que podem apresentar prop0sitos vacinais,
diagndstico e/ou terapéuticos 6118, Nosso grupo tem utilizado essa abordagem na busca por
alvos vacinais e diagnosticos para as leishmanioses, que tém apresentado resultados
promissores, como as proteinas: piridoxal cinase, enolase, SMP-3, proibitina, B-tubulina e
dentre vérias outras de funcdo ainda desconhecidas, denominadas de hipotéticas 104119126 E
com o objetivo de otimizar a eficiéncia desses antigenos diferentes, encontrados e testados,
atualmente o grupo tem utilizado as regiGes de dominio contendo apenas os epitopos relevantes
de cada proteina, de reconhecimento pelos linfocitos B e T, na juncdo e construcao de proteinas
quiméricast?’12°,

Recentemente, nosso grupo realizou um ensaio de imunoprotedmica feito com as
formas promastigotas e amastigotas de L. infantum, que identificou possiveis alvos antigénicos

quando esses foram reconhecidos por anticorpos presentes em soros de pacientes portadores de
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LV, em detrimento ao ndo reconhecimento por anticorpos encontrados em individuos sadios
130, Dentre eles, a proteina fator eucarioto de alongamento 1 beta de Leishmania (EF1p;
LINF_340014000) foi selecionada para ser testada no presente trabalho. Além disso, a proteina
apresenta epitopos preditos de linfocitos B e células T dos subtipos CD4* e CD8". Dessa forma,
a proteina se apresenta como um alvo potencial para o diagnéstico e vacina para as
leishmanioses.

A proteina EF1p € considerada crucial para o processo de tradugdo proteica em
eucariotos e archaea. A traducdo da informacéo genética do DNA para proteinas é realizada
pela maquinaria dos ribossomos por meio das ligacdes peptidicas e é dividida em quatro
diferentes fases: (1) a fase de iniciacdo dirigida pelos cédons de partida no mRNA e fatores de
iniciacdo (IFs), em que as subunidades ribossomais sdo montadas e os tRNA iniciadores se
ligam ao ribossomo; (2) a fase de alongamento, na qual os cédons no mMRNA sdo combinados
nos tRNAs sob o controle estrito dos fatores de alongamento (EFs); (3) a fase de terminacdo,
durante a qual os cédons de parada sdo reconhecidos pelos fatores de liberacdo (RFs) e os
polipeptideos sintetizados sdo liberados do ribossomo; e (4) a fase de reciclagem, na qual as
subunidades ribossomais séo dissociadas umas das outras sob a influéncia de um fator de
reciclagem de ribossomos (RRF) 3. O fator de alongamento EF1B (também conhecido como
EF-Ts ou EF-1 beta/ gama/ delta) € um fator de troca de nucleotideos necessario para regenerar
EFla de sua forma inativa (EF1a-GDP) para sua forma ativa (EF1a-GTP). O EFla interage
com um novo aminoacil-tRNA para iniciar o ciclo novamente. O EF1f ¢ mais complexo em
eucariotos do que em bactérias e pode consistir de trés subunidades: EF1B-beta (ou EF-1 beta),
EF1B-gama (ou EF-1 gama) e EF1B-delta (ou EF-1 delta). Sendo assim, o EF1 € um dominio
de troca de nucleotideos de guanina encontrado nas cadeias beta e delta dos fatores de
alongamento de eucariotos e archaea 1%,

No presente estudo, o gene codificador da proteina EF1p foi clonado e a proteina
foi expressa e purificada na forma recombinante para ser utilizada em testes vacinais e de
diagnostico soroldgico para as leishmanioses. Ensaios de ELISA para o sorodiagnostico da LV
canina e humana, bem como para a LT humana, foram realizados. Como alvo vacinal, a proteina
foi administrada como vacina de DNA ou proteina recombinante mais saponina, um glicosideo
proveniente do metabolismo secundario vegetal muito utilizado por induzir um perfil de
resposta Th1l nos modelos animais para as leishmanioses **-1%, e a eficacia protetora dos

imundgenos foi avaliada em modelo murino contra a infec¢do com L. infantum.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, os métodos de diagnoéstico para detecgdo das leishmanioses canina e
humana sdo baseados em testes parasitolégicos convencionais e moleculares e testes
imunolodgicos. Assim, uma variedade de métodos tem sido aplicada para a deteccao de cées e
humanos portadores do parasito. Entretanto, eles apresentam varidvel sensibilidade para a
deteccdo dos casos com baixa carga parasitéria ou titulos de anticorpos antileishmaniais, além
de variavel especificidade para a discriminacdo dos casos de leishmanioses daqueles
desenvolvidos por outras espécies de Tripanosomatideos.

Assim, é possivel observar que ha estratégias para o controle das leishmanioses,
porém muitas vezes elas sdo aplicadas inadequadamente, e somado a baixa efetividade que
apresentam, acabam gerando entrave na reducao da incidéncia da doenca. Como consequéncia,
novos estudos tém buscado identificar antigenos mais sensiveis e especificos para o diagnéstico
da doenca, além do desenvolvimento de novas vacinas, que se apresentam também como
medida de controle da doenca, uma vez que ha poucas vacinas disponiveis para cdes no
mercado, e que apresentam eficacia controvérsia, e ndo existe uma vacina disponivel para
humanos %,

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo principal buscar um novo alvo para
futuro emprego como vacina e no diagndéstico das leishmanioses, de modo que 0 mesmo possa
ser empregado com eficécia profilatica e/ou na melhoria da sensibilidade e especificidade para

composicao de um teste laboratorial efetivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a proteina fator eucarioto de alongamento 1 beta de Leishmania (EF1p)

como candidata ao diagnéstico imunoldgico e como vacina contra as leishmanioses.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ ldentificar epitopos especificos de linfocitos B e T na sequéncia da proteina
EF1B de L. infantum e verificar sua conservacdo entre diferentes espécies do parasito

Leishmania e de outros Tripanosomatideos;

+¢* Clonar o gene codificador da proteina EF1p, expressar e purificar a proteina
recombinante e avaliar seu desempenho diagndstico para deteccdo da LV canina e humana,

além da LT humana, usando amplo painel sorolégico.

+¢ Avaliar a eficacia prognostica da proteina usando soros de pacientes coletados

antes e ap0s o tratamento e cura clinica;

++ Avaliar a imunogenicidade e eficacia protetora da proteina rEF1p administrada
na versao recombinante mais saponina ou como vacina de DNA em camundongos BALB/c

contra a infec¢do usando L. infantum, por meio de avaliagfes imunoldgicas e parasitologicas.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com o objetivo de melhor visualizar as etapas do projeto, um planejamento da pesquisa

€ mostrado abaixo:

FASE | - Bioinformatica

Imunoproteémica

Predicédo de epitopos de células B,
T CD4+ e T CD8+ para a proteina
LINF_340014000

Alinhamento global da proteina de
Leishmania, LINF_340014000, com

ortélogos presentes em outros
tripanosomatideos e seus
hospedeiros vertebrados

GEM-T-Easy

Clonagem da proteina
LINF_340014000 no vetor p

FASE Il — Producéao da proteina
e DNA recombinante

Clonagem da proteina
LINF_340014000 no vetor pV.

Expresséo heteréloga utilizando ¢
vetor pET28a-TEV em E. coli
ARTIC Express

FASE Il - Teste para o diagnoéstico

Ensaios de imunizacao

Ensaio sorologico - ELISA

PBMC
FASE IV - Ensaios de imunizacéo

Ensaio de imunizacdo

Figura 4. Delineamento experimental geral.
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5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTACAO ANIMAL

A experimentacdo animal usando a proteina rEF1p foi realizada de acordo com o

esquema abaixo:

% Camundongos Balb/c (8 semanas de idade) * Sangue > IgG1 e IgG2a
Eutanasia * Cultura de esplendcitos >
__> Produgdo de citocinas (IFN-y, IL-
12,GM-CSF, IL-4 e IL-10)
15 dias 15 dias 15 dias

l} Metade de cada grupo

Vv v fecc3o desafio -- r
o of o BB EST

a 45 dias
*Grupos (16 fémeas Balb/c)

1:50 pL PBS

‘ 2: 25 pg Saponina
3: 50 pg pVAX1

| 4: 50 pg pVAX1-EF1B %

‘ 5:10 pug rEF1B + 25 pg Saponina

Eutanasia

*Imunogenicidade

*Imunofenotipagem

*Dosagem de oxido nitrico

*Carga Parasitaria (diluicdo limitante): baco,
figado, linfonodo, medula déssea.

4

Figura 5. Delineamento da experimentacéo animal.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 FASE | - BIOINFORMATICA

5.1.1 Selecdo da proteina de Leishmania candidata ao diagnostico e vacina

A proteina utilizada no trabalho foi selecionada por meio da técnica de
imunoprotedmica utilizando extrato proteico de L. infantum **°. Essa proteina foi reconhecida
por anticorpos presentes nos soros de pacientes com LV, em detrimento do ndo reconhecimento
por anticorpos presentes em pacientes portadores de outras doengas que podem gerar reacao

cruzada e individuos sadios.
5.1.2 Predicédo de epitopos

As predicOes de epitopos foram realizadas a partir da sequéncia de aminodcidos da
proteina EF1pB (LINF_340014000).

5.1.2.1 Linfécitos B

Epitopos de linfocitos B foram preditos utilizando o programa BepiPred-2.0 server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/index.php) *'. Este programa prediz epitopos a partir
da sequéncia proteica, usando o algoritmo Random Forest treinado com aminoacidos
sabidamente formadores e ndo formadores de epitopos determinados por cristalografia. Os
dados foram gerados a partir de um cut-off de 0.6 para EF1p, que confere uma especificidade
de 95% e uma sensibilidade de 10%.

5.1.2.2 Linfocitos T CD4*

Peptideos ligantes as moléculas de MHC de Classe Il (MHC-I1) foram preditos pelo
programa NetMHClIpan 3.2 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHClIpan/) %, As
predicdes sdo disponiveis para os trés isotipos de MHC-I1 em humanos, HLA DR, HLA DPe
HLA-DQ, bem como para as moléculas H-2 presentes em camundongos. Os valores de predi¢céo
séo dados pelo I1Cso (nM) e classificagdo em porcentagem. A porcentagem para um determinado
peptideo é dada pela comparacdo da sua pontuacdo com a de outros 200.000 peptideos naturais
aleatorios, sabidamente ligantes ao MHC-1I e com o mesmo comprimento configurado no
programa. LigacOes fortes e fracas séo identificadas baseadas na classificacdo em porcentagem
e com limites ajustéveis (threshold). Dessa forma, o programa foi utilizado para a predigdo de


http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/index.php
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/
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epitopos de 15 amino&cidos, utilizando os isotipos apenas de humanos, com a classificacdo de
2% para o threshold de ligantes fortes, e com 10% para o threshold de ligantes fracos.

5.1.2.3 Linfocitos T CD8*

Peptideos ligantes as moléculas de MHC de Classe | (MHC-I) foram preditos
utilizando o programa NetCTL 1.2 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/) 3°. Este
preditor é baseado em redes neuronais artificiais para a predicdo de epitopos de linfocitos T
citotoxicos (CTL) a partir de sequéncias proteicas. Esta ultima versdo atualizada (1.2) foi
treinada com 886 ligantes conhecidos de MHC de Classe | (MHC-I) restritos a 12 supertipos
diferentes presentes em humanos. O método integra uma juncdo de caracteristicas
probabilisticas além da ligacdo ao MHC-I, bem como a clivagem C terminal via proteassoma e
a eficiéncia do transporte via TAP (transportador associado ao processamento de antigeno). As
pontuacgdes das trés predi¢cdes individuais sdo integradas como uma soma ponderada, com um
peso relativo na ligacdo MHC-I1 / peptideo de 1. Diferentes thresholds sao atribuidos para as
pontuacdes integradas, sendo traduzidos em valores de sensibilidade / especificidade. O
programa foi executado com o threshold de 1.0, ou seja, cerca de 70% de sensibilidade e 99%
de especificidade, para os supertipos — A2, A3 e B7.

5.1.3 Alinhamento de proteinas homologas

Um BLAST foi realizado no banco de dados TriTrypDB
(https://tritrypdb.org/tritrypdb/), com espécies de tripanosomatideos causadores das
leishmanioses e doenga de Chagas, que apresentavam homologia e sintenia génica com 0s
candidatos selecionados neste trabalho. Proteinas homologas correspondentes nos hospedeiros
vertebrados (Canis familiaris e Homo sapiens) para os parasitos do género Leishmania foram
obtidas através do BLAST no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A
proteina foi alinhada e as porcentagens de identidade entre as proteinas foram obtidas utilizando
o programa ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) 4°. As regides com
homologia no alinhamento multiplo foram sombreadas, usando o programa BoxShade 3.21
(https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html). As regides de dominio das proteinas
foram encontradas utilizando a base de dados de familia de proteinas Pfam
(https://pfam.xfam.org/). As sequéncias utilizadas no alinhamento multiplo da proteina EF1p
foram: LINF_340014000 (L. infantum JPCM5); LdCL_340014200 (L. donovani CL-SL);
LbrM.20.0770 (L. braziliensis M2904); LmjF.34.0820 (L. major Friedlin); TcCLB.507671.30
(T. cruzi CL Brener hapldtipo Esmeraldo-like) e TcCLB.506201.39 (T. cruzi CL Brener


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/
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hapl6tipo Non-Esmeraldo-like); EAL24079.1 (Homo sapiens); e XP_536040.1 (Canis

familiaris).
5.2 FASE 1l - PRODUCAO DA PROTEINA E DNA RECOMBINANTE

5.2.1 Clonagem do candidato a expressdo heterdloga

Inicialmente, foram desenhados um par de primers dos tipos forward e reverse para o
gene utilizado no presente estudo: LINF_340014000, com auxilio do programa OligoExplorer
1.2 e OligoAnalyzer 1.2. O programa NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) foi
empregado concomitantemente no desenho dos primers para a escolha de duas enzimas de
restricdo que ndo apresentavam cortes nas sequéncias génicas de interesse e que estivessem
presentes no vetor de expressdo utilizado. Como o delineamento do trabalho apresenta como
objetivo a expressdo dessas ORFs tanto em organismos procariotos como em eucariotos, foi
adicionado ao primer a sequéncia de Kosak proximo ao ATG (metionina) inicial - ACCATGG.
Essa sequéncia é importante para o reconhecimento do RNAm pelos ribossomos de organismos
eucariotos para a tradugdo. O seguinte par de primers foi desenhado: 5'-
GGATCCACCATGGGATCTCTAAAGGACGTGAGC-3" (forward) e 5-
GAATTCAGGTGCAGTCGATGGATATC-3 (reverse) para o gene EF1p. Foram inseridas as
enzimas de restricdo (sublinhadas) BamHI e EcoRI para os primers forward e o reverse,
respectivamente.

Posteriormente, os primers foram utilizados para a amplificagcdo das ORFs na PCR
com gradiente de temperatura. O gradiente proporciona alteracdes na temperatura de
anelamento dos primers no DNA genémico de L. infantum (DNA molde utilizado na PCR). Os
produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose corado com um
intercalante de DNA — brometo de etideo, que fluoresce quando exposto a luz ultravioleta. Apos
a amplificacdo com a temperatura de anelamento padronizada, os produtos de PCR foram
clonados no vetor pPGEM-T Vector (Promega; ANEXO I). O pGEM-T é um vetor de clonagem
pré-linearizado, que possui em suas extremidades 3’ uma timidina ndo pareada, permitindo a
ligagdo da 3’-adenosina do amplicon adicionada pela enzima DNA polimerase, de modo
independente do DNA molde, durante a PCR. O vetor também apresenta em sua sequéncia um
gene que confere resisténcia ao antibiotico ampicilina, uma origem de replicacdo e um sitio
multiplo de clonagem. A ligagdo do amplicon ao vetor de clonagem foi efetuada com o uso da

enzima T4 DNA ligase (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante.



47

Apos a ligagdo, foi feita a transformacéo do plasmideo recombinante no hospedeiro
competente, E. coli XL1-Blue (Phoneutria, Brazil), por eletroporagéo utilizando o equipamento
“MicroPulser Electroporation Apparatus” (Bio-Rad). Ap6s a clonagem em bactérias, o
amplicon foi subclonado nos vetores de expressao pET28a-TEV e pVAX1.0. Para isso, foi feita
a digestdo dos amplicons com duas enzimas de restricdo, BamHI e EcoRI, assim como dos
vetores de expressao vazios para posterior ligagdo utilizando a enzima T4 DNA ligase. O vetor
pET28a-TEV (ANEXO I1) foi escolhido por ser um plasmideo utilizado para a expressao de
proteina em procariotos e que possui de forma semelhante ao pGEM, sequéncias que
proporcionam resisténcia ao antibiotico canamicina, um sitio mdaltiplo de clonagem, um
promotor T7 regulavel, uma sequéncia para adi¢do de uma cauda de histidina N- e C- terminal,
e em adicdo um sinal de término de transcricdo e sequéncias para controle da traducéo (Shine-
Dalgarno). Por sua vez, o vetor pVAX1 (ANEXO III) foi selecionado para ser utilizado na
expressdo de proteina em mamiferos. Este vetor possui promotor de citomegalovirus (Pcmv),
origem de replicacdo, sinais para o término e poliadenilacdo do transcrito e sequéncia para
reconhecimento do RNAm por ribossomos (sequéncia de Kozak). Apos a inser¢édo do amplicon
digerido em ambos vetores de expressdo, pET28a-TEV e pVAXL, os plasmideos foram
transformados nos diferentes hospedeiros competentes, E. coli Arctic Express (DE3) e DH5a
(Thermo Fischer SCIENTIFIC, Massachusetts, USA), respectivamente.

5.2.2 Preparagéo do vetor plasmidial para as imunizagoes

O vetor pVAX1 sem inserto, usado como controle nas imunizacdes, e com o inserto
(ORF que expressa a proteina EF1p - LINF_340014000) foram transformados em bactéria E.
coli DH5a e, posteriormente, purificados utilizando o kit de extragdo DNA plasmidial
(Quiagen, Hilden, Alemanha). A qualidade da extracdo plasmidial foi avaliada por eletroforese

em gel de agarose 1%.

5.2.3 Expressao heterologa e purificagdo da proteina rEF1§

A linhagem Artic Express (DE3) foi laborada para a expressdo de proteinas
recombinantes em vetores dirigidos pelo promotor T7 e diferencialmente das demais E. coli,
possui uma baixa temperatura de cultivo, cerca de 12°C, favorecendo um aumento da
solubilidade da proteina. Além disso, a bactéria apresenta um plasmideo adicional que expressa
um gene que confere resisténcia a gentamicina e coexpressa outras duas chaperoninas, Cpn10
e Cpn60, adaptadas para o dobramento de proteina a baixas temperaturas. Para a expressao
heter6loga e em larga escala da proteina foi utilizado dois litros de meio de cultura 2xYT, com

o indutor IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida; Promega, USA) na concentracédo de 1.0
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mM em uma incubadora shaker & 12°C por 4 horas. Essas condi¢6es foram determinadas apds
ter sido realizado o teste de expressdo da proteina rEF1p3, nos tempos O e 1, 2 e 3 com intervalos
de 1 hora usando diferentes concentragcdes de IPTG (0.5 mM, 1 mM e 1.5 mM), adicionado
apos a cultura de bactérias ter atingido a densidade Optica de 0,6 (DOs00=0.6). Ap0s a expressao,
a cultura de bactéria foi centrifugada a 2000 x g, por 30 min a 4°C 8. O pellet de bactérias,
armazenado em freezer -80°C, foi ressuspendido utilizando PBS 1x, sonicado e novamente
centrifugado a 6.000 x g por 30 minutos a 4°C. A proteina recombinante, contendo a cauda de
histidina, foi coletada do sobrenadante e purificada utilizando a coluna de afinidade HisTrap 5
mL (GE Healthcare Life Science) no sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas,
AKTAprime plus (GE Healthcare Life Science) 8. A eluigdo da proteina foi realizada com uma
solucdo de PBS 1x e 500 mM de imidazol. Seguido da purificacdo, foram feitos géis de
poliacrilamida com diferentes fracdes da eluicdo proximas ao pico de purificacdo da proteina
lida atraves de um espectrofotdmetro acoplado ao FLPC. Foram realizados também, o western
blotting de algumas dessas fragdes da purificacdo para a confirmacdo do grau de pureza. As
fracOes da proteina foram dosadas utilizando o kit “Pierce BCA Protein Assay” (Thermo

Scientific) sequindo as recomendac6es do fabricante.
5.2.4 SDS-PAGE e Western Blotting

As fracdes de eluicdo da proteina foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% e coradas com a solu¢cdo Coomasie-blue (Coomassie Brilhant Blue G-250
0,25%; &cido acético 10%; metanol 50%), e descorados com solucdo metanol 30% e acido
acetico 10% em agua. Para o Western Blotting, apenas as frages com proteinas foram separadas
por eletroforese e posteriormente transferidas para a membrana de nitrocelulose (Sigma
Aldrich, USA) em tampdo de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; metanol 20%, pH
8,3) e submetidas a tenséo de 100V durante 1 hora no gelo. A membrana foi incubada overnight
na solucédo de bloqueio (PBS-T: Tween 20 0,05%) com a adi¢édo de soro fetal bovino (BSA) na
concentracdo de 5%. Posterior ao bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-Tween
por 10 minutos e incubada com o anticorpo primario anti-His de camundongo (Sigma Aldrich,
USA) na proporcdo de diluicdo 1:10.000 na solucdo de bloqueio. Apds trés lavagens, na
revelagdo da membrana, foi utilizado 12,5 mg de 4-cloranaftol, 25 mg de diaminobenzidine
(DAB; Sigma Aldrich, USA) e 20 pl de perdxido de hidrogénio. A membrana foi lavada com

agua destilada para parar a reagédo da solucéo reveladora.
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5.5 FASE Il — TESTE PARA DIAGNOSTICO SOROLOGICO
5.3.1 Aprovacio do Comité de Etica

Os Comités de Etica em Pesquisa Humana da UFMG (protocolo CAAE—
32343114.9.0000.5149) e da Santa Casa de Saude de Belo Horizonte (protocolo CAAE—
60802116.1.0000.5138) aprovaram o estudo. Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foi fornecido e assinado por todos 0s pacientes envolvidos no estudo. As aprovagdes ocorreram

por meio de documentos que se apresentam no Apéndice desta tese.

5.3.2 Amostras bioldgicas

Soroteca humana

Amostras de soros foram coletadas de pacientes com LC (n=25, 17 homens e 8
mulheres com idade entre 29-57 anos), LM (n=25, 18 homens e 7 mulheres com idade entre
30-59 anos) e LV (n=30, 19 homens e 11 mulheres com idade entre 28-64 anos) em regido
endémica da doenca (Belo Horizonte). O diagnostico da LC e LM foi confirmado por exames
clinicos e parasitoldgicos, com a realizacdo de esfregacos de fragmentos de lesdo corados por
Giemsa e PCR convencional para identificar o KDNA de L. braziliensis, ao passo que aspirados
de medula 6ssea e baco foram empregados para identificar o KDNA de L. infantum por PCR
convencional para diagnéstico da LV. Amostras de individuos sadios (n=30, 18 homens e 12
mulheres com idade entre 22-52 anos) que ndo apresentavam sintomatologia e resultados
soroldgicos negativos foram também coletadas de regido endémica. Para verificar a reatividade
cruzada, soros de pacientes com doenca de Chagas (n=25, 17 homens e 8 mulheres com idade
entre 25-45 anos) foram obtidos no “Ambulatorio de Referéncia em Doenga de Chagas” da
Faculdade de Medicina. Foram também usados soros de pacientes hansenianos (n=10, 5
homens e 5 mulheres com idade entre 35-63 anos), com aspergilose (n=10, 6 homens e 4
mulheres com idade entre 26-47 anos), paracoccidioidomicose (n=10, 6 homens e 4 mulheres
com idade entre 26-51 anos), tuberculose (n=10, 4 homens e 6 mulheres com idade entre 25-45
anos) e malaria (n=10, 5 homens e 5 mulheres com idade entre 30-49 anos). Essas amostras
foram cedidas pela Dra. Rachel Basques Caligiorne do Instituto de Ensino e Pesquisa da Santa

Casa de Belo Horizonte.
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Acompanhamento soroldgico pos-terapéutico

Para avaliar a reatividade soroldgica da proteina rEF1p antes e ap0s o tratamento dos
pacientes, amostras de soros foram coletadas de pacientes com LV ou LM (n=10 em ambos 0s
casos), antes e apds 6 meses do tratamento. Os pacientes tratados foram submetidos ao mesmo
regime terapéutico utilizando antimoniais pentavalentes (Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda.,

Suzano, Séo Paulo, Brasil) e ndo apresentavam coinfec¢do durante o curso do tratamento.

Soroteca canina

As amostras foram obtidas de uma soroteca preexistente na UFMG e gentilmente
cedidas pela profa. Dra. Danielle Ferreira de Magalhdes Soares (Escola de Veterinaria). Soros
de caes com LV foram classificados em assintomaticos (n=20) e sintomaticos (n=25), devido a
auséncia (assintomaticos) ou presenca (sintomaticos) de sinais clinicos, como: alopecia,
anemia, conjuntivite, dermatite, linfadenopatia e onicogrifose. Soros de cdes sadios (n=30) que
ndo apresentavam sinais clinicos e obtiveram sorologia negativa para as leishmanioses foram
coletados de area endémica (Belo Horizonte), bem como amostras de cées vacinados com a
Leish-Tec® (n=25) e de cdes infectados experimentalmente com Erlichia canis (n=15), Babesia
canis (n=10) e Trypanosoma cruzi (n=20), que foram mantidos em canis para evitar contato

com os vetores.

5.3.3 Producéo do antigeno soltvel de Leishmania

As espécies L. infantum (MOM/BR/1970/BH46) e L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) foram utilizadas. Amostras de parasitos foram cultivadas em meio
Schneider Insect Medium (Sigma-Aldrich) com 20% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich,
USA), 20 mM de L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina pH 7.4
e a 24°C. Formas promastigotas estacionarias (10°) foram coletadas e centrifugadas a 10,000 x
g por 15 minutos a 4°C e, consecutivamente, foram lavadas trés vezes com 5 mL de PBS 1x
estéril e gelado. Apds cinco ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido e banho-maria, respectivamente, a suspenséo celular foi sonicada em seis
ciclos a 38MHz usando processador ultrassonico (modelo GEX600). A solugdo sonicada foi
centrifugada 10,000 x g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e quantificado pelo
método de Bradford (Bradford, 1976).
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5.3.4 ELISA para o diagnostico das leishmanioses

Curvas de titulacdo foram realizadas para determinar a quantidade de antigeno mais
apropriada e a diluicdo do anticorpo secundario para a realizacdo do ELISA. Em seguida,
microplacas para ELISA de 96 pocos (Jetbiofil®, Belo Horizonte) foram sensibilizadas com os
antigenos: rEF1p, SLA L. braziliensis e L. infantum (0,25, 1,0 e 1,0 pg por poco,
respectivamente), os quais foram diluidos em 100 pL de tampao de carbonato (pH 9,6) durante
16 h a 4°C. Os pocos foram lavados com a solucdo de lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS
1x) e bloqueados com uma solucdo de albumina fetal bovina (BSA) 5%, durante 1 h na estufa
a 37°C. As placas foram novamente lavadas para a aplicagédo dos soros na diluicdo 1:100 em
BSA (0,5%) diluido em PBS 1x. Foram utilizados soros de cées sadios (n=30), com LV (n=25),
cdes vacinados (n=25), bem como para cées infectados com Erlichia canis (n=15), Babesia
canis (n=10) e Trypanosoma cruzi (n=20). Para os testes em humanos, foram empregados soros
de pacientes com LV (n=30), LT (LM mais LC, n=50), individuos sadios (n=30), pacientes com
doenca de Chagas (n=25), aspergilose (n=10); hanseniase (n=10), turbeculose (n=10), maléaria
(n=10) e paracoccidioidomicose (n=10). Novamente as placas foram lavadas, e incubadas por
1 h a 37°C com anticorpos secundarios anti-lgG humano e anti-IgG canino (Sigma Aldrich,
USA), conjugado a peroxidase nas diluicdes 1:20,000 e 1:10,000, respectivamente. Antes da
adicdo da solugéo reveladora, 2 uL H20», 2 mg ortofenilenodiamina (OPD) em tampa&o citrato
pH 5,0, as placas foram mais uma vez lavadas. A solucéo reveladora foi incubada ao abrigo da
luz por 30 minutos e, posteriormente, a reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 25
pL de acido sulfurico. A leitura foi realizada em um espectrofotdmetro (Molecular Devices,

Spectra Max Plus, Canada) no comprimento de onda de 492 nm.

5.3.5 Analise soroldgica ap0s o tratamento

Para avaliar o efeito prognostico da proteina rEF1[ antes e apds o tratamento, foram
coletadas amostras de soros de pacientes com LV ou LM (n=10 em ambos 0s casos), antes e
apos 6 meses do tratamento. A producdo de anticorpo 1gG especifico para a proteina
recombinante e para o parasito foi investigada conforme descrito (Lima et al., 2018).
Resumidamente, as microplacas para ELISA (JetBiofil®) foram sensibilizadas com os
antigenos, rEF1p, SLA L. braziliensis e L. infantum (0,25, 1,0 e 1,0 pg por poco,
respectivamente), diluidas em tampé&o carbonato (pH 9,6) e incubadas por 16 horas a 4°C. O

protocolo técnico foi semelhante ao descrito no item acima.
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5.3.6 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio de planilhas do Software
Microsoft Excel (versdo 10.0) e do Software GraphPad Prism (versdo 6.0). Para os ensaios de
diagnostico, o cut-off foi baseado na curva ROC e avaliados os seguintes parametros:
sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob a curva (AUC) e o indice de Youden (J).
Consideraram-se os dados estatisticamente significativos os que apresentaram valor de P <
0,05.

5.4 FASE IV — ENSAIOS DE IMUNIZACAO
5.4.1 Aprovacio do Comité de Etica Animal

O Comité de Etica no Uso de Animais da UFMG aprovou o estudo com néimero de
protocolo 333/2015. As aprovacdes ocorreram por meio de documentos que se apresentam no

Apéndice desta tese.
5.4.2 Camundongos BALB/c

Camundongos BALB/c fémeas com 8 semanas de idade foram obtidas do biotério do
Departamento de Bioquimica e Imunologia (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade

Federal de Minas Gerais - UFMG) e foram mantidos em condic@es livres de patogeno.
5.4.4 Amostras bioldgicas e ensaio in vitro de PBMCs

Amostras de sangie de pacientes com LV (n=6, 3 homens e 3 mulheres com idade entre
35-63 anos), coletadas antes e seis meses apds o tratamento, bem como de indiviiduos sadios
(n=6, 2 homens e 4 mulheres com idade entre 27-45 anos) foram coletadas para obtencdo das
células mononucleares do sangue periférico (Human Peripheral Blood Mononuclear Cell -
PBMC), que foram isoladas por centrifugagéo através de um gradiente de densidade ao utilizar
o reagente Ficoll® Paque Plus (GE Life Sciences). As células (1x10” ml) cultivadas com meio
de cultura RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich, USA) foram estimuladas com 10 pg/ ml rEF1b,
50 png / ml SLA L. infantum e Concavalina (controle da viabilidade celular) por cinco dias.
Culturas sem estimulo foram utilizadas como controles negativos. Apds os cinco dias, foram

coletados os sobrenadantes para a dosagem das citocinas. As citocinas, IFN-y e IL-10, foram
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detectadas nos sobrenandantes da cultura através da técnica ELISA sanduiche, utilizando-se o
kit BD OptEIA™Human IFN- e IL-10, de acordo com as instrugdes do fabricante.

5.4.6 Experimentacéo animal

Os ensaios de imunizacdo foram realizados conforme os protocolos padronizados
pela equipe do Laboratério de Infectologia e Medicina Tropical, descritos previamente por
Zanin et. al, 2007 4,

5.4.6.1 Ensaios de imunizacao
Os animais foram divididos em cinco grupos com 16 camundongos cada, como
especficado abaixo:
1. Grupo salina (controle da infecgéo)
2. Grupo saponina 25 g (controle de adjuvante)
3. Grupo pVAX1 50 ug (controle de plasmideo)
4. Grupo pVAX1+EF1p 50 pg (plasmideo recombinante vacinal)
5. Grupos rEF1p 10 pg + Saponina 25 pg (proteina recombinante mais adjuvante)

Foram realizadas trés imunizacBGes com intervalos de 15 dias entre as doses.

5.4.6.2 Eutanésia ap6s a imunizacdo e infecgdo com Leishmania infantum

Apos 30 dias da Ultima imunizagdo, metade dos animais de cada grupo (n=8) foram
anestesiados com cloridrato de xilazina/cetamina e eutanasiados. Foi realizada a coleta do
sangue e do baco de cada animal para a avaliacdo da resposta humoral e celular,
respectivamente. Parasitos L. infantum na fase promastigota estacionaria foram utilizados na

infeccdo, da outra metade dos animais de cada grupo (n=8) na quantidade de 1x107 por animal
141

5.4.6.3 Eutanésia apo6s a infeccdo com Leishmania infantum

Os animais desafiados com L. infantum foram eutanasiados apos 45 dias da infecgédo
para a retirada de sangue e dos seguintes orgdos: baco, figado, medula e linfonodo popliteo.
Uma parte do bago foi macerado para o cultivo de esplendcitos e o restante utilizado na analise
da carga parasitéaria por diluicdo limitante em placas de cultivo de células de 96 pogos em meio

Schneider em conjunto com 0s outros 0rgaos.
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5.4.6.4 Resposta celular

O cultivo de esplendcitos foi realizado 30 dias ap6s a Ultima imunizacdo, antes do
desafio, bem como 45 dias apds a infecgdo 2. Os esplendcitos (5x10° células por mL) foram
cultivados com meio de cultura RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) suplementado com 20 %
de soro fetal bovino, 20 mM L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 pg/mL estreptomicina
pH 7.4. Os esplendcitos foram estimulados com os antigenos rEF1b 10 pg/mL e SLA 25 pg/mL
por 48 horas a 37°C em estufa de CO,. Ceélulas sem estimulo foram utilizadas como controle
negativo. Os sobrenadantes das culturas foram coletados para a analise da expressao das
seguintes citocinas IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF com as respectivas diluigdes: 1:250,
1:250, 1:250, 1:250, 1:500, através do ELISA de captura (BD OptEIA TM set mouse, USA)
realizado de acordo com as instrucdes do fabricante. Além disso, a célula da origem da sintese
e liberacdo de IFN-y pelos grupos vacinados foi analisada pela adigdo de anticorpos
monoclonais de camundongos anti-CD4(GK 1.5, BD Biosciences) e anti-CD8(53-6.7, BD
Biosciences) no cultivo de esplendcitos in vitro. A producéo de nitrito foi analisada 45 dias

apos a infeccdo, utilizando o mesmo sobrenadante de esplendcitos pelo método de Griess.

5.4.6.5 Imunoblotting

Um ensaio de immunoblotting foi realizado de acordo com o protocolo descrito
anteriormente, utilizando como antigeno a proteina rEF1b (10 pg por canaleta) como anticorpo
primario o pool dos soros dos grupos de camundongos imunizados (n=8), rEFlb e
pVAXI1+EF1b e como anticorpo secundario o anticorpo antimouse 1gG conjugado a enzima
peroxidase (Sigma Aldrich, USA). Amostras de soros de animais do grupo salina e de animais

naive foram utilizados como controle do experimento.

5.4.6.6 Andlise da carga parasitaria por diluicdo limitante

A carga parasitéria foi realizada 45 dias apos a infeccdo desafio pela técnica de
diluicdo limitante. Os 6rgdos foram macerados em eppendorfs de 2 mL em meio Schneider
incompleto, na proporgdo 1 ml de meio para 100ug de tecido. Na fileira A da placa de 96wells
foi aplicado 180 ul de meio Schneider completo em todos os pogos + 20 ul de tecido macerado,
enquanto que todos os outros pogos foram preenchidos com 180 pl de meio Schneider completo
para arealizacdo da diluicdo seriada a partir da primeira fileira no sentido vertical. Cada amostra
foi realizada em triplicata e as dilui¢des de A - H foram, respectivamente: 10"t a 10°%°. Ao final,

as placas foram cobertas e mantidas na estufa a 24°C por 7 dias até a realizacio da leitura 142,
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5.4.7 Analise estatistica dos dados

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio de planilhas do Software
Microsoft Excel (versdo 10.0) e do Software GraphPad Prism (versdo 6.0). O teste estatistico
utilizado para os ensaios de imunizacdes foi a analise de variancia (ANOVA) seguido do pds
teste de Bonferroni para comparacéo entre grupos. Consideraram-se os dados estatisticamente
significativos os que apresentaram valor de P menor que 0,05. Os resultados se apresentaram

similares com a replicata bioldgica e técnica.
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6 RESULTADOS

6.1 FASE | - BIOINFORMATICA

6.1.1 Predicdo de epitopos para diagndstico e vacina

6.1.1.1 Linfocitos B

A predicdo de epitopos especificos para linfocitos B teve como objetivo identificar
possiveis alvos de reconhecimento por anticorpos que pudessem ser futuramente utilizados em
testes de diagnostico sorolégico. Baseando-se nisso é necessario que haja o reconhecimento da
proteina por anticorpos de pacientes com leishmanioses, em detrimento do ndo reconhecimento
pelas de pacientes sadios ou com doencas que podem gerar reacdes cruzadas nos testes, como
a doenca de Chagas. A versao utilizada do programa foi a mais recente, BepiPred 2.0, que
apresenta a predicdo de epitopos em conjunto com a predi¢do do grau de desordem estrutural
da proteina, diferentemente da versdo 1.0. Dessa forma, o programa oferece de forma completa
a predicdo de determinantes antigénicos lineares na cadeia de aminoacidos, sem a necessidade
do uso de um programa adicional para a predicdo do grau de desordem.

Foram selecionados como epitopos aqueles peptideos que apresentaram tamanho
maior ou igual a 9 aminodcidos. A Figura 6 mostra um epitopo predito para a proteina EF1p
com um tamanho de 15 residuos de aminoacidos, apresentando especificidade de 95% e
sensibilidade de 10% com cut-off de 0,6.

EF1b
XP_001468460.
XP_001468460.
XP_001468460.
XP_001468460.

1 MSLKDVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEG
61 ERKAWGGPVRVAAPELRMPAPAAAKA N~ V2 PPSARAAEEDDDDID
121 LFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQ
81 RDGLIWGDHKLVPVAFGVKKLQQLIVIEDDKVSGDDLEEMIMGFEEEVQSMDIVAWNKI

N =

Figura 6. Predicdo de epitopos lineares de célula B para a proteina rEF1p
LINF_340014000. O epitopo predito esta realcado em vermelho. Os epitopos lineares foram
preditos a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina EF1p (LINF_340014000), utilizando
0 programa BepiPred 2.0 com um cut-off de 0,6. O cut-off apresentado confere uma

especificidade de 95% e uma sensibilidade de 10% nos resultados.
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6.1.1.2 Linfécitos T CD4*

A predicdo de regides determinantes nas proteinas para os linfocitos T helper foi
realizada de modo a inferir se a proteina em estudo é um possivel candidato vacinal, uma vez
que a resposta protetora para as leishmanioses é celular, com predominio de linfocitos TCD4".
Para a predicéo, foi utilizado o programa NetMHCpan 3.2 Server. Os receptores de linfocitos
T (TCR) reconhecem peptideos ligados ao MHC classe Il e este apresenta a sua regido
hipervaridvel formado por duas cadeias proteicas distintas. Isso proporciona uma maior fenda
de ligacao peptideo-MHC, podendo apresentar peptideos de até 30 aminoécidos. Desse modo,
foram selecionados epitopos com tamanho medio de 15 aminoacidos para a predi¢do. Para se
estabelecer o limiar entre ligantes fortes e fracos em peptideos com tamanho de 15 aminoacidos
para os alelos humanos, foi determinado um threshold de 2% para os fortes e 10% para 0s
fracos. A mesma configuracdo foi utilizada para ambas as proteinas.

A Figura 7 mostra possiveis regides de epitopos de linfocitos TCD4" para a proteina
EF1pB. Foi possivel obter cinco epitopos com forte probabilidade ligacdo ao MHC-II e

reconhecimento pelos TCR de células T.

EFlb

XP 001468460.
XP 001468460.
XP 001468460.
XP 001468460.

1 MSLKDVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEG
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Figura 7. Predicdo de epitopos de células T CD4"* presentes na proteina EF1. Os epitopos
preditos estdo realcados em azul. Os epitopos foram preditos a partir da sequéncia de
aminoacidos da proteina EF1p (LINF_340014000) utilizando o programa NetMHCpan 3.2
Server para os alelos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP de humanos. Foi adicionado um threshold
de 2% para ligantes fortes e 10% para os fracos com o tamanho dos peptideos estabelecido para

15 aminodcidos.

6.1.1.3 Linfécitos T CD8"

A resposta celular é importante para a protecéo contra as leishmanioses e linfocitos
T citotoxicos apresentam importante funcdo na protecdo ao secretarem citocinas com perfil
Th1, importantes conjuntamente na resposta celular protetora 119136143 Desse modo, a predigéo
foi realizada para identificar se as proteinas em estudo poderiam ser bons candidatos vacinais
para as leishmanioses. A predicdo foi realizada utilizando o programa NetCTL 1.2 Server para

0s supertipos A2, A3 e B7 de humanos. Foi adicionado um threshold de 1.0 que confere uma




58

sensibilidade de 70% e uma especificidade de 99% nos epitopos preditos. Para a proteina EF1p,
foram identificados sete epitopos para linfdcitos T citotoxicos, que podem ser observados na

Figura 8.
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Figura 8. Predicdo de epitopos de células T CD8+ presentes na proteina EF1p. Os epitopos
preditos estdo realcados em verde. Os epitopos foram preditos a partir da sequéncia de
aminoéacidos da proteina EF1p utilizando o programa NetCTL 1.2 Server para 0s supertipos A2,
A3 e B7 de humanos. Um threshold de 1.0 foi estabelecido de modo a conferir uma

sensibilidade de 70% e uma especificidade de 99% nos epitopos.
6.1.2 Alinhamento de proteinas homologas de outras espécies de parasitos e hospedeiros

Uma vez que as proteinas foram selecionadas como bons alvos para o
imunodiagnostico, um BLAST foi realizado para identificar a existéncia de proteinas
homdlogas, ou seja, proteinas que poderiam apresentar 0s mesmos epitopos em distintas
espécies de Leishmania, outros tripanosomatideos, e seus hospedeiros vertebrados. O objetivo
do BLAST foi verificar inicialmente se em testes diagnosticos seria possivel distinguir
pacientes portadores das leishmanioses de outras infecgdes por membros da mesma familia,
como T. cruzi. E também para verificar se os epitopos preditos poderiam ativar anticorpos, uma
vez que poderiam ndo estimular respostas por serem encontrados também nos hospedeiros
vertebrados humano e canino.

Como o gene que codifica a proteina EF1p apresenta dois ortdlogos em L. infantum,
LINF_ 340014000 e LINF_ 340014200, com 100% de identidade, também vistos em L.
donovani e L. major, apenas uma das proteinas homologas foi selecionada para cada espécie.
Genes ortologos e com sintenia génica ndo foram encontrados para a proteina EF1p na espécie
de L. amazonensis, devido a menor qualidade de anotacdo desse genoma banco de dados. Os
dois haplétipos do clone CL Brener, Esmeraldo-like e Non-Esmeraldo-like, foram utilizados
por analise, devido ao caracter hibrido do genoma desse clone. A tabela 2 mostra as espécies e

os identificadores das proteinas homdlogas com a proteina em estudo de L. infantum.
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Tabela 2. Rela¢io das proteinas homélogas a EF1p e seus identificadores utilizados para

o alinhamento global (ClustalW). Utilizando como base a proteina EF1f de L. infantum foi

possivel identificar homologos entre os tripanosomatideos e os hospedeiros vertebrados.

Espécie Identificador (ID) NUmero Identidade

de aa com EF1p
Leishmania infantum LINF_340014000 239 aa 100%
Leishmania donovani LdCL_340014200 239 aa 100%
Leishmania major LmjF.34.0820 237 aa 96%
Leishmania braziliensis LbrM.20.0770 309 aa 81%
Trypanosoma cruzi_Esmo TcCLB.507671.30 222 aa 73%
Trypanosoma cruzi_Non-Esmo TcCLB.506201.39 222 aa 73%
Canis familiaris XP_536040.1 225 aa 40%
Homo sapiens EAL24079.1 225 aa 39%

Para o alinhamento global, utilizando o programa ClustalW, foram selecionadas

proteinas homdlogas de espécies de tripanosomatideos, causadoras das leishmanioses e doenca

de Chagas, e proteinas homologas nos hospedeiros vertebrados, Canis familiaris e Homo

sapiens (Figura 9).
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Figura 9. Alinhamento realizado pelo programa ClustalW. As proteinas homologas de L.
donovani, L. major, L. braziliensis, e os haplotipos de T. cruzi, Esmeraldo-like e Non-
Esmeraldo-like, e seus hospedeiros vertebrados, Canis familiaris e Homo sapiens, foram
utilizadas no alinhamento. As regides sombreadas de preto apresentam 100% de identidade
entre 0os aminoacidos, em cinza sdo aminoacidos com cadeia lateral pertencentes a0 mesmo

grupo (apresentam similaridades); regides sem sombreamento sdo distintas; tracejado —
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auséncia de correspondéncia. EF1 — regido de dominio funcional (155-239 aa) encontrado no
banco de dados do Pfam. Em vermelho, esta indicado a sequéncia de aminoacidos de L.

infantum correspondente ao epitopo predito de linfdcitos B.

Como pode ser observado na Figura 9, as regibes que apresentam maiores
diferencas entre as proteinas dos distintos organismos estdo localizadas distante da regido do
dominio, ou seja, sdo regides que possivelmente sofrem uma maior pressdo evolutiva. E
possivel notar que para a proteina EF1p, a sua regido de dominio foi conservada em todos 0s
distintos organismos presentes no alinhamento, sugerindo uma preservacdo da funcionalidade.
Foi encontrado um dominio funcional, de acordo com o programa Pfam - EF1 — que apresenta
como funcionalidade a troca de nucleotideos guanina, encontrado nas cadeias beta e delta dos
fatores de alongamento de eucariotos e archaea 3132,

Na mesma figura € possivel visualizar, em vermelho, distante da regido conservada
de dominio, o epitopo (posicdo 87-101) de linfocitos B predito para a proteina. O epitopo
apresenta-se bastante conservado em L. donovani (agente etioldgico causador da LV em paises
do Velho Mundo) e com apenas dois aminoacidos distintos em L. major (agente da LT em
paises do Velho Mundo), porém, ausentes em outros Tripanosomatideos e hospedeiros
mamiferos (Figura 9). Dessa forma, podemos sugerir que essas proteinas sejam potenciais
candidatos para o diagnostico sorolégico das leishmanioses, uma vez que ndo apresentam
homologia com seus hospedeiros e outros tripanosomatideos de outros géneros, que poderiam
gerar resultados falso-positivos devido a reacdo cruzada; com a ressalva de que podem ainda
discriminar as diferentes formas da doenca, por ndo apresentarem 100% de homologia com as
espécies causadorasda LV e LT.

Na figura 10, o alinhamento é novamente representado, porém com os epitopos que
foram preditos para os linfocitos T responsaveis pela resposta celular. Em amarelo, temos os
epitopos de linfécitos T citotdxicos, em azul, os de linfocitos T auxiliares, enquanto que em
verde estdo a sobreposicdo de ambos. E possivel notar que ha varios epitopos em potencial na
proteina EF1B e que muitos estdo fora da regido de dominio da proteina, que séo regides
variaveis no homem e no céo. Vale ressaltar a importancia dessa informagdo, uma vez que a
utilizacdo de alvos vacinais com alta homologia podem gerar respostas autoimunes. E em
adicdo, os epitopos presentes fora da regido de dominio, além de apresentarem variacGes na
sequéncia aminoacidica com os hospedeiros, também apresentam altas similaridades com as
diferentes espécies de tripanosomatideos, mostrando que podem apresentar uma resposta

celular de amplo espectro para as leishmanioses, e até mesmo para a doenca de Chagas.
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Figura 10. Alinhamento global, realizado pelo programa ClustalW, de sequéncias
proteicas e epitopos de linfocitos T homdélogos a proteina EF1p de L. infantum com outros
tripanossomatideos e hospedeiros. As proteinas homoélogas de L. donovani, L. major, L.
braziliensis, haplétipos de T. cruzi, Esmeraldo-like e Non-Esmeraldo-like, e seus hospedeiros

vertebrados, Canis familiaris e Homo sapiens, foram utilizadas no alinhamento. As regides
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sombreadas de preto apresentam 100% de identidade entre os aminoacidos, em cinza sdo
aminoacidos com cadeia lateral pertencentes ao mesmo grupo (apresentam similaridades);
regides sem sombreamento sao distintas; tracejado — auséncia de correspondéncia. EF1 — regido
de dominio funcional (155-239 aa) encontrado no banco de dados do Pfam. Em azul, esta
indicado a sequéncia de aminoacidos de L. infantum correspondente aos epitopos predito de
linfocitos T CD4+, em amarelo para os de T CD8+ e em verde, a sobreposi¢do dos epitopos de

linfocitos T.

6.2 FASE Il - PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE E DNA

6.2.1 Clonagem do candidato a expressado heter6loga

O gene que codifica a proteina EF1p (LINF_340014000) foi clonado no vetor
pGEM-T Easy. A figura 11 mostra os produtos de uma PCR de gradiente de temperatura para
que seja possivel verificar a temperatura de anelamento (melting) ideal para cada par de primer
desenhado. O termociclador foi programado com as seguintes variagdes de temperatura: 51°C,
54°C, 57°C e 60°C. A temperatura ideal de anelamento do primer para a proteina rEF1f foi de
51°C.

Gene
Pb

500-

Figura 11. Analise eletroforética em gel de agarose da PCR de gradiente para o gene que
codifica a proteina EF1p (LINF_340014000). As bandas de amplificacdo do gene que
codifica a proteina EF1p (A-D) foram inseridas ap0s o controle negativo do par de primer (CN)
e em ordem crescente das distintas temperaturas de melting utilizadas no termociclador. Foram
programadas as diferentes temperaturas de melting: 51°C, 54°C, 57°C e 60°C. Na primeira
canaleta é possivel visualizar o padrdo de peso molecular (pb) utilizado para verificar o peso da
proteina, EF1B (720 pb); pb = pares de base.
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Apos ser determinada a temperatura de melting ideal para a amplicacdo da ORF,
uma segunda PCR foi realizada para a ligacdo ao vetor pPGEM-T Easy pela enzima T4 DNA
ligase (Figura 12).

Gene
Pb

500-

Figura 12. Analise eletroforética em gel de agarose 1% da PCR para amplicacdo do gene
que codifica a proteina EF1p (LINF_340014000). Através do gel de agarose 1% é possivel
visualizar as bandas de amplicacdo por PCR do gene LINF_340014000 (A e B), banda de 720

pb, seguidos do padrdo de peso molecular (pb) e do controle negativo (CN); pb = pares de base.

Em paralelo, os vetores de expressdo em procariotos e eucariotos, pET28a-TEV e
pVAX1, respectivamente, foram digeridos duplamente com as enzimas BamHI e EcoRI para
que pudessem se ligar aos amplicons apds clivagem do vetor pGEM-T Easy (Figura 13). Ap6s
clonagem nos vetores de expressdo, as colénias foram verificadas por PCR de colénia e

sequenciamento (Myleus Biotechnology).

Gene Gene
Pb Pb
5.000-
3.000-

Figura 13: Analise eletroforética em gel de agarose dos vetores plasmidiais, pET28a-TEV
(esquerda) e pVAX1(direita), apds a dulpa digestdo com as enzimas de restricdo, BamHlI
e EcoRI. Através do gel de agarose 1% ¢é possivel visualizar os vetores, pET28a-TEV (A e B,
a esquerda) e pVAXL1 (C e D, a direita), com os tamanhos de aproximadamente 5Kb e 3Kb,
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respectivamente, devido a linearizagdo proporcionada pela digestdo. As amostras foram

aplicadas seguidas do padrdo de peso molecular (A); pb = pares de base.

6.2.2 Expressdo heterdloga e purificacdo da proteina eF1p (LINF _340014000) por

cromatografia de afinidade

A proteina foi purificada utilizando a coluna de afinidade HisTrap, devido a
presenca da cauda de histidina adicionada pela sequéncia do vetor pET28a-TEV. De acordo
com o cromatograma (Figura 14), é possivel visualizar a eluicdo da proteina rEF1 3 a partir da
fracdo 16 até a fragdo 22. Ap0s a purificacdo, as fracfes contendo a proteina rEF1p eluida foram
corridas em eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% para a visualizagcdo das bandas
correspondentes e posterior confirmacdo por western blotting, usando anticorpo anti-His
(Figura 15). E possivel visualizar pelo western blotting que a proteina apresentou uma corrida
andmala e dimeros na sua eluicdo, devido a banda de 60.0 kDa observada acima da banda

esperada.
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Figura 14. Cromatograma obtido durante purificacio da proteina rEF1§
(LINF_340014000) de L. infantum. O grafico mostra, pelo eixo Y, a eluicdo da proteina
recombinante (pico azul) lida através de um espectrofotdmetro acoplado ao FLPC, na linha
verde o gradiente de imidazol de 30 mM para 500 mM e a condutividade (linha vermelha). O

eixo X nos mostra as fragdes coletadas de 1.8 mL.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida 12% (esquerda) e Western Blotting (direita) da
purificacido da proteina rEF1p de L. infantum. Apé6s a purificacdo pela coluna de
cromatografia, fracdes da eluicdo foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12% (a esquerda).
O gel foi corado por Coomassie Blue. Em seguida, um Western Blotting foi realizado de modo

a verificar a correta purificacdo da proteina (a direita).

6.3 FASE Il - TESTE PARA DIAGNOSTICO SOROLOGICO

6.3.1 ELISA para o diagndstico da leishmaniose humana

Apos a purificagdo, a proteina rEF1p foi utilizada como antigeno para a detecgao
de anticorpos 1gG em ensaios de ELISA para sorodiagndstico soroldgico das leishmanioses. Os
resultados obtidos foram comparados com os ELISAs utilizando os antigenos solUveis de
Leishmania (L. infantum e L. braziliensis) como controle dos testes. Os soros de pacientes com
LV e LT foram utilizados nos ensaios e, como controle negativo, soros de individuos sadios de
area endémica. Amostras de pacientes portadores de outras doencas, como doenca de Chagas,
hanseniase, aspergilose, tuberculose, malaria e paracoccidioidomicose, foram empregadas para
avaliar a reagdo cruzada.

A curva ROC foi empregada para determinar os limites de reatividade (cut-off), ou
seja, os valores que indicam quais absorbancias sdo consideradas positivas (acima do valor de
cut-off) e negativas (abaixo do valor de cut-off) dentro de um conjunto de dados. Foram também
obtidos os valores de sensibilidade e especificidade dos testes, e da area sob a curva (AUC),
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que aponta o desempenho do ensaio. O indice de Youden foi utilizado para avaliar a
performance do teste de diagnostico dicotdbmico. A figura 16 apresenta os resultados
comparativos dos testes de ELISA em amostras de soro de humanos sadios e portadores das
leishmanioses, bem como para os portadores de doengas com possibilidade de reatividade

cruzada, utilizando a proteina rEF1p ¢ SLA de L. infantum ou L. braziliensis.
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Figura 16. Desempenho do diagndstico em amostras de soro de humanos sadios e
portadores das leishmanioses, bem como para os portadores de doengas com possibilidade
de reacdes cruzadas, utilizando a proteina rEF1f e SLA de L. infantum e L. braziliensis.
Os ensaios de ELISA foram realizados com soros de pacientes com LC (n=25, cinza), LM
(n=25, preto) e LV (n=30). As amostras de individuos sadios de area endémica (CN, n=30),
bem como de pacientes com doenca de Chagas (DC, n=25), hanseniase (HS, n=10),
aspergilose (ASP, n=10), paracoccidioidomicose (PAR, n=10), maléria (MAL, n=10), e

tuberculose (TUB, n=10) foram usadas. As absorbancias (eixo y) das amostras sdo apresentadas
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para cada amostra frente aos antigenos rEF1 (A) e SLA de L. infantum ou L. braziliensis (B).
A média de cada grupo € indicada, bem como a diferenca entre os grupos. A curva ROC foi
construida para a obtencéo dos valores de sensibilidade (Se), especificidade (Esp) e area sob a
curva (AUC) (C). Apos a determinacdo do cut-off baseado na curva ROC, este foi utilizado
para delimitar reacOes inespecificas entre antigenos e soros de pacientes portadores da LV
(linha pontilhada cinza) e LT (linha pontilhada escura) (D).

E possivel visualizar na figura 16 uma alta reatividade de anticorpos anti-rEF1p
(Figura 16A) presentes em pacientes com LV e LT, ao passo que nenhuma reatividade
significativa foi encontrada em individuos sadios de area endémica. No entanto, essa distin¢éo
de reatividade entre individuos positivos e negativos ndo foi estatisticamente significativo
guando o antigeno utilizado foi o SLA, como apresentado na Figura 16B. Isso demonstra que a
proteina rEF 1 teve a capacidade de distinguir individuos portadores da doenga em estudo em
detrimento do néo reconhecimento de individuos sadios.

Resultados semelhantes foram vistos quando amostras de reacdo cruzada foram
testadas, em que anticorpos anti-rEF1f apresentaram baixa reatividade e os anticorpos anti-
SLA apresentaram alta reatividade. Estes resultados indicam que o antigeno rEF1f apresenta
alta especificidade, quando comparado ao SLA, que indicou maior reconhecimento de amostras
como falso-positivas.

A curva ROC para os dois diferentes antigenos utilizados foram elaboradas (Figura
16C). Para a proteina rEF13, a AUC apresentou o valor de 1.0, indicando que os resultados
obtiveram um desempenho de 100% de sensibilidade e especificidade (Tabela 3). No entanto,
para SLA, os valores de sensibilidade e a especificidade foram de 76.7% e 66.7%,
respectivamente, com AUC de 0.78. Em vista disso, é possivel inferir que o uso do antigeno
recombinante EF 13 ndo apresentou resultados falso-positivos, diferentemente do SLA, em que
resultados falso-positivos foram encontrados, demonstrando a menor especificidade dessa

preparacdo antigénica composta por distintas proteinas do parasito.
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Tabela 3. Desempenho diagndstico em amostras de soros de pacientes com LV e individuos
sadios, bem como com portadores de reacio cruzada, utilizando a proteina rEF1p e SLA.
Os resultados obtidos foram utilizados para os calculos de sensibilidade (Se; 95%IC),
especificidade (Esp; 95%IC), intervalo de confianca (95%IC), area sob a curva (AUC) e indice
de Youden (J).

Antigeno AUC p-valor  Cut-off Se 95%IC Esp 95%IC J

rEF1p 1 <0,0001 >04135 100 88.43-100 100  88.43-100 1.00

SLA 0.78 0.0004 >0.5550 76.67 57.72-90.07 66.67 47.19-82.71 0.43

Analisamos a eficiéncia da proteina em discriminar pacientes tratados dos nédo tratados.
Na figura 17 € possivel verificar diferenca significativa comparando a proteina contra SLA. A
proteina foi capaz de diferenciar pacientes tratados dos néo tratados, bem como correlacionar a
presenca de baixos niveis de anticorpos especificos com a cura clinica dos pacientes de ambas

as formas de leishmanioses.

- Antes = Depois
W LM
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rEF1b  SLA rEF1b SLA
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Figura 17. Comparacio da eficiéncia da proteina rEF1 e SLA de Leishmania em
discriminar, por testes sorologicos, pacientes tratados dos nédo tratados. Os ensaios de
ELISA foram realizados utilizando amostras de soro de pacientes com leishmaniose visceral
(LV, n=10) ou leishmaniose mucosa (LM, n = 10); que foram coletados antes (©) e seis meses
apos o tratamento (0). Os valores de absorbancias (eixo y) para cada amostra séo apresentados

para os diferentes antigenos: rEF1f ¢ SLA de L. infantum ou L. braziliensis.
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6.3.2 Elisa para o diagnostico da leishmaniose canina

Ensaios foram também realizados para o diagndéstico soroldgico das LVC, uma vez
que estes animais se comportam como reservatorio em areas urbanas. O painel soroldgico
canino foi composto por cdes positivos (sintomaticos e assintomaticos) e negativos (sadios),
bem como por cées vacinados e com doengas que apresentam reacao sorolégica cruzada, como
os infectados com E. canis, B. canis e T. cruzi.

Similaridades foram encontradas com o0s ensaios realizados em humanos (Figura
18). Os resultados mostraram alta reatividade de anticorpos anti-rEF1 nas amostras positivas
(tanto em cdes sintomaticos quanto assintomaticos), mas nao para soros negativos ou de reacao
cruzada (Figura 18A e 18D). As absorbancias das reagOes de anticorpos contra o SLA
mostraram menor discriminagdo entre soros positivos e negativos, bem como para amostras de

reacao cruzada (Figura 18B e 18D).
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Figura 18. Desempenho diagnostico em amostras de cdes sadios e portadores das
leishmanioses, bem como para os portadores de doencgas com possibilidade de reacdes
cruzadas, utilizando a proteina rEF1p e SLA de L. infantum ou L. braziliensis. Os ensaios
de ELISA foram realizados utilizando soros de cédes assintomaticos (n=20) e sintomaticos
(n=25) para LV, animais sadios (n=30) de area endémica, bem como amostras de cdes
infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi (Tc, n=20), Ehrlichia canis (Ec, n=15),
e Babesia canis (Bc, n=10); além de c3es vacinados com Leish-Tec® (SV, n=25). Os valores
das absorbancias (eixo y) sdo mostrados nas figuras para cada amostra frente aos antigenos
rEF1p (A) e SLA de L. infantum (B). A média de cada grupo é indicada, bem como a diferenca
entre os grupos. Os resultados da especificidade, sensibilidade e area sob a curva (AUC) foram
calculados pela curva ROC (C). Ap0s a determinacéo do cut-off baseado na curva ROC, este
foi utilizado para determinar reacOes inespecificas entre cdes sintomaticos (linha pontilhada

cinza) e assintomaticos (linha pontilhada escura) (D).

A curva ROC obtida para os antigenos rEF1B ¢ SLA de L. infantum foram
comparadas na Figura 18C. Para a proteina recombinante, a curva indicou valor de 1.0 de AUC,
mostrando que o teste apresentou desempenho eficiente ao estabelecer especificidade e
sensibilidade de 100%. Para o SLA, os valores de sensibilidade e especificidade foram de
44.4% e 80.0%, respectivamente, com AUC de 0.55 (Tabela 4).

Tabela 4. Desempenho diagndstico em amostras de soro de cées sadios e portadores da
LV, bem como com doencgas que causam reagdes cruzadas, utilizando a proteina rEF1p e
SLA. Os resultados obtidos foram utilizados para os calculos de: sensibilidade (Se; 95%IC),
especificidade (Esp; 95%IC), intervalo de confianca (95%IC), area sob a curva (AUC) e indice
de Youden (J).

Antigeno  AUC p-valor Cut-off Se 95%IC Esp 95%IC J

rEF1p 1 <0.0001 >0.386 100 92.13-100 100  88.40-100 1.00

SLA 0.55 0426 >0.672 44.44 29.64-60.00 80.00 61.43-92.29 0.24

O uso do antigeno EF1p ndo mostrou resultados falso-positivos, diferentemente do

SLA, em que resultados falso-positivos foram encontrados em cdes com doenga de Chagas,
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ehrlichiose e babesiose, confirmando a baixa especificidade do SLA com antigeno para o
diagnostico da LVC.

Portanto, a proteina rEF1f utilizada neste trabalho demostrou ser um excelente
candidato para o diagnostico das leishmanioses, tanto para a forma visceral quanto para a
tegumentar, em humanaos e cdes, apresentando-se sensivel, especifica e sem reagdo cruzada com
outras doencas ou com animais vacinados. Além disso, a proteina apresentou-se como
promissora candidata para 0 acompanhamento sorolégico de pacientes ap0s o tratamento e cura

da doenca.
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6.4 FASE IV — ENSAIOS DE IMUNIZACAO

6.4.1 Avaliacao da resposta in vitro em culturas de PBMCs

Células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LV tratados e néo
tratados e de individuos sadios foram cultivadas em meio RPMI 1640 completo e deixadas sem
tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b e SLA (10 e 50 ug/mL, respectivamente) por 5
dias a 37°C em 5% (v/v) COz2. A linfoproliferacdo foi avaliada por ensaio de ELISA usando o
kit de ELISA Cell Proliferation Biotrak ™ versdao 2 (GE Healthcare), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Na figura 19 é possivel verificar que as células dos diferentes grupos
obtiveram uma linfoproliferacéo significativa entre os individuos sadios e pacientes tratados,

em relagéo aos ndo tratados.

4.0 3 Pacientes saudaveis
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Figura 19. Ensaio de linfoproliferagdo em culturas de PBMCs de pacientes com
leishmaniose visceral e individuos saudaveis. A resposta linfoproliferativa especifica para
rEF1b e SLA de L. infantum foi avaliada em culturas de PBMCs de pacientes com LV antes e
apos o tratamento, bem como de individuos saudaveis. Os resultados foram calculados como a
razdo entre os valores de densidade Otica para as culturas ndo estimuladas e estimuladas. As
barras indicam a média £ desvio padrdo dos grupos. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos pacientes ndo tratados e tratados (P <0,05). (**) indica diferenca

estatisticamente significativa em relagdo aos pacientes néo tratados (P <0,05).
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Ao analisar a figura 20, € possivel notar que o aumento na proliferacéo celular gerou
uma producéo significativa de IFN-y em relagdo a produgado de IL-10, que foram dosadas no
sobrenadante das culturas, em individuos sadios e pacientes tratados, apos o estimulo com a
proteina rEF1b. O contrario foi encontrado frente ao estimulo com SLA, em que pacientes
tratados e ndo tratados tiveram uma expressao significativamente maior de 1L-10 em relacéo a
producdo de IFN-y. Quando feita a razdo entre IFN-y ¢ IL-10, apresentada na figura 20B, €
possivel observar a resposta tipo Th1 nos grupos de individuos sadios e pacientes tratados, por

apresentarem uma maior producao de IFN-y.
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Figura 20. Ensaio de citocinas humanas nos sobrenadantes de culturas de PBMCs. (A)
Niveis de IFN-y e IL-10 medidos no sobrenadante de culturas por ELISA de captura usando
Kits comerciais. (B) Raz0es entre os niveis de IFN-y e IL-10. As barras indicam a média +
desvio padrdo dos grupos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos
pacientes ndo tratados e tratados (P <0,05). (**) indica diferenca estatisticamente significativa
em relacdo aos pacientes ndo tratados (P <0,05). (#) indica diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos individuos saudaveis e pacientes tratados (P <0,05). (##) indica

diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos pacientes tratados (P <0,05).
6.4.2 Avaliacdo da resposta imune em animais antes da infeccdo desafio

A resposta celular e humoral dos animais frente as diferentes imunizagdes foi
analisada antes da infeccéo desafio com promastigotas de L. infantum. Desse modo, 30 dias

apos a ultima imunizagéo, foi realizado o cultivo dos esplendcitos de metade dos animais de
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cada grupo (n=8). As células do baco (5 x 10° por mL) foram cultivadas em meio RPMI 1640
completo e deixadas sem tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b ou SLA (10 e 50 pg/mL,
respectivamente) por 48 h a 37°C em 5% (v/v) CO.. A figura 21 apresenta os niveis das citocinas
IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF que foram dosadas nos sobrenadantes das culturas por

ELISA de captura, de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Figura 21. Resposta celular induzida antes da infeccéo de desafio. (A) Niveis de IFN-y, IL-
4, 1L-10, IL-12 e GM-CSF medidos nos sobrenadantes da cultura por ELISA de captura. (B)
Razdes entre os niveis de IFN-y e IL-10. As barras indicam a média + desvio padréo dos grupos.
(*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos solucdo salina e
saponina (P <0,05). (**) indica diferenca estatisticamente significativa em rela¢do ao grupo
pVAX (P <0,05). (***) indica diferenga estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo
pVAX [ EF1b (P <0,05).

Os grupos imunizados pVAX/EF1b e rEF1B/saponina apresentaram expressiva
producéo de IFN-y, IL-12 e GM-CSF em relacéo aos grupos controles, que receberam salina,
saponina ou pVAX. O grupo imunizado com rEF1b mais saponina se destacou por desenvolver
uma producéo mais alta de citocinas tipo Thl, quando comparada ao grupo imunizado com a
vacina pVAX/EF1b.

As amostras de soros dos camundongos imunizados (n=8, cada grupo) foram

coletadas para analise da resposta humoral por ensaios de ELISA. A andlise dos niveis dos
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isotipos 1gG1 e IgG2a anti-rEF1b e anti-SLA usando os soros dos animais vacinados mostrou
que a imunizacdo com rEF1b/saponina induziu niveis mais elevados de anticorpos anti-rEF1b

do isotipo 1gG2a, em comparagdo com os niveis de IgG1 (figura 22).
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Figura 22. Producdo de anticorpos ap6s as imunizagdes e antes da infeccdo desafio. Os
camundongos foram vacinados (n=8 por grupo) e, 30 dias ap6s a Ultima dose da vacina,
amostras de soro foram coletadas para analise dos niveis de IgG1 e IgG2a anti-rEF1b e anti-
SLA. As barras indicam a média + desvio padrdo dos grupos. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos grupos salina, saponina, pVAX e pVAX/EF1b (P
<0,05).

6.4.3 Avaliacao da resposta imune apoés a infecgéo

A resposta celular e humoral dos animais foi também avaliada 45 dias ap6s a
infeccdo. Como pode ser visto na figura 23, que mostra a producdo de citocinas nos
sobrenadantes das culturas, os grupos vacinados com rEFlb/saponina e pVAX/EF1lb
mantiveram o padrdo de alta producédo das citocinas IFN-y, IL-12 e GM-CSF, alem da baixa
producdo de IL-4 e IL-10, em relacdo aos demais grupos que receberam salina, saponina ou
pVAX.
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Figura 23. Producdo de citocinas induzida apos a infeccdo com L. infantum. Os niveis de
IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF medidos nos sobrenadantes das culturas s&o indicados
(A), além das razdes entre IFN-y e IL-10 (B). As barras indicam a média + desvio padréo dos
grupos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo aos grupos solucéo salina
e saponina (P <0,05). (**) indica diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo
pVAX (P <0,05). (***) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
pVAX [/ EF1b (P <0,05). (#) indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos
grupos pVAX / EF1b e rEF1b / Saponina (P <0,05).

Foi realizada a analise do envolvimento dos linfécitos T CD4" e T CD8" na
producdo de IFN-y nos grupos vacinados e infectados. Na figura 24 ¢é possivel observar que a
producdo de IFN-y foi significativamente diminuida quando houve o bloqueio de células T
CD4* e CD8" nos grupos imunizados com pVAX/EF1b e rEF1b/saponina, sendo a producao
desta citocina mais diminuida nas células T CD8" no grupo pVAX/EF1b e e por células T CD4"

no grupo imunizado com a proteina recombinante mais saponina.
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Figura 24. Envolvimento de células T na producao de IFN-y nos animais vacinados e
infectados. Camundongos (n=8 por grupo) foram vacinados e infectados com promastigotas de
L. infantum. Quarenta e cinco dias apos a infeccdo, eles foram eutanasiados e seus bacos
coletados. Os esplendcitos (5 x 108 células por mL) foram incubadas em RPMI 1640 completo
e deixadas sem tratamento (meio) ou estimuladas com rEFlb ou SLA (10 e 50 pg/mL,
respectivamente), na auséncia ou presenca de anticorpos monoclonais contra moléculas CD4 e
CD8 por 48 h a 37°C em 5% (v/v) de CO.. Os niveis de IFN-y foram medidos nos sobrenadantes
das culturas por ELISA de captura. As barras indicam a média + desvio padrao dos grupos. (*)
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao uso de anticorpos monoclonais
anti-CD4 e anti-CD8 (P <0,05). (**) indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo

ao uso do anticorpo monoclonal anti-CD8 (P <0,05).

Além da andlise da origem do IFN-y na resposta imunologica gerada pelas
imunizagdes, um dos seus papéis mais importante foi tambem analisado. A citocina IFN-y ativa
fatores de transcricdo nos macrofagos, células infectadas por Leishmania, que atuam na sintese
de enzimas ligadas a sintese de espécies reativas de oxigénio. A producdo de espécies reativas
de oxigénio leva a formacdo de compostos, como 0 0xido nitrico, que atuam diretamente na
morte do parasito 14145, Assim, para evidenciar se a producio da citocina estava ocasionando
aumento da atividade das celulas parasitadas, realizamos a dosagem de nitrito nos
sobrenadantes de cultura celular. A figura 25 mostra uma producéo elevada de nitrito nos
grupos de camundongos imunizados com pVAX/EF1b e rEF1b/saponina, em comparagdo com
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0s groups salina, saponina e pVAX. A producdo de nitrito nos grupos imunizados com
rEF1b/saponina foi maior e mais significativa em relagéo a imunizagdo com pVAX/EF1b.
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Figura 25. Producao de nitrito apds a infeccao desafio. Camundongos (n=8 por grupo) foram
vacinados e desafiados com promastigotas de L. infantum e, 45 dias ap6s a infeccéo, eles foram
eutanasiados e seus bacos foram coletados. As células (5 x 10% por mL) foram incubadas em
RPMI 1640 completo e deixadas sem tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b ou SLA (10
e 50 ug/mL, respectivamente) por 48 h a 37°C em 5 % (v/v) CO>. A producéo de nitrito foi
medida nos sobrenadantes de cultura pela reagdo de Griess. As barras indicam a média + desvio
padrdo dos grupos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos grupos de
solucdo salina e saponina (P <0,05). (**) indica diferenca estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo pVAX (P <0,05). (***) indica diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo pVAX/EF1b (P <0,05).

A anélise da resposta humoral dos camundongos apo0s a infeccdo apresentou
resultados similares em relacdo as analises antes da infec¢do, ao mostrar que a imunizagdao com
rEF1b/saponina induziu niveis mais elevados de anticorpos do isotipo 1gG2a anti-rEF1b, em
comparacdo com os niveis de IgG1 (figura 26). Entretanto, o grupo vacinado com pVAX/EF1b
também apresentou producdo menor em relacdo a vacinacdo com rEF1b/saponina, mas

significativa em relacdo aos grupos salina, saponina e pVAX.
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Figura 26. Resposta humoral induzida apos a infeccdo com L. infantum. Camundongos
imunizados (n=8 por grupo) infectados com promastigotas de L. infantum foram eutanasiados
45 dias apos o desafio e suas amostras de soro foram coletadas. Os niveis dos isotipos 1gG1 e
IgG2a anti-rEF1b e anti-SLA foram medidos por ensaio de ELISA. As barras indicam a média
+ desvio padrdo dos grupos. (*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos
grupos solucdo salina, saponina e pVAX (P<0,05). (#) indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos grupos pVAX/EF1b e rEF1b/Saponina (P<0,05).

6.4.4 Avaliacdo da carga parasitaria nos 6rgaos dos animais infectados

A carga parasitaria foi analisada 45 dias apds a infec¢do desafio nos diferentes
grupos de animais imunizados. Como pode ser visto na figura 27, houve maior reducéo da carga
parasitaria nos grupos imunizados com pVAX/EF1b e rEF1b/saponina em relacdo aos grupos
controles (salina, saponina e pVAX). O grupo imunizado com rEF1b/saponina apresentou as
maiores reducGes da carga parasitaria, quando comparado aos valores obtidos no grupo
imunizado com pVAX/EF1b.
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Figura 27. Avaliacdo da carga parasitaria. Camundongos vacinados e infectados (n=8 por
grupo) foram eutanasiados 45 dias apds o desafio, quando seus 6rgaos foram coletados para
estimativa da carga parasitaria pela técnica de diluicdo limitante. Os resultados foram expressos
como log do titulo ajustado por miligrama de: baco (A), figado (B), linfonodos drenantes (C) e
medula éssea (D). As barras indicam a média * desvio padrdo dos grupos. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa em rela¢do aos grupos solucédo salina e saponina (P<0,05). (**)
indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo pVAX (P<0,05). (***)

indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo pVAX/EF1b (P <0,05).
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7 DISCUSSAO

O diagnostico das leishmanioses ainda se faz desafiador, uma vez que os testes
apresentam uma baixa sensibilidade ao diagnosticar individuos com baixa carga parasitaria ou
sorologia antileishmanial, e uma baixa especificidade ao gerar resultados falso-positivos com
doencas que causam reatividade cruzada com antigenos de Leishmania; além da dificuldade de
separar pacientes tratados e curados dos néo tratados 89214 Diante dessas limitagGes, a busca
por antigenos mais refinados continua e novas proteinas antigénicas do parasito estdo sendo
avaliadas como ferramentas diagndsticas para tentar solucionar tais problemas /-1,

Até o momento, parece provavel que nem o conteldo génico, nem a expressao
génica sdo particularmente relevantes para as diferencas fenotipicas nas distintas formas
morfologicas das espécies de Leishmania, mas o controle do processo de traducdo e a
estabilidade da proteina parecem ser importantes nessa caracterizacdo *4°. Dessa forma, nosso
grupo tem buscado alvos a partir da imunoprotedmica *°. Recentemente, um estudo
imunoprotedmico foi realizado utilizando extratos proteicos de formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania infantum e soros de pacientes com LV, que reconheceram proteinas
do tipo fatores de alongamento em ambas as formas do parasito 13010,

Fatores de alongamento sdo genes conservados encontrados em distintos
organismos, eucariotos e procariotos, apresentando fungdes bioldgicas relevantes, como
traducdo da informagdo genética do DNA em proteinas 1. Essa familia de genes codifica
proteinas expressas em ambas as formas do parasito e foram encontrados em niveis elevados
nas espécies de Leishmania resistentes a antimoniais pentavalentes, L. donovani, L.
panamensis, L. infantum e L. braziliensis; demonstrando a possibilidade de serem usados como
possiveis alvos de drogas antiparasitarias 1°>1°°, Essa familia de proteinas foi também
identificada em extratos de Leishmania donovani, quando amostras de urinas de pacientes com
LV foram usados, possibilitando o uso desses antigenos como biomarcadores para um teste
diagndstico n&o invasivo °°,

Diante da possibilidade de utilizacdo dessas proteinas como alvos biologicos contra
as leishmanioses, no presente estudo, utilizamos a proteina rEF1b com o objetivo de melhorar
a especificidade e sensibilidade dos métodos de diagndstico atuais. Ao utilizamos a proteina
recombinante EF1-P para ser testada em ensaios de ELISA para o diagnéstico sorologico das
leishmanioses em humanos, a proteina foi reconhecida por soros de pacientes com ambas as
formas da doenca: visceral e tegumentar (cutanea e mucosa). Além disso, a proteina apresentou

baixa reatividade com soros de individuos sadios e pacientes com doenga de Chagas, maléria,
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tuberculose, paracoccidioidomicose, hanseniase e aspergilose. Esses resultados foram
condizentes com o alinhamento das sequéncias proteicas homdélogas a EF1-B, onde foi possivel
identificar alta similaridade nas sequéncias de outras espécies de Leishmania, além de baixa
homologia com protéinas da espécie Trypanosoma cruzi e hospedeiros vertebrados, como cao
e homem.

De modo distinto, os resultados apontaram que ao utilizar como amostra antigénica
0 SLA, ndo houve a identificacdo de pacientes com LC, e uma maior reatividade com amostras
de outras doengas foi encontrada. Em relacao aos testes sorologicos em cées, a rEF1-p também
foi reconhecido por soros de cdes sintométicos e assintométicos para as leishmanioses,
apresentou uma baixa reatividade contra soros de cdes saudaveis e vacinados com Leish-Tec®,
bem como daqueles infectados com T. cruzi, B. canis e E. canis. Por outro lado, o0 ELISA
utilizando o SLA ndo conseguiu detectar os casos assintomaticos para as leishmanioses, e
apresentou uma alta reatividade com outras doencas que podem gerar reagdo cruzada.

AvaliacOes soroldgicas em pacientes curados e tratados sdo importantes de serem
realizadas, pois podem constituir um parametro adicional de cura dos pacientes que passaram
pelo tratamento das leishmanioses. Neste estudo, ao avaliarmos 0s niveis de anticorpos
especificos para rEF1-B em soros de pacientes tratados com a forma visceral e mucocutanea da
doenca verificamos uma diminuicdo dos niveis de anticorpos anti-rEF1f em relagdo aos soros
dos pacientes coletados antes do tratamento. Por outro lado, niveis semelhantes de anticorpos
antileishmanial foram encontrados antes e depois do tratamento, quando o SLA foi usado como
antigeno. Este resultado é interessante, uma vez que testes de diagndstico atuais para
leishmaniose humana mostram sensibilidade varidvel ao monitorar o tratamento e a cura dos
pacientes, bem como para diferenciar entre infecces passadas e ativas 457158 A proteina
rEF1-B foi capaz de identificar pacientes com doenca ativa, assim, permitindo inferir sobre seu
papel no prognoéstico da leishmaniose humana.

Neste estudo, temos como limitacdo o uso de um painel sorolégico reduzido, tanto
nas amostras de cdes quanto na de humanos, e nas outras doengas que podem causar reacao
cruzada com as leishmanioses. Além disso, a auséncia de acompanhamento sorol6gico de
pacientes com LC também se apresenta como limitagdo, uma vez que tais pacientes, quanto aos
seus aspectos clinicos e praticos, podem apresentar dados progndsticos mais informativos do
que os pacientes com a forma mucosa.

Assim sendo, a rEF1- mostrou pela primeira vez seu papel antigénico para detectar
casos de leishmaniose sintomatica e assintomatica, com valores elevados de sensibilidade e

especificidade em amostras de soros de cées e humanos infectados com L. infantum; alem da
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possibilidade de ser utilizada como biomarcador para monitorar o progresso do tratamento e
cura da doenca humana. Sabemos que novos estudos sdo necessérios, mas estes resultados
apontam que rEF1-B poderia ser considerada como um marcador diagndstico promissor.

Em alguns trabalhos, a proteina EF-1 também apresentou um importante papel
imunogénico em modelos murinos contra a infecgdo por Leishmania, bem como quando
PBMCs estimulados de pacientes infectados com L. donovani produziram um repertorio de
citocinas do tipo Th1 no sobrenadante das culturas 838, Portanto, tais estudos sugerem um papel
dessa familia de proteinas como possiveis candidatos a vacinas contra a leishmaniose. Muitos
trabalhos buscam alvos na forma promastigota do parasito, por ser a forma infectante do
parasito e que entra em primeiro contato com o hospedeiro. Em vista disso, é importante
ressaltar que essa proteina foi encontrada ndo apenas na forma promastigota, mas também em
amastigotas. E evidente que a forma amastigota deveria ser também considerada na busca por
alvos bioldgicos, uma vez que se apresenta presente poucas horas depois da infec¢do no
hospedeiro vertebrado, sendo também responsdvel pela forma ativa da doenca e,
consequentemente, em constante contato com o sistema imune 38159,

Neste trabalho, avaliamos a imunogenicidade da proteina rEF1-p como antigeno
quando administrado como vacina de DNA e como proteina recombinante associada a saponina
como adjuvante, uma vez que ambas estratégias demonstram ativar um perfil de citocinas Thl
114,119.143 " Comparamos também ambas as estratégias de imunizago, principalmente, devido a
escassez de estudos na literatura utilizando essa abordagem experimental 63133,

De uma perspectiva evolutiva, € importante notar que a espécie humana se adaptou
continuamente as doencas ao longo do tempo. Além disso, algumas geracdes de pessoas podem
ter sido sensiveis a leishmaniose, enquanto outras podem ter sido resistentes. E isso ocorre até
hoje, mas ndo sabemos se isso também acontecia nos tempos antigos ou se a leishmaniose na
verdade dizimava popula¢des humanas. Alguns estudos paleoparasitoldgicos sugerem que 0
parasito surgiu primeiramente em relacdo aos seus hospedeiros invertebrados e vertebrados, e
que se iniciou como uma doenca parasitaria que se seguiu coevoluindo, em equilibrio, com seus
hospedeiros. Esta teoria de manutencdo do hospedeiro pelo parasito é chamado de “Teoria da
Rainha Vermelha” e explica a manutenco de varios parasitos >, Os parasitos coevoluiram
com seus hospedeiros e apresentam atualmente diversos mecanismos de evasdo do sistema
imune. Essas estrategias de evasdo parasitaria podem alterar a resposta protetora de hospedeiros
infectados resultando no desenvolvimento de doengas ativas, como as induzidas pelos fatores

de viruléncia de Leishmania 161162,



85

Sabe-se que a resposta celular é importante na protecdo dos hospedeiros para
combater a infeccdo causada por Leishmania, em que a expanséo clonal de células T polarizadas
para o perfil Thl e a producdo das principais citocinas do perfil, como IFN-y, IL-2, IL-12, GM-
CSF atuam na ativacdo dos macréfagos, aumentando a atividade fagocititica e de producéo de
espécies reativas de oxigénio 13164 Esse perfil de resposta é essencial para a protecio do
hospedeiro contra o parasito. Do contrério, o parasito pode evadir do sistema imune e se
multiplicar no interior das células do hospedeiro, causando a sintomatologia da doenga®.

Niveis elevados de IFN-y, IL-12 e GM-CSF foram encontrados nos sobrenadantes
celulares de células do baco estimuladas por proteina ou SLA de ambos os grupos rEF1-
[/saponina e pVAX/EF1-B, evidenciando a inducdo de uma resposta celular protetora do tipo
Th1l. Em concordancia com esse perfil, os soros coletados dos animais desses grupos
apresentaram aumento do isotipo 1gG2a, e maiores razdes entre IgG2a e 1gG1, indicando
também a resposta do tipo Thl. De modo distinto, foi observada uma resposta do tipo Th2, nos
grupos controles, de acordo com o desenvolvimento da doenca ap6s a infecgdo. Dessa forma, a
progressao da doenca nesse modelo foi associada a supressao da resposta Th1l, devido a reducéo
da producéo de IL-12 e IFN-y pelos esplendcitos, com um aumento das citocinas IL-4 e 1L-10
166_

O sucesso de um candidato vacinal depende do antigeno definido, sistema de
distribuicdo, adjuvante imunolégico e via de imunizacdo. As proteinas recombinantes foram
amplamente testadas como antigenos de vacinas de segunda geracdo para proteger contra a LV
63,167,168 nois se apresentam com vantagem na padronizacgdo e pureza para a sua producio. No
entanto, hd um grau variavel de sucesso no desenvolvimento dessas vacinas devido a escolha
do adjuvantes a ser utilizado, pois esses antigenos recombinantes geralmente apresentam
imunogenicidade limitada "%, Alguns estudos mostram que a administracio de fatores de
viruléncia de Leishmania, como LACK 14123 ¢ KMP-11 1172 mostram estar implicadas na
producdo de citocinas do tipo Th2 quando administradas isoladamente, sem a presenca de
adjuvantes. No entanto, quando esses alvos foram associados a adjuvantes, uma alteracdo no
perfil imunoldgico foi gerada, levando ao desenvolvimento de uma resposta imunoldgica
protetora contra a infecgdo 13174,

Dessa forma, para uma imunizagdo bem sucedida, que induza protecdo contra as
leishmanioses, € necessario que seja feita a escolha de um adjuvante apropriado para que atuem
em conjunto com 0s alvos vacinais no desencadeamento da resposta imune protetora contra as
leishmaniosest®317>176 No presente trabalho, associamos a proteina recombinante ao adjuvante

saponina, um glicosideo proveniente do metabolismo secundéario vegetal muito utilizado por
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induzir um perfil de resposta Thl nos modelos animais ***. Corroborando tais achados, a
imunizacdo com proteina rEF1-p sem adjuvante induziu uma baixa resposta do tipo Th1.

Em nosso estudo, rEF1b se mostrou imunogénica quando usado como estimulo para
culturas de PBMCs de individuos sadios e pacientes tratados, produzindo niveis elevados de
IFN-y e baixos niveis de 1L-10. Além disso, também foi observada linfoproliferacdo positiva,
fortalecendo o uso de EF1-f em estudos futuros para sua validagdo completa como vacina
candidata contra a LV humana. A recuperacdo da doenca geralmente confere imunidade contra
a reinfeccdo pelo parasito. Na verdade, individuos saudaveis que vivem em regides endémicas
da doenga, ou aqueles assintomaticos, podem desenvolver uma resposta imune especifica do
parasito e ser protegidos contra infeccdes 8177, Assim, uma justificativa para pesquisar novos
candidatos a vacinas humanas poderia ser 0 uso de culturas de PBMCs de individuos saudaveis
e de pacientes infectados com Leishmania, com o objetivo de prever a imunogenicidade de tais
antigenos quando em contato com as células da imunidade 83178,

Vacinas de DNA sédo plasmideos recombinantes de expressdo em eucariotos, que
apresentam em sua sequéncia motivos de CpGs que atuam como adjuvantes na resposta imune
e podem ser empregados na sua forma simples, de DNA livre, ou através do uso de
carreadores®’®. Esses plasmideos, uma vez internalizados, no interior da célula utilizam toda a
maquinaria de expressdo génica do ndcleo para sintese proteica. Essas proteinas no citosol
passam pela via do proteassoma e sdo apresentadas via MHC-I, e podem também, por
apresentacio cruzada, serem englobadas por vesiculas e apresentadas via MHC-] 163.180.181,

Neste trabalho, a imuniza¢do com pVAX/EF1f induziu o desenvolvimento de uma
resposta celular e humoral do tipo Thl, antes e ap6s a infeccdo, com correspondentes niveis
menores de parasitismo em érgdos distintos dos camundongos imunizados. No entanto, uma
maior protecdo parasitoldgica e imunoldgica foi induzida pela imunizagdo com a proteina
recombinante associada ao adjuvante saponina, sugerindo que a estratégia de vacinagdo com o
plasmideo de DNA poderia ser potencialmente otimizada, com o uso de carreadores, por
exemplo, para aumentar a eficacia em modelos de mamiferos'8?,

As limitagBes desta parte do estudo incluem a falta de anélises experimentais com
esquemas de imunizacdo mais longos para otimizar a eficacia da vacina de DNA plasmidial,
bem como estudos para avaliar a memoria imunologica a longo prazo induzida pela vacinacao
com a proteina recombinante mais adjuvante e o plasmideo de DNA. No entanto, os dados
apresentados aqui sugerem a capacidade da proteina EF1-B em estimular uma resposta

imunoldgica protetora contra a infeccdo causada por L. infantum e, portanto, esse antigeno
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merece consideracdo para estudos futuros sobre sua atividade associada a adjuvantes para o

desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses.
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8 CONCLUSAO

Os resultados descritos no presente estudo indicam que a proteina EF1b poderia ser
considerada como um possivel marcador diagnostico e prognostico para as lesinmanioses
tegumentar e visceral, além de candidato a vacina para protecao contra a infec¢do causada por

L. infantum.
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9 PERSPECTIVAS

+ Testar a proteina rEF1pB em fitas de imunocromatografia para o diagnostico

rapido das leishmanioses;

++ Avaliar a proteina recombinante mais saponina para a protecdo de modelos

murinos contra a LT.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 32343114.9.0000.5149

Interessado(a): Prof®. Denise Utsch Gongalves
Depto. de Oftalmologia e Otorrinolaringologia
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de setembro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliagdo longitudinal clinica e imunolégica de pacientes com
leishmaniose cutidneo-mucosa da regido metropolitana de Belo
Horizonte" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.
Tibng (g h/)u/u/wé Yhore K

Prof®. Dr?. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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PLATBR - Comunicado de Inicio de Projeto

Equipe Plataforma Brasil <plataformabrasil@saude.gov.br> Jan 3 em 2:10 AM
Para EDUARD

Sr. (a) Pesquisador (a),

O projeto Avaliacdo do Perfil Imunolégico de Pacientes com Leishmaniose Visceral Internados na Santa Casa Misericérdia de Belo Horizonte com nimero CAAE 60802116.1.0000.5138, tem data de inicio prevista para
18/09/2016. Esta mensagem € meramente informativa e baseada na data da primeira etapa descrita no cronograma aprovado. Por favor, ignore-a se ndo fizer sentido para a corrente situagdo do projeto de pesquisa.
Atenciosamente,

Plataforma Brasil

www.saude.gov.br/plataformabrasil

plataformabrasil@saude.gov.br

Esta é uma mensagem automatica. Favor ndo responder este e-mail

Esta pode conter i e/ou privilegiada. Se vocé nio for o destinatirio ou a pessoa autorizada a receber esta mensagem, nio pode usar, copiar ou divulgar as informagaes nela contidas ou tomar qualquer agio

baseada nessas informagées. Se vocé recebeu esta mensagem por engano, por favor avise imedi ° g © e-mail & em seguida apague-o.

4~ Responder  <#n Responder atodos =P Encaminhar s« Mais
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Certificado CEUA

CEUA <ceua@prpg.ufmg.br: Haje em 4:57 PM

Para eduardoferrazcoelho@yahoo.com.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 333 / 2015, relativo ao projeto intitulado “Proteinas selecionadas em Leishmania por
imunoprotedmica aplicadas como vacinas contra as leishmanioses tegumentar e visceral’, que tem como responsivel EDUARDO
ANTONIO FERRAZ COELHO, esta de acorde com os Principios Eticos da Expenimentagdo Animal, adotades pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovadao na reunido de 09/12/2015. Este certificado espira-se em 09/12/2020.

CERTIFICATE

'We hereby certify that the Protocol n® 333 / 2015, related to the Project entilted "Proteins selected in Leishmania by
immunoproteomics applied as vaccines against tegumentary and visceral leishmaniasis”, under the supervision of EDUARDO
ANTONIO FERRAZ COELHO, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee
in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 09/12/2015. This certificates expires in 09/12/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 09/12/2015.

Atenciosamente.

Sisterna CEUA-UFMG
https://fwww.ufmg.br/bicetica/cetealceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa I - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592

wwufmg.br/bioetica/cetes - catea@prpguimag.br
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Artigos publicados no periodico Microbial Pathogenesis:

- “Leishmania infantum recombinant eukaryotic elongation factor-1 beta protein: a
potential diagnostic antigen to detect teqgumentary and visceral leishmaniasis in dogs and
humans”. Microb Pathog. 2019 Dec;137:103783. doi: 10.1016/j.micpath.2019.103783

- “Leishmania eukaryotic elongation Factor-1 beta protein is immunogenic and induces
parasitological protection in mice against Leishmania infantum infection”. Microb
Pathog. 2021 Feb;151:104745. doi: 10.1016/j.micpath.2021.104745.
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Figura 28 Vetor de clonagem. Vetor de clonagem utilizado para a obtencdo da proteina

recombinante, p-GEM-T Easy Vector Systems (Promega).
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pET-TEV — 5357pb

* The thrombin recognition site of PETZ8a (Wovagen) was replaced by a TEV
protease recognition site

¥bal Neol His tag
aattccoctotagaaataatntogtttaactttaagaaggagatataccatgggoecatcatecatecatecatecac

ttaaggggagatctttattanagraaattgaaattocttoctoctatatggtacccggtagtagtagtagtagtg
MerLGlyHisHisHisHisHisHis

TEV Nde Il vag BamHI EcoRI Sacl
gaaaaccrgtattiteagggecatatggetageatgactggiggacageaaatgggiegeggatocogaattegagere
cttttggacataaaagtococoggbatacogatogtactgaccacctgtegtttacccagegoctaggottaagotogag

GluAsnLeuTyrPheclnGlyHisMetAl aSerMelThreolyGlyGlnGlnMeLGlyArgclySercluPhecluLeu

Sall HindIIX ¥hol His tag
cgtogacaagert dflcadeaccaccaccaccaccaclJadal coqqoigiaataaagoocdda
geagertgttegaa tgagetegbggtggtggtagtagtgactctaggocgacgat tgut Logagett
ArgAargGlnalacysclyArgThrargAlaProFroFroProFroleudrgserclyCysEnd
pET28a (+) TEV
5357 bp
TEV site
His-tag MCS

Mde T (238)

¥no T {158 )
Mot I (166 )
Eag I [156)
Hind IIT (173
Sal I (179
Eco RI (192
BamMI (198

His-tag coding sequence 207 - 239/265 - 282
TEV site 244 - 264

MsC 158 - 238

lael coding sequence 1102 - 2181

Kan coding sequence 4376 - D233

F1 origin 5365 - 5820

Figura 19 Vetor de expressdo em procariotos. Vetor utilizado para a obtencdo da proteina
recombinante em procariotos, pET28a (+) TEV, com cerca de 5.0kb, com 3.0 kb, sitio mdultiplo

de clonagem para diferentes enzimas de restricdo, origem de replicacdo e um promotor.
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Figura 30 Vetor de expressdo em eucariotos. Vetor utilizado para a obtencdo da proteina
recombinante em eucariotos, pVAX1© com 3.0 kb, sitio maltiplo de clonagem para diferentes
enzimas de restri¢do, origem de replicagdo e um promotor de citomegalovirus reconhecido por

eucariotos.



