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RESUMO

A leishmaniose visceral ¢ a mais grave dentre as leishmanioses e sua forma zoondtica, causada
por Leishmania infantum, representa 20% da leishmaniose visceral humana mundial. No Brasil,
uma das medidas de controle é a identificacdo e eliminacdo de cdes infectados. Os métodos
diagndsticos utilizados para identificacdo desses animais ndo sdo capazes de detectar 100% deles,
0 que compromete a eficacia dessa medida de controle. Além disso, o desenvolvimento de uma
vacina eficiente seria altamente desejavel. Dessa forma, visando contribuir para o diagnostico e o
controle da Leishmaniose Visceral Canina (LVC), tivemos o objetivo de produzir e testar dois
novos antigenos. Anteriormente, realizamos um trabalho no qual dez peptideos foram
identificados como antigénicos em ELISA para diagnéstico da LVC. Na atual proposta, esses dez
peptideos foram reunidos em um gene sintético. Além disso, outros vinte peptideos foram
identificados como bons epitopos para células T em publicacdo do nosso grupo. Da mesma forma,
esses peptideos foram unidos em uma molécula. Ambos os genes foram clonados e expressos em
Escherichia coli, produzindo duas proteinas quiméricas: PQ10 e PQ20. Esses antigenos foram
utilizados em ELISA para LVC com sensibilidades de 80,1% para a PQ10 e 84,9% para a PQ20 e
especificidade de 65,6% para ambas. Esses antigenos foram capazes de identificar caes
assintomaticos (80% do total) de maneira mais eficiente que o DPP® (10%) e o ELISA
Biomanguinhos (0%), testes atualmente utilizados pelo programa de controle da LVC. Além
disso, a deteccdo de cdes no inicio da infeccdo também ocorreu, com positividades oscilando
entre 23% e 65%, de acordo com o periodo da coleta. Em amostras de soros de uma coorte, a
soroconversao ocorreu mais precocemente para as PQs do que para o ELISA Biomanguinhos. As
proteinas se mostraram imunogénicas na obtencdo do soro policlonal em coelhos. Com esse soro,
foi possivel identificar que apenas alguns peptideos sdo 0s maiores responsaveis pela
imunogenicidade das proteinas quiméricas. Em ensaios de imunizacdo de camundongos e de
estimulo de células mononucleares do sangue periférico de cdes, foi possivel observar que as
proteinas estimulam um padrdo de resposta imune do tipo Th2, com produgédo de IL-4 e IL-10.
Em suma, nossos estudos demonstram que as proteinas quiméricas construidas com epitopos para
células B possuem um grande potencial em imunodiagndéstico, podendo beneficiar programas de
controle da leishmaniose visceral canina.

Palavras chave: Leishmaniose Visceral Canina, diagnostico, proteina recombinante, ELISA.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is the most severe form among leishmaniasis. The zoonotic disease,
caused by Leishmania infantum, represents 20 % of the world's human visceral leishmaniasis
with increasing incidence in urban areas of the tropics. In Brazil, one of the control measures is
the identification and elimination of infected dogs. The diagnostic methods used to identify these
animals are not able to detect 100 % of them, which may compromise the effectiveness of this
control measure . Furthermore, the development of an effective vaccine would be highly
desirable. Thus, to contribute to the diagnosis and control of Canine Visceral Leishmaniasis, we
aimed to develop and test two new antigens. Previously, we published a work in which ten
antigenic peptides were identified in ELISA anti - LVC. In the current proposal, these ten
peptides were assembled into a synthetic gene. Furthermore, another twenty peptides were
identified as good T cell epitopes in a publication by our group. Similarly, these peptides were
joined in a molecule. Both genes have been cloned and expressed in Escherichia coli, producing
two chimeric recombinant proteins, PQ10 and PQ20. These antigens have been used in ELISA
anti-LVVC with a sensitivity of 80.1% (PQ10) and 84.9% (PQ20) and specificity of 65.6% for
both. The proteins were able to identify asymptomatic dogs (80%) more effectively than ELISA
Biomanguinhos (0%) and DPP® (10%). Moreover, detection of dogs in the beginning of the
infection also occurred, with positivities ranging from 23 and 65%, depending upon the phase in
which sera was acquired. The proteins were immunogenic in the raising of polyclonal serum in
rabbits. With this serum, we found that only a few peptides were the most responsible for the
immunogenicity of the chimeric proteins. In mice immunization and in stimulation of canine
peripheral blood mononuclear cells, we observed that the proteins stimulate a pattern of Th2 -
type immune response, with IL-10 and IL-4 production. In summary, our studies demonstrate
that the use of the constructed chimeric proteins based on B cells epitopes has a great potential in

immunodiagnosis and can benefit canine visceral leishmaniasis control programs.

Keywords : Canine Visceral Leishmaniasis , diagnosis , recombinant protein ELISA
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1- INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecciosas causadas por parasitos do género Leishmania,
originalmente descrito por Ross em 1903. S&o protozoarios da ordem Kinetoplastidae e familia
Trypanossomatidae, que podem infectar humanos e outros vertebrados. Agrupam-se no género
cerca de 30 espécies, sendo aceito que aproximadamente 21 delas, pertencentes aos subgéneros
Leishmania e Viannia (esse Ultimo presente apenas no Novo Mundo) tenham a capacidade de
produzir patologias em humanos (Herwaldt, 1999; Pavli & Maltezou, 2010).

O género Leishmania é constituido por parasitos heteroxenos, sendo os seus hospedeiros
invertebrados dipteros conhecidos por flebotomineos. As espécies transmissoras estdo incluidas
nos géneros Phlebotomus - vetores do Velho Mundo- e Lutzomyia - vetores do Novo Mundo
(Sacks & Kamhawi, 2001). J& foram descritas aproximadamente 700 diferentes espécies de
flebotomineos, sendo apenas 30 capazes de transmitir o parasito (Killick-Kendrick, 1999; Moncaz
etal., 2012).

O ciclo dos parasitos do género Leishmania se inicia quando uma fémea de flebotomineo
se alimenta em um mamifero parasitado e ingere células do sistema fagocitico mononuclear
contendo amastigotas. Dentro de 12 a 18 horas, as amastigotas se transformam em formas
flageladas, denominadas promastigotas prociclicas. Essas formas se multiplicam intensamente, e
em cerca de 30 a 60 horas, ocorre a transformacdo em formas alongadas denominadas
nectomonas, que se aderem ao intestino médio do flebotomineo. Nos parasitos do subgénero
Viannia, acrescenta-se uma fase de divisdo de paramastigotas ovoides e promastigotas que se aderem
as paredes do intestino posterior (Lainson & Shaw, 1978). Cerca de sete dias depois, quando se
completa a digestdo do sangue, estas formas migram para a regido toracica do intestino, onde se
transformam em promastigotas metaciclicas. Estas formas sdo infectantes para o hospedeiro
vertebrado e migram para o eséfago, faringe e proboscida do flebotomineo (Lainson & Shaw,
1978).

A infeccdo dos hospedeiros vertebrados ira ocorrer através da picada dos flebotomineos
infectados. As fémeas hematofagas inoculam as formas promastigotas ao realizarem o repasto
sanguineo em humanos ou em outros mamiferos, como canideos, marsupiais e roedores (Lainson
& Rangel, 2005). Havera fagocitose dessas formas promastigotas pelas células do sistema

fagocitico mononuclear, onde ocorre a transformagdo para a forma amastigota. Apesar dos



macrdfagos consistirem na principal célula fagocitica a albergar o parasito, ja foi demonstrado
que neutrofilos sdo recrutados dentro das primeiras horas ap6s a inoculacdo das formas
infectantes, apresentando grande importancia no processo da infeccdo. Os neutréfilos serdo
fagocitados pelos macrofagos, o que proporciona ao parasito acesso a principal célula que o
alberga (Mdiller et al., 2001; Laufs et al., 2002; Peters et al., 2008).As formas amastigotas do
parasito irdo se multiplicar no interior das células fagociticas e poderdo infectar os flebotomineos

que, por ventura, alimentem-se nesses hospedeiros infectados.

1.1 - Importéancia e quadros clinicos

As leishmanioses sdo endémicas em paises tropicais, subtropicais e temperados, ocorrendo
em 98 paises com aproximadamente 12 milhGes de infectados e 350 milhdes de pessoas sob risco
de contrair a infeccdo. Como a notificacdo da doenca é compulsdria em apenas 32 paises afetados
pelas Leishmanioses, um grande nimero de casos ndo é contabilizado. De fato, considera-se que
aproximadamente 2 milhdes de novos casos ocorram anualmente
(http://lwww.who.int/leishmaniasis/burden/en/; WHO, Control of the leishmaniases, 2010; Alvar
etal., 2012).

No Brasil, as leishmanioses estdo amplamente distribuidas e sdo agravos de notificacdo
compulsoria. Segundo dados do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) do
Ministério da Saude, no ano de 2012 e nos 8 primeiros meses de 2013, foram notificados 4.497
casos de LV e 33.418 de LTA (http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/). 1sso representa um grave
problema de salde publica.

Dependendo da espécie de Leishmania e da resposta imune do hospedeiro, ha varias
manifestacdes clinicas da doenca, podendo haver acometimento cutaneo, mucoso ou visceral. De
acordo com as manifestaces clinicas, pode-se dividir a doenca em dois grandes grupos:
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral.

A leishmaniose tegumentar (LT) possui ampla distribuicdo mundial e € endémica em mais
de 70 paises, sendo 90% dos casos no Afeganistdo, Brasil, Paquistao, Peru, Arabia Saudita e Siria
(Desjeux, 2004). Nas Américas, a doenca pode ser causada por diferentes espécies de

Leishmania, como Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (L.) venezuelensis, L. (Viannia)
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braziliensis e L. (V.) guyanensis, sendo uma infeccdo zoondtica que acomete pele e mucosas
(Cupollilo et al., 1994).

A LT esta presente em todas as regides brasileiras e foi, inicialmente, resultado de acdes
antropicas sobre o ambiente silvestre, o que alterou o padrdo de transmissdo entre os reservatorios
silvestres e seus vetores. Agdes continuas de agricultura exploratoria, construcdo de rodovias,
exploracdo mineral, dentre outras, estabeleceu outro padrdo epidemiol6gico da doenca, que tem
sido observada atualmente em ambientes periurbanos. A destruicdo do habitat silvestre dos
flebotomineos fez que eles se adaptassem a ambientes peridomiciliares e até intradomiciliares
para sua sobrevivéncia (Gomes et al., 1990; Desjeux, 2001; Da Costa et al., 2007).

A LT pode se apresentar clinicamente sob diferentes formas, que podem ser subdivididas
em leishmaniose cutdnea localizada, leishmaniose cutdnea difusa, leishmaniose cutanea
disseminada e leishmaniose mucocutanea, o que € dependente da espécie do parasito e também da
resposta imune do hospedeiro (Silveira et al., 2004).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da doenca (fatal quando néo tratada),
caracterizada por febre, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia e anemia.
A doenca em humanos também ¢é conhecida como “calazar” (Desjeux, 2004; Rabello et al., 2003)

Clinica e epidemiologicamente, existem duas formas principais de LV: a LV zoonética,
em que o cdo e/ou outros canideos desempenham papel de reservatérios da doenca, e a LV
antropongtica, existente em Bangladesh, india e Nepal, por exemplo, que é transmitida entre
humanos através da picada de flebotomineos infectados. A forma antropondética é causada por
Leishmania (L.) donovani, enquanto a LV zoondtica é causada pela espécie L. (L.) infantum
(sinonimia de L. (L.) chagasi) (Quinnell & Courtenay, 2009; Mauricio et al., 2000)

No Brasil, a principal espécie de vetor envolvida na transmissdo de L. infantum é
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Dantas-Torres & Branddo-Filho, 2006), que apresenta ampla
distribuicdo geografica e pode colonizar areas peridomiciliares. Esses flebotomineos tém
demonstrado facilidade em adaptar-se tanto a areas periurbanas quanto a areas urbanas, com
tendéncia a invadir domicilios (Lainson & Rangel, 2005).

Individuos imunossuprimidos e criangas compdem o grupo mais frequentemente atingido
pela LV zoondtica. Entretanto, isso ndo ocorre para a LV antroponoética, em que todas as faixas

etarias sdo igualmente atingidas pela doenga (Alvar et al., 1996).



Os parasitos apresentam tropismo pelas células do sistema fagocitico mononuclear. Apds
um periodo de incubacdo que geralmente dura entre 2 e 6 meses, 0S pacientes apresentam
sintomas referentes a uma infeccéo sistémica persistente (febre,
fadiga, fraqueza, perda de apetite e de peso) e também sintomas referentes a invasao de parasitas
em células do sistema fagocitico mononuclear, tais como aumento de tamanho de linfonodos,
baco e figado (Marinkelle, 1980).

No Brasil, a LV apresenta nos dias de hoje expansdo geografica para os estados da regido
Sul e franco processo de urbanizagdo em cidades localizadas nas regides Nordeste e Sudeste
(Alves & Bevilacqua, 2004; Costa, 2008). Entretanto, apesar da expressiva urbanizacdo da
doenca, a forma rural ainda persiste. O éxodo rural origina aglomeracdes urbanas que oferecem
para 0 parasito um vasto numero de hospedeiros susceptiveis, frequentemente mal nutridos,
aumentando ainda mais 0 risco de se contrair a doenga
(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en).

A pandemia de HIV/AIDS tornou-se um fator preocupante na epidemiologia da LV sendo
essa coinfec¢do considerada doenca emergente de alta gravidade em varias regibes do mundo.
Nesses pacientes imunocomprometidos, a doenca apresenta curso clinico inespecifico com
sintomas que podem ser mascarados por infec¢des oportunistas (Alvar et al., 1997). Considera-se
que haja subnotificacdo dessa coinfeccdo, devido a problemas no diagndstico de uma ou de ambas
as patologias (Ezra et al., 2010).

A regido metropolitana de Belo Horizonte enfrenta um grave problema de salde publica,
com grande nimero de casos de LV. Segundo dados da Geréncia de Epidemiologia e Informacao
da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, houve média anual de 93 casos humanos entre 0s anos
de 2010 e 2012. A média de o&bitos ocorridos nesse mesmo periodo foi de 18,6
(http://portalpbh.pbh.gov.br).

De acordo com Margonari et al. (2006), a distribuicdo de areas de pobreza parece nao
influenciar a concentracdo e a emergéncia de casos de LV em Belo Horizonte. A facilidade de
disseminacdo, a riqueza e a adaptacdo de vetores associada a presenca do parasito e do
hospedeiro, e a falta de informacéo da populacdo sdo todas variaveis favoraveis para a expanséo
da doenca. Isso faz com que atualmente, a LV seja encontrada em variados nichos econdmicos de

Belo Horizonte.
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Os cédes desempenham papel fundamental na epidemiologia da LV zoondtica, sendo
considerados os principais reservatorios do agente etioldgico da doenca humana (Deane & Deane,
1955). Isso se explica devido ao fato de serem altamente susceptiveis a infec¢éo, por possuirem
intenso parasitismo cuténeo e principalmente pelo seu convivio junto ao homem (Dantas-Torres
& Brandao-Filho, 2006).

Dependendo da fase da doenca e das condigdes imunoldgicas, muitos cdes infectados se
apresentam assintomaticos. Em torno de 60% a 80% dos cées pertencentes a areas endémicas
podem ter contato com o parasito e ndo desenvolver sinais clinicos da doenca. Além disso,
existem evidéncias de que a taxa de prevaléncia da infeccdo em cées assintomaticos pode ser mais
alta do que as obtidas por estudos soroldgicos (Evans et al., 1990; Queiroz et al., 2010).

Ja foi possivel demonstrar que os cdes infectados assintomaticos sdo fonte de infeccédo
para os flebotomineos e, consequentemente, tém papel ativo na transmissdo de Leishmania (Alvar
et al., 1994; Molina et al., 1994; Abranches et al., 1998; Silva, 2005; Laurenti et al., 2013). No
Brasil, a forma assintomética da doenca é encontrada com indices variados; geralmente representa
40 a 60% de uma populacdo canina (Marzochi & Marzochi, 1997; Silva et al., 2008; Camargo-
Neves & Katz, 1999; Tolezano et al., 1999). A deteccdo desses cées representa um ponto
importante na epidemiologia da LV.

Em Belo Horizonte, sdo realizados inquéritos soroldgicos para a deteccdo de caes
positivos como parte das agdes do programa de controle desenvolvido pela Secretaria Municipal
de Saude através do Departamento de Controle de Zoonoses. No periodo de 2010 a 2012, foram
examinadas 572.065 amostras de sangue canino com taxa média de positividade de 5,47%
(http://portalpbh.pbh.gov.br).

1.2 - Controle da Leishmaniose Visceral

As campanhas de controle da LV no Brasil tiveram seu inicio na década de 50. Entretanto,
durante a década de 60, as acdes foram interrompidas e apenas em 1982 o programa foi retomado,
quando a extinta Superintendéncia de Controle de Endemias detectou um aumento do numero de
casos de LV no Brasil. Atualmente, o Ministério da Saude, por intermédio da Fundacdo Nacional
de Saude e de Secretarias Estaduais e Municipais de Saude, realiza o Programa de Controle da

LV centrado nas seguintes medidas: diminuic¢do da densidade populacional do vetor, identificacdo


http://portalpbh.pbh.gov.br/

e eliminacdo dos cédes infectados e identificacdo e tratamento das pessoas doentes (Alves &
Bevilacqua, 2004; Maia-Elkhoury et al., 2008). O Brasil € o Gnico pais endémico para LV que
regularmente conduz um programa epidemiologico e profilatico no combate a doenca (Palatnik-
de-Souza et al., 2001).

Dentre as medidas de controle para a LV, a eliminagdo de cdes infectados ¢ a mais
controversa. O processo de deteccdo de reservatorios infectados, uma vez que envolve questdes
de cunho afetivo por parte de alguns proprietarios que ndo concordam com a perda do seu animal
(Lainson & Rangel, 2005), requer métodos diagndsticos confidveis. Nesse sentido, o cdo assume
uma importancia muito grande para o controle da doenca, pois a eutandsia deste animal ira
envolver a delicada e polémica relacdo homem-céo, criando resisténcia ao combate da LV canina
(Bevilacqua, 1999). Nunes et al. (2010) verificaram que a reducdo da incidéncia de LV humana
estava estatisticamente correlacionada a taxa de eutanasia de cdes infectados, em um estudo
realizado em Aracatuba, Sdo Paulo. Entretanto, 0 mesmo grupo havia relatado anteriormente a
importancia epidemiolégica decorrente da reposicdo de cdes eliminados por parte dos
proprietarios no distrito de Alvorada, Aracatuba, Sdo Paulo. Além da ocorréncia da substitui¢do
de cdes eliminados por outros mais jovens e susceptiveis a doenca, foi relatada também a
substituicdo por caes ja infectados, 0 que sugere a manuten¢do da LVC naquela area (Nunes et al.,
2008).

Estudos realizados por Dietze et al. (1997) em Pancas, Espirito Santo, demonstraram que a
eliminacdo dos cées soropositivos reduziu apenas temporariamente a forca de transmissdo entre
0s cdes, sendo por isto considerada medida insuficiente para o controle da LVC. De acordo com
esse grupo de pesquisadores, entre 0s anos de 1990 e 1994, quase cinco milhdes de cées foram
submetidos a exames soroldgicos e mais de 80.000 animais foram eutanasiados no Brasil; todavia,
a LV humana aumentou em quase 100% no mesmo periodo. Entretanto, Palatnik-de-Sousa et al.
(2001) relataram que a eliminacdo de cédes soropositivos de fato é eficiente para reduzir a
incidéncia de LV. Segundo esses autores, apesar do alto custo e da dificuldade de execucao, as
campanhas de controle da populagdo canina realizadas no Brasil devem ser mantidas, uma vez
que o tratamento de cdes soropositivos é uma intervencdo inviavel, tanto pelo custo proibitivo,
quanto pela sua ineficiéncia. Dessa maneira, observa-se que ainda ndo ha um consenso quanto a

questdo da eutanasia canina no controle da LV (Palatnik-de-Sousa & Day, 2011).



Varios estudos ja foram realizados visando o desenvolvimento de vacinas anti-L\VVC como
método de controle dessa doenca. Dentre esses trabalhos, destaca-se 0 de Mayrink et al. (1996),
no qual cdes foram imunizados com antigeno bruto de L. braziliensis, associado ao BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) como adjuvante, em uma preparacdo conhecida como Leishvacin®. Essa
vacina demonstrou 90% de protecdo contra a infeccdo experimental por promastigotas de L.
infantum, cepa MHOM/BR/72/BH46 (Mayrink et al., 1996). Entretanto, a mesma vacina nédo
apresentou nenhuma diferenca significativa na protecdo se comparada a placebos em teste de
campo realizados no municipio de Montes Claros, Minas Gerais, area endémica para LV (Genaro
etal., 1996).

Atualmente, a vacina Leishmune® encontra-se disponivel para comercializagdo no Brasil.
Esta vacina é composta pelo antigeno complexo glicoprotéico ligante de fucose e manose (FML)
de L. donovani (Palatnik et al., 1989). Embora trabalhos tenham demonstrado eficacia dessa
vacina envolvendo cées em area endémica para LVC (da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al.,
2004) de Amorim et al., (2010) demonstraram que 63% dos grupo de cées vacinados
apresentaram resultados positivos para PCR. A vacina também possui a desvantagem de que cées
imunizados apresentam altos niveis de imunoglobulinas similares aquelas observadas em cées
infectados (Borja-Cabrera et al., 2002; de Amorim et al., 2010). Em estudo recente, Marcondes et
al. (2013) demonstraram que cdes vacinados com Leishmune® apresentam sorologia positiva
para RIFI, ELISA Biomanguinhos e inclusive DPP® até 6 meses ap0s a vacinagdo. Além disso, o
Ministério da Saude ndo autoriza a utilizacdo desta vacina como medida de controle da
leishmaniose visceral no Brasil, por entender que os estudos até agora realizados referem-se
apenas a eficicia vacinal canina e por ndo ter sido estudado o impacto na incidéncia humana,
assim como estudos de custo/efetividade (Ministério da Saude, 2005).

Outra vacina presente no mercado brasileiro é a Leish-Tec®, que utiliza antigeno
especifico de amastigotas: o recombinante A2. Segundo dados publicados por Fernandes et al.
(2008), a vacina induz protecdo parcial em cdes, além de manter negativos 0s exames
soroldgicos dos caes vacinados.

A vacina denominada CaniLeish® possui em sua composicdo antigenos
excretados/secretados, encontrados no sobrenadante da cultura de L. infantum, associados a

saponina. Esse produto encontra-se comercialmente disponivel na Europa desde 2011. Essa



vacina foi capaz de induzir um perfil de citocinas do tipo Thl e reduzir a carga parasitaria in
vitro de macrdfagos infectados de cdes imunizados (Moreno et al., 2012).

Outro importante pilar do controle da LV é diminuicdo da populagdo de vetores
(Ministério da Saude, 2006). Modelos matematicos sugerem que o controle de vetores e a
vacinacgdo canina podem ser mais eficazes se comparado a eutanasia de cées soropositivos (Dye,
1996). Entretanto, De Souza et al. (2008) publicaram um estudo randomizado que comparou trés
medidas: o efeito da aplicacdo de piretroides visando a diminuicdo dos vetores, a aplicacdo de
piretroides associada a eutanasia canina, e nenhuma intervencdo. Apdés dois anos, apesar de ter
sido observada uma incidéncia menor de LV nos grupos submetidos as a¢des de controle, ndo
houve diferencas estatisticamente significantes entre as intervencdes (De Souza et al., 2008).

O tratamento dos casos humanos, apds diagnostico positivo é outra medida de controle da
LV preconizada pelo Ministério da Saude (Ministério da Saude, 2006), visando a diminuicdo da
morbi-mortalidade. Entretanto, as opc¢es de tratamento sdo limitadas. Todos os farmacos
disponiveis devem ser administrados por via parenteral e durante um longo periodo de tempo
(geralmente 20 dias), além de serem potencialmente toxicos. No Brasil, recomenda-se o
tratamento com a dose de 20mg/Kg/dia de antimoniato N-metil glucamina pentavalente por via
endovenosa ou intramuscular por no minimo 20 dias e no maximo 40 dias. (Ministério da Salde,
2006). Segundo Romero & Boelaert (2010), esse protocolo é baseado em evidéncias cientificas
fracas, pois ndo foram realizados nas Américas estudos clinicos controlados e randomizados de
fase 3. Apesar da resisténcia aos antomoniatos ser menos relevante nas Americas se comparado
a India, combinac6es de drogas sdo desejaveis e devem ser melhor estudadas, devido & potencial
diminuigdo da duracdo dos esquemas terapéuticos e também da toxicidade (Romero & Boelaert,
2010).

Considerando que as regides endémicas para LV tém se expandido, e que houve um
aumento  consideravel no numero de casos registrados nos  ultimos  anos
(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/), deduz-se que as medidas de controle da doenca
ndo tém se mostrado eficientes. Os principais fatores relacionados ao insucesso dessas medidas
seriam: a falta de padronizacdo dos métodos de diagnoéstico da infeccdo humana e canina (Gontijo
& Melo, 2004) e a baixa eficiéncia desses métodos (Grimaldi et al., 2012; Faria & Andrade,
2012); a discordancia entre estudos que avaliam o impacto da eliminacdo de cées soropositivos na

prevaléncia da infeccdo humana (Palatnik-de-Sousa et al., 2001; Nunes et al. 2008; Nunes et al.
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2010;) e a escassez de estudos sobre o impacto das acdes de controle dirigidas contra os vetores
(Romero & Boelaert, 2010).

1.3 - Diagnostico da leishmaniose visceral canina

O diagnostico 100% eficaz da LVC ainda é um desafio, apesar dos progressos observados
no desenvolvimento de varios métodos (Maia & Campino, 2008). Atualmente, realizam-se testes
parasitoldgicos, testes soroldgicos e testes moleculares, cada um apresentando 0s seus pontos
positivos, mas também o0s negativos.

O diagnostico clinico da LVC é bastante complexo. Apesar da auséncia de sinais clinicos
patognomonicos, 0s mais observados sao as alteracdes cutaneas, linfadenomegalia, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, onicogrifose e apatia (Maia & Campino, 2008). Esse diagnostico é
relativamente simples de ser realizado em cdes sintomaticos, grupo que nao representa a
totalidade de cées soropositivos (Brandonisio et al., 1992; Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006).
Além disso, a maioria dos sinais observados sdo comuns a outras patologias caninas, como
erlichiose e babesiose (Gomes et al., 2008) e a imunossupressdo causada pela infec¢do pode gerar
infeccbes oportunistas, dificultando ainda mais o diagndéstico clinico (Silva FS, 2007). Dessa
forma, o diagndstico definitivo requer uma associacdo entre o0s parametros clinicos,
epidemioldgicos, parasitologicos e sorolégicos (Palatnik-de-Souza et al., 2001).

Métodos diagnosticos que envolvem a puncdo de 6rgdos sdo bastante invasivos,
entretanto, fornecem a certeza da infeccdo por possibilitarem a visualizagcdo do parasito (De
Almeida et al., 2011).Através desses exames parasitoldgicos, formas amastigotas podem ser
observadas em aspirados diversos, como de linfonodos, medula Gssea ou bidpsia hepatica,
corados com Giemsa, Wright e corante Pandtico (Ministério da Saude, 2006), sendo que 0s
aspirados de medula e linfonodos sdo os mais usados pelos clinicos veterinarios para diagnosticar
a LVC (Silva SM, 2007). A especificidade destes métodos chega a 100%, mas a sensibilidade é
muito varidvel, pois a distribuicdo dos parasitas ndo & homogénea no mesmo tecido.
Sensibilidades mais altas (98%) s&o alcangadas em aspirados de bag¢o (Sundar & Rai, 2002).
Esses métodos, entretanto, podem gerar resultados falso-negativos devido ao baixo nimero de
parasitos contidos na amostra, especialmente em cdes assintomaticos (Gomes et al., 2008). A

colonoscopia em cdes é também uma ferramenta auxiliar no diagnostico pois permite o exame
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macroscopico e a coleta de material para visualizacdo de amastigotas por imuno-histoquimica
(Pinto et al., 2013)

Outros métodos parasitoldgicos consistem na cultura in vitro de fragmentos de tecidos ou
aspirados, e também na inoculagdo em animais de laboratdrio, principalmente hamsters. Em um
estudo conduzido por Madeira et al. (2009), a cultura de fragmentos de pele resultou em 78% de
positividade em cédes sorologicamente positivos Entretanto, juntamente com a analise
histopatoldgica de tecidos infectados, esses métodos carecem de sensibilidade e aplicabilidade em
campo, além de serem bastante invasivos (Herwaldt, 1999).

Tendo em vista que a eliminagdo de cdes infectados é método preconizado pelo Ministério
da Saude como medida de controle da LV, um diagnostico de baixo custo e alta confiabilidade se
faz necessario para a triagem desses reservatorios. Objetivando evitar o uso de métodos invasivos,
o diagnostico passou a ser focado em métodos sorologicos (Gomes et al., 2008). Alem disso, a
resposta humoral na LVC é geralmente muito intensa com altos niveis de imunoglobulinas
especificas (Alvar et al., 2004). Por esse motivo, diversos métodos sorologicos foram
desenvolvidos e sdo bastante utilizados para diagnéstico canino.

Dentre esses meétodos, destaca-se a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Este
teste, que utiliza o parasito integro como antigeno, é bastante Util em estudos epidemiol6gicos
(Alvar et al., 2004). Entretanto, sua aplicacdo requer alto nivel de habilidade, experiéncia e
também equipamento especializado e de alto custo. Além disso, as dilui¢bes seriadas do soro
tornam o teste laborioso para triagem com grande ndmero de amostras (Gradoni, 2002). Este teste
demonstra sensibilidade que varia de 83 a 100% e especificidade aproximada de 80% para
amostras de soro (Harith et al., 1987; Almeida et al., 2005; Lira, 2005).Todavia, 0 método pode
apresentar reacGes cruzadas principalmente com leishmaniose tegumentar e tripanossomiase
americana (Sundar & Rai, 2002; Luciano et al., 2009).

O ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) é bastante utilizado como teste de
triagem para LVC. Essa técnica pode ser aplicada para um grande ndmero de amostras em curto
espaco de tempo, podendo ser adaptada para o uso com diversos antigenos, como antigenos
brutos, sintéticos ou recombinantes (Maia & Campino, 2008). Esse teste comporta inesgotaveis
possibilidades de variagdo. Com a sua introducéo, testes de maior complexidade técnica, como a
reacdo de fixacdo do complemento, cairam em desuso para o diagnostico da LVC (Grimaldi &
Tesh,1993).
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Recentemente, varios antigenos recombinantes de Leishmania tém sido testados como
ferramentas para melhorar o diagnostico da LVC. A proteina k39, membro da familia das
cinesinas, que é bastante conservada entre as espécies viscerotropicas de Leishmania (Burns et al.,
2003), tem sido amplamente avaliada sob a forma recombinante (rK39) como antigeno em
ELISA. Badaré et al. (1996) demonstraram a utilidade do antigeno rK39 no diagnoéstico
soroldgico da LVC através de ELISA, detectando cdes com doenca ativa. Scalone et al. (2002),
trabalhando com cées provenientes de uma area endémica ao sul da Italia, obtiveram 97.1% de
sensibilidade e 98.8% de especificidade. Santarém et al. (2010) obtiveram 75% de sensibilidade.
Entretanto, ao avaliar um grupo de cées assintomaticos, esse percentual caiu para 56.1%.

Segundo Maia & Campino (2008), o uso de antigenos recombinantes de um modo geral
aumenta a especificidade de testes diagnosticos se comparado ao uso de antigenos brutos.
Antigenos brutos forneceriam especificidade de 87%, enquanto os antigenos recombinantes rK26
e A2 forneceriam especificidades de 90 e 96% respectivamente em testes de ELISA realizados em
caes (Porrozzi et al., 2007). Entretanto, dados publicados por Rosario et al. (2005) apresentam
resultados bastante similares para ELISA com antigeno bruto (especificidade de 100%) e os
recombinantes rK26 (especificidade de 96%) e rK39 (especificidade de 100%) em testes com
caes provenientes de Janauba, Minas Gerais. A limitacdo do uso de antigenos brutos consiste na
ocorréncia de reacBes cruzadas com outras doengas que frequentemente ocorrem em &reas
endémicas para LVC, o que levou a sugestdo de que a associacdo desses antigenos com outros
recombinantes é uma estratégia interessante a ser utilizada em programas de controle da doenca
para melhorar o desempenho global do ensaio (Rosario et al., 2005).

Desse modo, o desempenho do teste de ELISA no diagnostico da LVC esta relacionado
ndo s6 com o tipo de antigeno utilizado, mas também com o estado clinico do cdo em teste.
Carvalho et al. (2002) relataram bons resultados utilizando o antigeno recombinante A2 com
soros de cdes sintomaticos, e também registraram que a ocorréncia de reacdo cruzada com outras
patologias (erlichiose e tripanossomiase americana) foi insignificante. Mettler et al. (2005)
demonstraram 58% de sensibilidade em cées assintomaticos e 96,7% em sintomaticos, utilizando
0 antigeno rK39, enquanto com o antigeno soltvel de promastigotas ndo houve diferenca entre
sintomaticos e assintomaticos (sensibilidades de 100% em ambos 0s grupos), assim como no teste

em que foi utilizado o antigeno soltvel de amastigotas.
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A imunocromatografia como teste diagndstico possui varios pontos positivos, como a
rapidez com que o resultado é indicado, a facilidade de uso e a aplicabilidade em campo
(Gradoni, 2002). Para o diagnostico da LVC, o antigeno rK39 imobilizado em tiras
imunocromatograficas foi avaliado por Da Costa et al. (2003), em Minas Gerais, fornecendo
sensibilidade entre 94 e 96% e especificidade de 100%, em teste realizado em 50 amostras de
soro. Foram observados bons resultados também em ensaios realizados com 104 amostras de
soro, que foram testadas com o mesmo antigeno rkK39, em outro estudo. Foram obtidos valores de
91,5% de sensibilidade e 94,7% de especificidade (De Lima et al., 2010).0 teste DPP®,
produzido pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos Biomanguinhos, € um bom exemplo
de teste imunocromatogréafico. Ele retne dois antigenos recombinantes (rK39 e rK26)
imobilizados em uma plataforma cromatografica. Esse teste apresentou elevada sensibilidade
apenas para cdes sintomaticos (98%), pois em assintomaticos ela foi de 47% (Grimaldi et al.,
2012). Alves et al. (2012) obtiveram valores de sensibilidade de 97,5% em um grupo de cées sem
status clinico definido, mas com infec¢do comprovada através de isolamento em cultura.

Existem também outros métodos utilizados no diagnostico da LVC. Destaca-se 0 DAT
(Direct agglutination test), que consiste no uso de promastigotas integras em suspensao como
antigeno. Por se tratar de um método barato e simples de ser executado, é bastante aplicavel em
campo. Mohebali et al. (2004) obtiveram sensibilidade e especificidade de 70,9 e 84,9%,
respectivamente, em testes realizados em cdes no Ird. Entretanto, o periodo de incubacdo de 18
horas e a necessidade de se fazer dilui¢cBes seriadas tornam o método laborioso. O método FAST
(fast agglutination screening test) é bastante parecido com o DAT, diferindo apenas pela maior
concentracdo de parasitas e um menor volume de reagdo. Por esse motivo, apds uma Unica
diluicdo do soro, o resultado pode ser acessado apds 3 horas (Maia & Campino, 2008). Utilizando
esse método, Schallig et al. (2002) obtiveram sensibilidade e especificidade de 93,6 e 89%
respectivamente, em soros caninos obtidos de diferentes paises, dentre eles, Brasil e Turquia.

O diagndstico molecular, realizado sobretudo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), baseia-se na amplificagdo de uma sequéncia conhecida de oligonucleotideos especificos
do patdgeno. Este teste apresenta como vantagem a possibilidade de ser realizado em grande
variedade de materiais clinicos, como sangue, aspirados de medula ou linfonodos, bidpsias de
pele, urina, swab de mucosas, dentre outros (Alvar et al., 2004; Ferreira et al., 2013). Estudos

avaliando PCR de diferentes tecidos de cdes infectados mostraram resultados variaveis e
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conflitantes com relagdo a sensibilidade (Baneth & Aroch, 2008). Isso pode ser explicado em
parte devido a distribuicdo heterogénea dos parasitos em cada tecido, devido ao tropismo da cepa
de Leishmania e também devido a resposta imune local (Maia & Campino, 2008). Além disso, a
eficacia de um teste de PCR depende de diferentes fatores, tais como os primers utilizados, o
namero de parasitos existentes na amostra, 0 método de extracdo do DNA e o protocolo de PCR
seguido (Alvar et al., 2004; Baneth & Aroch, 2008).

O método de PCR em tempo real também pode ser utilizado para diagnostico da LVC. A
vantagem apresentada por esse método consiste no monitoramento continuo da amplificacdo do
DNA do parasito, 0 que permite a quantificacdo parasitaria em diferentes amostras (Maia &
Campino, 2008). Essa técnica permite a quantificacdo do parasito desde um nimero minimo de
0,03 parasitos por reacdo, o que corresponde a aproximadamente 2fg de DNA (Galletti et al.,
2011). Quaresma et al. (2009), em um estudo realizado com 217 cdes com sorologia positiva,
observaram que a carga parasitaria ndo apresentava diferenca significativa entre animais
sintométicos e assintomaticos. Além disso, foi determinado que a carga parasitaria obtida de
amostras de medula dssea foi mais elevada que aquela obtida de amostras de sangue periférico.

Apesar da grande variedade de métodos diagndsticos disponiveis, 0s testes sorologicos
DPP® e ELISA sdo os recomendados pelo Ministério da Saude para a avaliacdo da
soroprevaléncia em inquéritos caninos. O teste de DPP® é recomendado para a triagem de cdes e
0 ELISA, para a confirmacao dos caes reagentes (Secretaria de Estado da Saude, 2012).

De acordo com a pratica realizada no Brasil, em que resultados positivos em testes
soroldgicos sdo suficientes para justificar a eutanasia de caes, falhas nesses resultados podem
causar a eliminacdo de um namero desconhecido de animais ndo infectados, e por outro lado, ndo
detectar casos positivos (Moreno & Alvar, 2002; Pinheiro et al., 2009). Assim, apesar da grande
variedade de métodos disponiveis para diagnostico canino, ainda ndo se dispée de um método

ideal, que seja simultaneamente bastante sensivel, especifico e de facil execucao.

1.4 - Novos antigenos para diagnoéstico da Leishmaniose Visceral Canina

Nos ultimos anos, um ndmero crescente de antigenos de Leishmania tem sido
caracterizado, com o objetivo de constituirem novos candidatos para diagnéstico da LVC.
Candido et al. (2008) investigaram o antigeno purificado FML, uma proteina de 36 kDa presente

em todas as formas do ciclo de vida da Leishmania e verificaram alta sensibilidade (90%) ao

13



detectar cées oligossintomaticos, além de especificidade também elevada (93,3%). Pinheiro et al.
(2009) investigaram o desempenho da cisteina proteinase recombinante, indicando o0 uso
potencial desse antigeno para o diagnéstico da LVC. Estudos de Coelho et al. (2009) sobre LRPs
(Leishmania species ribosomal proteins) demonstraram elevada sensibilidade desses antigenos
em cdes oligossintomaticos e assintomaticos. Santarém et al. (2010), utilizando a proteina
recombinante triparedoxina peroxidase citosolica em ELISA, obteve um teste de elevada
sensibilidade para soros de caes assintomaticos. Enquanto o ELISA utilizando o antigeno rK39
apresentou 56,1% de sensibilidade, o ELISA com a triparedoxina apresentou 77,2%.

Observa-se entdo que uma das alternativas que vem sendo utilizada por diferentes
pesquisadores como metodologia de producdo de antigenos a serem testados em
imunodiagndstico € a producao de proteinas recombinantes, inclusive proteinas quiméricas. Essas
quimeras consistem na juncdo de diferentes fragmentos peptidicos, originando uma proteina
artificialmente construida. Dessa maneira, proteinas quiméricas sdo capazes de expressar
diferentes determinantes antigénicos, o que ja foi proposto ser responsavel por aumentar a
sensibilidade de testes diagndsticos (Aguirre et al., 2006; Boarino et al., 2005). Essa abordagem
vem sendo utilizada para producao de antigenos a serem empregados no diagnostico de diferentes
patologias, como maléria (Garcia et al., 2013), toxoplasmose (Dai et al.,2012), tuberculose
(Cheng et al., 2011), doenga de Chagas (Camussone et al., 2009), dengue (Tripathi et al., 2007),
doencga de Lyme (Gomes-Solecki et al., 2000), dentre outras.

Considerando as variadas aplicacdes descritas de proteinas quiméricas em diagndstico,
observa-se que elas constituem excelentes antigenos a serem utilizados em uma diversidade de
ensaios, dentre eles, o ELISA. Para diagndstico das leishmanioses, existem poucos registros da
investigacdo sobre proteinas quiméricas. Soto et al. (1998) construiram uma quimera composta
pelas proteinas ribossomais LP2a, LP2b, LiPO e pela histona H2A. A sensibilidade variou entre
79% e 93% e a especificidade entre 96% e 100%, em ELISA. Boarino et al. (2005) reuniram
epitopos das proteinas imunogénicas K39, K9 e K26 numa Unica proteina quimérica. A
sensibilidade obtida foi de 96%, enquanto a especificidade foi de 99%.

Para a selecdo de antigenos para imunodiagnostico, a abordagem mais tradicional é o uso
de western blotting (Sevinc et al., 2013; Wawegama et al., 2013; Coelho et al., 2009); no entanto,
0 desenvolvimento da bioinformatica tem contribuido com ferramentas que séo utilizadas para

mapeamento de epitopos em bancos de dados de genoma e de proteoma, permitindo a sele¢do de
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antigenos in silico. Apos a selecdo, € necessaria a validacdo da antigenicidade dos epitopos que
pode ser feita com metodologias high-throughput, ou seja, centenas de antigenos sdo testados
simultaneamente em curto espaco de tempo. A associacdo de bioinforméatica com tecnologias de
DNA recombinante sdo ferramentas importantes para selecdo e teste de novas moléculas que

podem contribuir para o0 avan¢o no imunodiagnoéstico de varias doengas, como a leishmaniose.

1.5-Resposta imune anti-Leishmania infantum

Devido ao dificil controle da LVC, varios grupos de pesquisa tém conduzido trabalhos
visando o desenvolvimento de antigenos capazes de induzir imunidade protetora contra a doenca.
N&o obstante, o desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose é uma das metas da
Organizacdo Mundial de Saude (http://www.who.int/tdr/diseases/default.html).

Para um melhor entendimento dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na infeccdo por
Leishmania, tém sido utilizados modelos de infec¢des experimentais com diferentes linhagens de
camundongos. Quando esses animais da linhagem C57BL/6 sdo infectados com L. major, eles sdo
capazes de controlar a infeccdo, sendo esse perfil de resisténcia associado ao desenvolvimento de
uma resposta do tipo Thl (Louis et al., 1998). Nessa resposta, a producdo da citocina IFN-y
desempenha importante papel, induzindo a sintese de éxido nitrico e, dessa maneira, eliminando o
parasito dos macrofagos (Trinchieri et al., 1993). Entretanto, camundongos susceptiveis da
linhagem BALB/c, quando infectados por L. major, apresentam doenca progressiva e
visceralizante, sendo essa susceptibilidade associada ao perfil de citocinas do tipo Th2 (Scott &
Scharton, 1994; Louis et al.,, 1998). Nessa situacdo, as citocinas IL-4 e IL-10 tém agdo
moduladora, inibindo os efeitos protetores de citocinas da resposta do tipo 1 como IFN-y
(Miralles et al.,1994). Esses sdo trabalhos classicos que iniciaram a paradigma Th1/Th2 na
resposta a leishmaniose, mas sabemos que ele ndo pode ser estendido as diferentes espécies de
Leishmania nos diferentes modelos de infecgéo.

O modelo murino vem sendo amplamente utilizado em estudos sobre a resposta imune
anti-Leishmania devido ao facil manejo, baixo custo, curto tempo de experimentacdo e grande
disponibilidade de reagentes (Garg & Dube, 2006). Neste contexto, este modelo é bastante util na

triagem de candidatos vacinais, ja que a utilizacdo do cdo como modelo apresenta dificuldades
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devido ao elevado custo de manutengdo, a pouca disponibilidade de reagentes e ao longo periodo
de experimentacado (Reis et al., 2010).

Sobre a resposta imune humoral em LV no modelo murino, diferentes estudos mostram
que a presenca de linfécitos B e de anticorpos contribuem para a morbidade da doenca, através da
producéo de IL-10 e de imunoglobulinas das classes 1gG e IgM (Deak et al., 2010; Ronet et al.,
2010). Alguns autores associam a presenca de determinado subtipos de IgG aos perfis de resposta
do tipo 1 ou 2, visando determinar marcadores sorologicos de protecdo ou progressdo da doenca.
Assim, Alexander & Brombacher (2012) sugerem que a resposta do tipo 1 esta correlacionada
com a producéo de 1gG2a e 1gG2b e que a presenga de IgE e IgG1 esta ligada a uma resposta tipo
2.

Em comparacdo ao modelo murino, o conhecimento dos mecanismos envolvidos na
resposta imune em cées ainda é limitado. Entretanto, sabe-se que a divisao de respostas Thl e Th2
nédo é tdo clara, com a presenca simultanea de IFN-y e IL-10 (Chamizo et al., 2005; Lage et al.,
2007). Além disso, a citocina IL-4 parece estar relacionada a susceptibilidade na LVC.
Corroborando essa hipdtese, Quinnell et al. (2001) avaliaram o perfil de citocinas em aspirado de
medula 6ssea de caes naturalmente infectados por L. chagasi e observaram que cées sintomaticos
apresentavam maiores niveis de IL-4.

Segundo Gradoni (2001), um candidato em potencial para uma vacina contra leishmaniose
visceral canina deve favorecer o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl, pois a
resisténcia do hospedeiro esta associada com esse padrdo de diferenciacdo, com secre¢do de um
padrdo de citocinas especificas, entre elas, IFN-y.

Atualmente, vérias abordagens tem sido utilizadas para o desenvolvimento de vacinas
anti-L. infantum. Utilizando antigenos brutos, a vacina denominada LBSap, que é composta por L.
braziliensis associada a saponina, tem sido bastante estudada. Apds o desafio experimental por L.
chagasi, os cées vacinados apresentaram um perfil de ativagdo linfocitaria relacionada ao fenétipo
de resisténcia, com aumento da expressdo de IFN-y e reducdo de 54% no parasitismo esplénico
(Roatt et al., 2012). Utilizando a abordagem das proteinas recombinantes, Martins et al. (2013)
obtiveram bons resultados com uma proteina hipotética de L. infantum que, ao ser utilizada como
imunogeno, induziu o desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl em camundongos.
Utilizando uma vacina viva com a espécie ndo patogénica L. tarentolae como vetor de antigenos

de Leishmania, Saljoughian et al. (2013) obtiveram bons resultados em camundongos ap06s
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desafio com L. infantum. Foram observados elevados niveis de IFN-y e baixos niveis de IL-10.
Sob a abordagem das vacinas de DNA, Aguilar-Be et al. (2005) induziram uma resposta protetora
em camundongos BALB/c ao imuniza-los com vacina de DNA que codifica uma hidrolase de 36
kDa. Houve alta producédo de IFN-y ap6s desafio com L. infantum, além da reducdo da carga
parasitaria em 79%.

Sobre a abordagem vacinal utilizando proteinas quiméricas, pouco se encontra na
literatura. Molano et al. (2003) obtiveram bons resultados ao testar uma proteina quimérica
resultante dos fragmentos de 4 proteinas de Leishmania, associada ao BCG. Testada em cées, essa
vacina conferiu protecdo de 90% contra infeccdo experimental com L. infantum. Poot et al.
(2009) testaram a mesma proteina quimérica citada anteriormente, mas com outros 4 adjuvantes
substituindo o BCG. A protecdo contra infeccdo ndo foi obtida em nenhum esquema vacinal,
levando a crer que o BCG, que é uma adjuvante ndo recomendado para uso canino, tenha sido
responsavel pela protecdo observada por Molano et al. (2003). Entretanto, Carcelén et al. (2009)
estabeleceram o efeito protetor da vacinacdo com a proteina quimérica em questdo, na auséncia
de adjuvantes, em dose Unica.

Dessa forma, observa-se que 0s antigenos mais promissores para testes de vacinacdo na
infecgdo por L. infantum demonstram ser aqueles que induzem mais fortemente uma resposta
Thl, que apesar de ndo ser exclusiva, € muito importante na resisténcia a infeccdo em diferentes
modelos experimentais. O teste de ativacdo da resposta celular e o padrdo de citocinas
estimuladas é um importante ponto de inicio para avaliacdo de antigenos potenciais candidatos a
testes de vacinacgéo.
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2—- JUSTIFICATIVA

Os avancos na area de quimica de proteinas revolucionaram o campo de desenvolvimento
de testes diagnosticos e de vacinas. O uso das novas tecnologias de construcdo de genes sintéticos
e de producdo de proteinas recombinantes quiméricas facilita a producdo e a caracterizacao
protéica e ainda permite a producdo de grandes quantidades de antigenos em laboratorio.

Durante os ultimos anos, nosso grupo vem desenvolvendo um estudo protedmico de L.
infantum (cepa MCAN/BR/2000/BH400) para a identificacdo de novos antigenos com uso
potencial em diagndstico e vacina para LVC. Inicialmente, foi realizado western blotting
utilizando extrato protéico de promastigotas fracionadas por eletroforese bidimensional, além de
soros de cées infectados e ndo infectados por L. infantum. Apds a analise, excluindo as proteinas
reconhecidas de forma inespecifica por soro de cdes ndo infectados, aquelas reconhecidas
somente por cées infectados foram retiradas do gel, analisadas por espectrometria de massa e
identificadas (Costa et al., 2011). Isso gerou uma lista com mais de 40 proteinas, que foram
analisadas in silico para predicdao de epitopos para células B. Desse modo, 360 peptideos foram
identificados e avaliados em imunoensaios com membranas de celulose. Os dez melhores
epitopos foram sintetizados e testados em ELISA para diagnéstico canino. Esses peptideos,
provenientes de 9 diferentes proteinas de L. infantum, foram descritos pelo nosso grupo como
promissores antigenos no diagnostico da LVC (Faria et al., 2011). A mistura dos peptideos em
uma unica solucdo também forneceu bons resultados, conforme publicado no mesmo trabalho.
Isso nos encorajou a desenvolver uma proteina recombinante quimérica, reunindo todos esses
dez peptideos em um mesmo gene.

Paralelamente, houve o interesse de produzir uma segunda proteina recombinante
quimérica a partir de outros peptideos também descritos pelo nosso grupo. Esses peptideos
apresentavam duas caracteristicas investigadas em andlises in silico (computacionais) em
programas para predicdo de epitopos para células T: a) alta probabilidade de serem apresentados
para MHC classe | e b) possibilidade de serem apresentados simultaneamente a diversos
haplétipos de MHC (Costa et al., 2011). Os vinte peptideos que se encaixavam nessas
prerrogativas com maior score foram reunidos em um anico gene no presente trabalho. O gene
resultante da unido dos 20 peptideos investigados por Costa et al. (2011), aqui denominado PQZ20,

foi também submetido a predicdo in silico de epitopos para células B. Interessantemente, a PQ20
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demonstrou possuir também diversos epitopos potencialmente antigénicos: 52% da estrutura é
composta por epitopos de células B com score acima de 0,8 [dados ndo publicados]. Isso nos
encorajou a realizar a validacdo da predicdo in silico no presente trabalho, testando ambas as
proteinas em imunodiagnostico da LVC e também caracterizando esses antigenos quanto a
inducéo de resposta humoral e celular.

Tendo em vista todas as informagdes referentes a escassez de testes diagnosticos 100%
eficientes para LVC e também a necessidade de vacinas comprovadamente eficazes e que nédo
induzam a virada soroldgica, torna-se necessaria a busca por novos alvos diagnosticos e vacinais.
Além disso, a deteccdo de cdes assintomaticos e também daqueles que se encontram na fase
inicial da infecgdo representam um importante elo da cadeia epidemioldgica da LV (Costa et al.,
2013b). Desse modo, a utilizacdo de técnicas que permitem a producdo de quimeras
recombinantes mostra-se um caminho viavel a ser explorado para obter antigenos com esses
intuitos. E de extrema relevancia o desenvolvimento de testes utilizando antigenos alternativos
com elevadas especificidade e sensibilidade, capazes de fornecer um diagndéstico mais confiavel,
que possibilite identificar corretamente cédes infectados. Além disso, em adicdo ao potencial
diagnostico desses antigenos, pode haver associacdo de resposta protetora, 0 que 0s torna
potenciais candidatos vacinais (Coelho et al., 2012). Dessa forma, o desenvolvimento de novos

antigenos objetiva contribuir para o controle da leishmaniose visceral.
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3—-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Produzir e avaliar duas proteinas quiméricas quanto a imunogenicidade e uso em

imunodiagndstico para leishmaniose visceral canina.

3.2 - Objetivos especificos

- Produzir duas proteinas quiméricas através da técnica do DNA recombinante;

- Padronizar e validar o ELISA com as proteinas quiméricas para o diagnostico da LVC,;

- Avaliar a capacidade das proteinas quiméricas em detectar o inicio da infec¢éo por L. infantum

em caes;

- Avaliar o estimulo da resposta imune humoral e identificar quais os peptideos, que compdem as
proteinas, contribuem para a produgédo de anticorpos;

- Avaliar o estimulo da resposta imune celular em cdes naturalmente infectados e em

camundongos BALB/c imunizados.
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4 - MATERIAIS E METODOS
4.1 - PRODUCAO DAS PROTEINAS QUIMERICAS

A partir de duas publica¢es do nosso grupo de pesquisa, Costa et al. (2011) e Faria et al.
(2011), foram idealizadas duas proteinas quiméricas reunindo os diferentes peptideos descritos
pelos trabalhos supracitados. Essas proteinas foram construidas pelo intermédio de genes

sintéticos.

4.1.1) DESENHO DOS GENES SINTETICOS

A unido da sequéncia dos dez peptideos publicados por Faria et al. (2011) e também a
unido dos vinte peptideos publicados por Costa et al. (2011) resultou na construcdo de dois genes
quiméricos, denominados PQ10 e PQ20. Essa nomenclatura foi derivada do niumero de peptideos
que compde as proteinas quiméricas, aqui abreviadas como PQ. Em ambas as estruturas foram
inseridos os aminoacidos glicina e serina, alternadamente, para atuarem como ligantes entre 0s
peptideos. Essa ligacdo confere flexibilidade as estruturas, conforme descrito por Dipti et al.
(2006). Foram também inseridos na sequéncia artificial, codons de inicio e de parada, e também
uma cauda de histidina, com 6 residuos desse aminoécido. Sitio de restricdo para as enzimas
Ndel e Notl foram incluidos, para facilitar a posterior clivagem desse gene.

Apds a montagem in silico da estrutura artificial desses genes, foi realizada a otimizagdo
de cddons através do site http://gcua.schoedl.de. Esse processo, também realizado in silico, visou
adequar as trincas de nucleotideos para as sequéncias preferencialmente empregadas na traducao

de Escherichia coli, organismo em que os genes foram inseridos.

4.1.2) CLONAGEM

Os genes quiméricos foram produzidos industrialmente (GenScript™), no plasmideo
pUC57 (Anexo 9.1) cujo gene de resisténcia é referente a ampicilina. Esse plasmideo foi inserido
em Escherichia coli, cepa DH5a termocompetente. Apods a clonagem e a semeadura em meio

LB [Triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%] com ampicilina (Gibco™), foi feita a
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extracdo do plasmideo com o kit Qiagen Plasmid Mini. Devido aos sitios de restricdo que foram
inseridos nas extremidades do gene sintético, referentes as enzimas Ndel e Notl, foi possivel
realizar a digestdo do plasmideo extraido, a 37° C por 16-18h. Apds a verificagao, sob luz UV,
das bandas especificas dos genes quiméricos em gel de agarose a 1% [120 g de agarose, 120 mL
de TBE (10,8 g/L Tris base, 5,5 g/L acido bérico, 4,0 mL/L EDTA 0,5 M pH8,0 e 4gua gsp 1L) e
6 uL de brometo de etidio a 10 mg/mL], foi realizada a excisdo das bandas e a sua purificacéo
pelo kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo instrucdes do
fabricante.

Foi realizada, posteriormente, a inser¢do dos genes quimericos purificados em outro
plasmideo (pET9a24a — Anexo 9.1) através da reacdo com a enzima ligase, realizada a 4° C por
16-18h. Esse plasmideo possui gene de resisténcia a kanamicina e € adequado para expressao
protéica. Apos a ligacdo do gene quimérico ao plasmideo, o produto foi inserido em E. coli
DH5a termocompetente, através de nova transformagao.

Ap0os plaqueamento em meio LB com kanamicina (Sigma-Aldrich®), a identificacdo dos
clones que continham o gene quimérico foi realizada através de reacdo de PCR de col6nia.
Utilizando primers especificos para sequéncias contiguas ao sitio de clonagem do plasmideo
pET9a24a (5’- GTGGCGCCGGTGATGCCGGC - 3’ e 5’- GCGGTGGCAGCAGCCAACTC -
3”), foi realizada a amplificacdo, que confirmou quais colénias incorporaram adequadamente o
vetor.

As col6nias positivas foram entdo isoladas e tiveram os plasmideos extraidos pelo kit
Qiagen Plasmid Mini. Ap6s o sequenciamento das amostras, foi realizada a transformagéo dos

plasmideos em E. coli termocompetente, pertencente a cepa C41, que é adequada a expressao.
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4.1.3) EXPRESSAO E PURIFICACAQ

Inicialmente, foi necessario verificar se as proteinas expressas iriam se localizar na fase
soltvel ou insoltvel da cultura bacteriana. As coldnias foram colocadas para crescer em 25 mL
de meio LB com kanamicina (Sigma-Aldrich®), a 37° C, sob agitacdo. Apos o alcance da
densidade dptica ideal (entre 0,6 e 1,0), foi realizada a indu¢do com IPTG (concentragéo final de
0,4 mM). Apos 4 horas de inducdo a 37° C, sob agitacdo, a expressao das proteinas codificadas
pelos genes sintéticos foi interrompida, retirando-se as culturas do agitador aquecido.

As fragdes sollveis e insollveis da cultura bacteriana foram separadas por centrifugacao
a 3000 rpm por 30 minutos a 4°C e foram posteriormente analisadas em gel de poliacrilamida a
12% [gel principal: Acrilamida-Bisacrilamida 30%, Tris 1,5M, SDS 10%, APS 10%, TEMED
0,1%; gel stack: Acrilamida-Bisacrilamida 30%, Tris 0,5M, SDS 10%, APS 10%, TEMED
0,1%]. Nesse gel, corado posteriormente por Coomassie segundo Neuhoff et al. (2005), foram
avaliadas amostras das fragdes solUveis e insollveis.

A expressao em larga escala foi realizada em 500mL de meio LB com kanamicina, a 37°
C, sob agitacdo. Apos o alcance da densidade dptica ideal (entre 0,6 e 1,0), foi acrescentado o
IPTG (concentracdo final de 0,4 mM) e a inducéo foi realizada por 4h, a 37° C, sob agitacdo. A
amostra foi centrifugada a 3000 rpm, por 30 minutos, a 4°C e o sedimento foi separado. Esse
sedimento foi posteriormente ressuspendido em tampéo de lise [SOmMTris-HCI, 1mM EDTA,
50mM NacCl] para ser lisado mecanicamente no homogeneizador EmulsiFlex™ C3, utilizando
picos de pressdo entre 15000 e 20000 psi. Ap6s 5 ciclos de lise, a amostra foi coletada do
homogeneizador. Posteriormente, ela foi centrifugada a 14000 rpm, por 20 min, a 4° C e 0
sedimento foi lavado em tampéo de lavagem [100mM fosfato de sédio, 0,5M NaCl, 1mM (-
mercaptoetanol, 0,5% Triton X-100] e centrifugado nas mesmas condi¢es. O novo sedimento
foi solubilizado em tampédo de solubilizacdo [20mM fosfato de sdédio, 0,5M NaCl, 10 mM
imidazol, 8M uréia, 1mM B-mercaptoetanol], incubado a temperatura ambiente por 10 horas, e
centrifugado a 12000 rpm, por 30 min, a 4° C. O sobrenadante foi coletado para posterior
purificacéo.

A purificacdo das proteinas quiméricas (PQ10 e PQ20) foi realizada utilizando a
cromatografia liquida de alta performance, através de coluna de troca ibnica, o que sO foi

possivel devido a cauda de histidina inserida no gene sintético. Foi utilizada a coluna de
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sepharose-niquel HisTrap™ acoplada ao cromatografo AKTA™ Prime Plus (GE Healthcare).
Para a eluicdo da amostra, foram utilizados os tampes de ligacdo [20mM fosfato de sddio;
0,5M de NaCl; 8M de uréia;e 1mM de - mercaptoetanol] e de eluigdo [20mM fosfato de sodio;
0,5M de NaCl; 0,5M de imidazol; 8M de uréia; ImM de - mercaptoetanol].

Todas as etapas descritas para a obtencdo das proteinas purificadas, desde a clonagem,
foram representadas no fluxograma da Figura 1.

Aliquotas das proteinas purificadas (10 ug) foram aplicadas em gel de poliacrilamida a
12% [composicdo igual & ja descrita nesse mesmo item], que foi transferido para uma membrana
de nitrocelulose (Amersham Hybond™, poro 0,2um — GE healthcare) a 30V, por 50 min, em
tampéo de transferéncia [Tris 0,3%, Glicina 1,4%, metanol 20%]. Foi realizado western blotting
utilizando o kit Western Breeze™ Chromogenic Western Blot Immunodetection (Life™),
seguindo instrucdes do fabricante, para confirmacdo da expressdo das proteinas. Brevemente, a
membrana foi bloqueada por 1h com a solucdo de bloqueio fornecida. Apds duas lavagens com a
solucdo de lavagem fornecida, a membrana foi incubada por 1 h com o anticorpo de camundongo
anti-cauda de histidina, diluido em solucdo de bloqueio a 1:2000. Apos 3 lavagens, foi realizada
a incubacdo com o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina, pronto
para uso, fornecido pelo kit. Apés 3 lavagens, a revelacdo foi realizada com o substrato
cromogénico fornecido (solucdo de NBT/BCIP pronta para uso). Apds 20 minutos, a membrana
foi lavada com agua.

As proteinas purificadas pelo cromatografo foram coletadas em tampéo de elui¢do (0,5M
de NaCl, 0,5M de imidazol, 8M de uréia e 1mM de B- mercaptoetanol), cujos sais deveriam ser
eliminados da amostra. A amostra foi, portanto, colocada dentro de membrana de dialise com
poro de 12400 Da (Sigma-Aldrich®). No primeiro dia, as membranas foram colocadas em agua
Milli-Q, efetuando a troca dessa agua apos 4 horas. No final do dia, a 4gua foi trocada por PBS
0,15M [KH,PO, 0,2g; Na,HPO, 5,0g; NaCl 4,2g; H,O gsp 500 mL], que foi deixado de 16-18h
em contato com a membrana. No segundo dia, o PBS foi trocado e deixado em contato com a
membrana por 8 h. As amostras foram, entdo, liofilizadas em aparelho Liotop, modelo K105, por
24h.

24



OGO _® @e e
@@®@ @®®@
®0g @0 g

| 10 peptideos (Fariaetal. 2011) | | 20 peptideos (Costa etal 2011) |
. .
OO - EECO-@O-EEOEO-@WCO@
| Construgéo de gene sintético } { Construgéo de gene sintético J
| PASSOS COMUNS |
v
C % & D
\ N\t //
Transformagédo
E.coliDH5a

&
X -~
@ ‘-:J:‘ :l
/
= g
Ligacdo com plasmideo
de expressao

L

Transformacédo
E.coliC41

1

Clonagem, inducéo
e expressao

L

| Purificacdo das proteinas quiméricas |

Figura 1: Fluxograma da producao das proteinas quiméricas

25



4.2 - ELISA

4.2.1)PADRONIZACAO DA TECNICA

Inicialmente, foram testadas as melhores condi¢cbes do antigeno (dialisado ou néo
dialisado) bem como o melhor diluente utilizado para a sensibilizacdo das placas. Para isso,
placas das marcas BD Falcon® e Eppendorf® foram sensibilizadas com as proteinas quiméricas
diluidas em PBS pH 7,4 [NaCl 8g; KCI 0,2g; Na,HPO, 1,4g; KH,PO, 0,2g; H,O qsp 1L] e
também diluidas em tampéao bicarbonato pH 9,6 [Na,CO;3 1,5g; NaHCO;3; 2,9g; H,O gsp 1L] na
concentracédo de 2,0 ug/mL. A sensibilizacdo das placas ocorreu por 16-18 horas, a 37° C (quando
era usado PBS) e a 4° C (quando era usado tampéao bicarbonato).

Posteriormente, foram otimizadas as melhores concentragbes do antigeno e também de
soros e conjugados para a realizagdo do imunoensaio. Foram feitas sensibiliza¢Ges das placas com
as concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 ug/mL. Essas placas foram incubadas com pools de soros de
caes infectados por L. infantum e ndo infectados, em diferentes dilui¢bes (1/40, 1/100, 1/200,
1/400). A ligagdo dos anticorpos foi detectada usando anti-lgG canino marcado com peroxidase
(Sigma-Aldrich®) em diferentes dilui¢bes (1/500, 1/1000, 1/2000, 1/2500, 1/5000).

Em todos os ensaios, foi realizado o bloqueio com solugdo de PBS com 5% de leite em pd
desnatado e 0,5% de Tween 20, por 1 hora a 37° C. Soros e conjugados foram diluidos em PBS
pH 7,4 acrescido de 0,5% de leite em p6 desnatado e 0,5% de Tween 20, com incubagéo por 1
hora, a 37° C. As lavagens, ap0s cada etapa de incubacdo, foram realizadas 3 vezes com solucéo
de lavagem (PBS pH 7,4 e 0,05% de Tween 20) e as placas secas por inversdo em papel
absorvente. Posteriormente a adicdo de solucdo cromogena, obtida pela solubilizacdo de tabletes
contendo OPD e peroxido de hidrogénio (SIGMAFAST® OPD TABLETS, Sigma-Aldrich®), foi
realizada a incubacgédo das placas por 30 minutos, no escuro, fazendo-se a interrupgéo da reacéo
com o acréscimo de solugdo de &cido sulfdrico a 4N. Em seguida, foi feita a leitura em

espectrofotdbmetro em 492nm (MultiskanGo™ ThermoScientific).

4.2.2 ) TESTES INICIAIS
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Os ensaios subsequentes foram realizados com as melhores condi¢Ges obtidas na
padronizacao.

Um pequeno painel de amostras foi testado inicialmente. Esse painel foi composto por 9
amostras de soro de cdes ndo infectados por Leishmania infantum, provenientes de Belo
Horizonte, com resultados negativos para ELISA com antigeno bruto, RIFI e PCR. Também
foram testadas 98 amostras com resultados positivos para ELISA com antigeno bruto e RIFI,
também provenientes de Belo Horizonte.

Além disso, foram realizados testes em paralelo com as proteinas quiméricas, DPP® e
ELISA Biomanguinhos para comparagdo dos resultados. Nesse ensaio, foram utilizados 9
amostras de soro de cdes néo infectados por Leishmania infantum, com resultados negativos para
ELISA com antigeno bruto, RIFI e PCR. Também foram testadas 10 amostras provenientes de
caes naturalmente infectados (positivos em RIFI e PCR) e assintomaticos, além de 33 amostras de

caes naturalmente infectados (positivos em RIFI e PCR), mas sem status clinico definido.

4.2.3)VALIDACAO DOS ANTIGENOS

O célculo do ndmero minimo de amostras foi realizado com o auxilio do programa
OpenEpi, versédo 3.01 (www.openepi.com), considerando os resultados obtidos nos ensaios
preliminares com o0s antigenos propostos. Consideramos a sensibilidade de 91,8% e a
especificidade de 88,8% dos antigenos. Assim, foram usados 0s seguintes parametros para

determinar a quantidade de soros positivos e negativos para validacao:

(i) Sensibilidade esperada de 91.8%
Erro a=5%

Precisdo na estimativa= 5%
Amostra: 122 cées positivos

(i) Especificidade = 88,8%

Erro a=5%

Precisdo na estimativa= 5%

Amostra: 131 cdes negativos
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O ELISA foi validado em ensaio multicéntrico utilizando um amplo painel de amostras
caninas. Todos os soros testados possuiam dupla sorologia concordante (RIFI e ELISA com
antigeno bruto) para comprovar o diagnostico do cdo. Entretanto, além da dupla sorologia,

alguns subgrupos possuiam outro teste confirmatdrio concordante, conforme descrito abaixo:

Soros caninos negativos (h=131)

Subgrupo N1: Possuiam a dupla sorologia negativa e eram provenientes do Centro de Controle
de Zoonoses de Belo Horizonte — MG (n=69),

Subgrupo N2: Além da dupla sorologia negativa, esses soros eram provenientes de cdes
nascidos e criados em canil telado, em Ouro Preto —MG (n=40), gentilmente cedidos pelo Prof.
Alexandre Barbosa Reis (NUPEB/UFOP)

Subgrupo N3: Além da dupla sorologia negativa, esses soros possuiam resultado negativo por
PCR e eram provenientes de cées de Belo Horizonte — MG (n=22) gentilmente cedidos pela Prof.
Maria Norma Melo (Departamento de Parasitologia/ICB/UFMG).

Soros caninos positivos (n=253)

Subgrupo P1: Possuiam dupla sorologia positiva e eram provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses de Belo Horizonte — MG (n=122).

Subgrupo P2: Além da dupla sorologia positiva, esses soros possuiam resultado positivo por
DPP e eram provenientes de cées de Teresina — Pl (n=87).

Subgrupo P3: Além da dupla sorologia positiva, esses soros possuiam resultado positivo por
PCR e eram provenientes de cées de Belo Horizonte — MG (n=22), gentilmente cedidos pela
Prof. Maria Norma Melo (Departamento de Parasitologia/ICB/UFMG).

Apos os ensaios de validagdo com as proteinas quiméricas, muitas amostras positivas
foram classificadas como negativas pelas proteinas. Para uma melhor investigacdo, essas
amostras foram testadas por outras duas técnicas: pelo teste imunocromatografico Kalazar
Detect®, e também pela RIFI, com titulacdo total desses soros.

O teste Kalazar Detect® foi realizado de acordo com as instrugbes do fabricante.
Brevemente, foram adicionados 20 ul de soro canino na tira imunocromatografica. Em seguida,

foram adicionadas 3 gotas do tampdo fornecido pelo teste. Apo6s aguardar 10 minutos, o
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resultado foi interpretado visualmente, de acordo com as bandas avermelhadas que se tornam
visiveis na tira. Um teste positivo possui 2 bandas visiveis, enquanto um teste negativo possui
apenas uma banda visivel.

A RIFI foi realizada com o antigeno bruto de L.infantum preparado no Laboratério de
Leishmanioses/lUFMG. Os soros foram diluidos em PBS [formula ja descrita] a 1:40, 1:80,
1:160, e assim sucessivamente, fazendo dilui¢Bes seriadas, com fator 2. As laminas contendo as
formas promastigotas fixadas foram incubadas com os soros caninos diluidos, por 30 min, a 37°
C, em camara Umida. Apo6s lavagem da lamina com PBS, as mesmas foram incubadas com o
anticorpo secundario anti-lgG canino conjugado com isotiocianato de fluoresceina (Sigma-
Aldrich®) em azul de Evans a 1:10000, por 30 min, a 37° C, em camara umida. Apds 3 lavagens
com PBS, foi acrescentada sobre a lamina glicerina tamponada em pH 8,5 e foi colocada
laminula. As laminas foram interpretadas com o auxilio de microscopio imunofluorescéncia,
usando objetiva de 40 X. Em reacOes positivas, 0s parasitas apresentaram fluorescéncia
esverdeada distribuida por toda a sua superficie. Foi verificado até qual diluicdo dos soros
caninos poderia ser observada essa fluorescéncia, obtendo entdo o titulo de positividade. As
reacOes negativas caracterizaram-se pela visualizacdo dos parasitos levemente esverdeados ou
mesmo avermelhados. Soros sabidamente positivos e negativos da soroteca do laboratério foram
utilizados como controles positivos e negativos da reacao.

Todos os testes foram realizados no Laboratério de Leishmanioses do Departamento de
Parasitologia, ICB/UFMG.

4.2.4) AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETECCAO DA LVC EM FASE INICIAL

Para avaliar a capacidade das proteinas quiméricas detectarem a LVC ainda no inicio da
infeccdo, foram testadas inicialmente 9 amostras de soro de cdes da ragca Beagle, que foram
infectados experimentalmente com 5x10’ promastigotas de L. infantum. Esses cées tiveram
amostras de sangue coletadas entre 3 e 18 meses ap0ds a infeccdo e foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Ricardo Fujiwara (Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG). Com essas mesmas
amostras, foram realizados também os ensaios RIFI e ELISA Biomanguinhos.

Em seguida, foram realizados ensaios complementares, com um amplo painel de amostras.

Oitenta amostras de uma coorte, que foi avaliada e acompanhada por 18 meses por Coura-Vital et
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al. (2013), foram testadas com as proteinas quiméricas. Esses cdes tiverem seus soros coletados
no inicio da coorte (tempo 0), apds 12 meses e apos 18 meses, totalizando 3 coletas diferentes, e
foram testados por PCR RFLP e ELISA Biomanguinhos. Coura-Vital et al., (2013) consideraram
a PCR como padrdo-ouro para deteccdo da infeccdo e, assim, foi possivel dividir as amostras em
dois grupos: no primeiro, os caes possuiam resultado da PCR negativo na primeira coleta, mas se
tornavam positivos ao longo da analise (n=42); ja no segundo grupo, 0s cdes ja possuiam
resultado positivo de PCR na primeira coleta (n=38), que poderia perdurar apés 18 meses, ou
esses cdes poderiam apresentar cura espontanea. Ao realizar em paralelo os testes de PCR, ELISA
Biomanguinhos, e ELISA-PQs, nosso objetivo foi determinar se a infeccdo poderia ser detectada
pelas PQs tdo precocemente quanto pela PCR, ou seja, se essas proteinas poderiam detectar a

LVC no inicio da infeccdo, antes da positividade pelo ELISA Biomanguinhos.

4.2.5) AVALIACAO DA OCORRENCIA DE REACOES CRUZADAS

Para avaliar a ocorréncia de reacGes cruzadas nos ensaios com as PQs, foram utilizados
soros de cdes infectados com as patologias que comumente ocasionam falso-positivos. Dezesseis
amostras de cdes experimentalmente infectados com L. braziliensis foram incluidas na anélise,
além de 8 amostras de cdes naturalmente infectados por Babesia canis. Para verificar a chance de
haver coinfeccdo com Leishmania, foi realizada RIFI com promastigotas L. infantum [protocolo

descrito no item 4.2.3], apresentando resultado negativo.

4.2.6) AVALIACAO DO DESEMPENHO

O ponto de corte para todos os ensaios foi definido através da construcdo da receiver
operating characteristic curve - curva ROC utilizando-se o programa estatistico GraphPadPrism
versdo 5.0. A curva ROC consiste na representacao grafica da sensibilidade (verdadeiro-positivo)
no eixo vertical, e o complemento da especificidade (taxa de falso-positivo) no eixo horizontal,
para diferentes pontos de corte do teste diagnéstico avaliado (Greiner et al., 2000). Cada ponto no
grafico representa os valores dos referidos indices, em diferentes pontos de corte, determinando
assim a area sob a curva - AUC. A AUC é o indicador de acuracia global do teste. Quanto maior a

AUC, o que significa ser mais proximo de 1, melhor é o desempenho do metodo avaliado.
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Conforme sugere Swets (1988), em funcdo do valor da AUC podemos classificar o teste de
diagnostico como: sem valor (AUC=0,5), de baixa acuracia (0,5<AUC<0,7), de moderada
acuracia (0,7<AUC<0,9), de elevada acuracia (0,9<AUC<1,0) e como teste perfeito (AUC=1). A
curva ROC, além de indicar a acuracia do teste, permitiu identificar com precisdo o ponto de corte
associado ao menor numero de resultados errdneos do teste.

Para avaliar o desempenho dos antigenos, foram utilizados os indices de acuracia global
do teste e também de sensibilidade e especificidade (para um ponto de corte determinado). Além
disso, foi realizado o teste t pareado, para verificar a diferenca estatisticamente significativa entre
dois grupos testados, considerando a significancia de p<0,05.

Foi avaliada a reprodutibilidade dos testes imunoenzimaticos com as PQs. Para tanto,
aproximadamente 10% do total de amostras utilizadas na validagdo (11,2%) foram testadas
novamente com as proteinas, em um ensaio isolado, ap6s 15 meses. Foram avaliados os indices
de concordancia de ambos 0s ensaios.

A concordancia entre os testes sorologicos e a reprodutibilidade foi determinada pelo
indice de kappa ponderado e interpretada de acordo com Landis & Kock (1977): k< 0.2,
insignificante; k=0,21 a 0,40, fraca; k=0,41 a 0,60, moderada; k=0,61 a 0,80, boa; e k=0,81 a
1,00, excelente.

4.3 -VERIFICACAO DA IMUNOGENICIDADE DAS PROTEINAS QUIMERICAS

4.3.1) RESPOSTA IMUNE HUMORAL

4.3.1.1) RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM COELHOS

4.3.1.1.a) IMUNIZACAO

Para cada proteina, foi utilizado um coelho adulto, macho, da raca Nova Zelandia,
adquiridos da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa, em lgarapé, Minas Gerais. Antes
da primeira inoculagdo, foi retirada uma amostra de sangue como controle pré-imune (TO), por

puncdo venosa na orelha dos animais. Os procedimentos foram realizados em conformidade com
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o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo obtido aprovagio sob o niimero de
protocolo 161 / 2013.

O soro policlonal de coelhos foi obtido pela inoculagéo da solugdo de 200 pg de proteina
liofilizada em PBS 0.15M [protocolo descrito no item 4.1.3], adicionado ao adjuvante completo
de Freund, por via subcuténea, na primeira imunizacdo. A aplicagdo foi dividida em 3 pontos no
dorso dos animais. Quinze dias ap0s a primeira imunizacdo, foi coletada amostra de sangue (T1) e
foi realizada a segunda imunizacdo nos moldes da primeira, com a diferenca de que o adjuvante
utilizado foi o Incompleto de Freund. Isso foi aplicavel a todas as imunizagdes subsequentes.
Quinze dias ap6s a segunda imunizacgdo, foi coletada outra amostra de sangue (T2) e foi realizada
a terceira imunizagdo. Dessa maneira, sempre com intervalos de 15 dias, foram realizadas no total
5 imunizacGes com as proteinas quiméricas, em animais diferentes. Uma semana apo6s a ultima
imunizacdo, foi realizada a sangria dos animais por puncdo cardiaca na qual foram coletados 60
mL de sangue, o que foi denominado de T6 (Rezende et al., 2011).

Todas as amostras foram centrifugadas logo apds a coleta para obtencdo do soro, que foi
titulado em ELISA para avaliar e monitorar a eficiéncia da imunizacdo. Placas foram
sensibilizadas com as PQs a 5ug/mL diluidas em tampé&o bicarbonato [protocolo descrito no item
4.2.1] por 16-18h, a 4° C. Ap6s bloqueio com solucéo de PBS com 5% de leite desnatado, por 1h
a 37° C, algumas diluigdes (a partir de 1:200, diluidos em fator 2 até 1:12800) de todas as
amostras coletadas de soros dos coelhos (TO até T6) foram acrescentadas a placa, e incubadas por
1h, a 37° C. Apds 3 lavagem com PBS/T, foi realizada a incubacdo por 1h, a 37° C, com anticorpo
anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (Life Technologies™) diluido a 1:60000. Apds 3
lavagens com PBS/T, as placas foram reveladas com OPD (SIGMAFAST® OPD TABLETS,
Sigma-Aldrich®) e lidas em espectrofotdmetro em 492nm (MultiskanGo™ ThermoScientific).
Desse modo, foi verificado até qual diluicdo do soro foi detectada densidade dptica acima do
ponto de corte, obtido através da média somada a trés desvios-padrdo da absorbancia do soro ndo
imune (TO).

4.3.1.1.b) WESTERN BLOTTING

O soropoliclonal de coelho foi testado em western blotting para verificagdo da

imunogenicidade das proteinas. Foram feitos géis de poliacrilamida a 12% [protocolo descrito no
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item 4.1.3], no qual foram aplicados 1ug das proteinas por canaleta. Esses géis foram,
posteriormente, transferidos para membranas de nitrocelulose (Amersham Hybond™, poro 0,2
um — GE healthcare) sob as condic¢des descritas no item 4.1.3.

As membranas foram incubadas com tampéo de bloqueio (PBS1X, Tween 0,1% e leite
desnatado 5%) a 4° C por 16-18 horas. As dilui¢Ges ideais do soro dos coelhos (TO e T6), bem
como do conjugado anti-lgG de coelho marcado com peroxidase foram padronizadas [dados nao
mostrados]. As melhores dilui¢Bes (soro a 1:400 e conjugado a 1:30000) foram empregadas nos
ensaios subsequentes. Soros e conjugados foram diluidos em tampédo de bloqueio e foram
incubados com as membranas por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s 3 lavagens com
PBS/Tween 0,5%, as membranas foram reveladas colorimetricamente, com H,O, (Synth),

diaminobenzidina (Sigma-Aldrich®) e cloronaftol (Sigma-Aldrich®).

4.3.1.1.c) ELISA (PROTEINAS E PEPTIDEOQS)

Para investigar quais peptideos tiveram maior influéncia sobre a imunogenicidade das
proteinas quiméricas para producdo de anticorpos em coelhos, foi realizado um ensaio
imunoenzimatico, no qual placas foram sensibilizadas com os 10 peptideos que compdem a PQ10
e também os 20 peptideos que compdem a PQ20, a 20ug/mL em PBS, overnight a 37° C (Faria et
al., 2011). Cada um dos peptideos foi incubado com o soro de coelho denominado TO e também o
soro denominado T6, para verificacdo da diferenca das absorbancias. Os ensaios foram realizados
nas mesmas condicOes descritas pelo item 4.2.1, exceto pela diluigdo do soro do coelho, que foi

de 1:200 e também do anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase, que foi de 1:8000.

4.3.1.2)RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM CAMUNDONGOS

4.3.1.2.a) ELISA 19G

Esse trabalho foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob
0 protocolo161/2013, obtendo a aprovagdo desse orgdo. Trinta e seis camundongos BALB/c
fémeas, com idade entre 6 e 8 semanas, foram inoculados utilizando-se de 3 doses em intervalos

de 15 dias entre elas, segundo o esquema descrito na Figura 2. Apenas na primeira dose, foi
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utilizado o Adjuvante Completo de Freund e a inoculagdo ocorreu na base da cauda, de modo
subcutaneo, enquanto nas doses subsequentes foi utilizado o Adjuvante Incompleto de Freund
inoculado de modo intraperitonial.

Foram utilizados 6 grupos de animais: no primeiro grupo, os 6 camundongos foram
inoculados apenas com PBS; ja no segundo, a imunizacdo foi realizada apenas com a PQ10; no
terceiro grupo, a imunizagdo ocorreu com a PQ10 associada ao adjuvante de Freund; no quarto
grupo, a PQ20 foi aplicada; no quinto grupo, a PQ20 foi aplicada associada ao adjuvante de
Freund; e por Gltimo, na sexto grupo, apenas esse adjuvante foi aplicado (Tabela 1). As proteinas
quiméricas eram sempre inoculadas na dose de 20 ug por animal, diluidas em PBS estéril.

Quatro semanas apds a ultima imunizagdo, os camundongos foram eutanasiados para 0s

ensaios de avaliacdo da resposta imune humoral e celular.

Tabelal: Grupos de camundongos imunizados

Grupo de o
camundongos Substéancia inoculada

Grupol PBS (200ul)

Grupo 2 PQ10 (20ug/animal)

Grupo 3 PQ10 + adjuvante (20ug/animal)

Grupo 4 PQ20 (20ug/animal)

Grupo 5 PQ20 + adjuvante (20ug/animal)

Grupo 6 Adjuvante de Freund (200uL)

IFNy
Cultivo de esplendcitos e 4 |14

analise da resposta imune
12 dose 28 dose 3?2 dose humoral

J 3 3 4

| 15 dias ‘ 15 dias ‘ 4 semanas ‘

Figura 2: Representagdo esquematica da imunizacao realizada em camundongos
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4.3.2) RESPOSTA IMUNE CELULAR

4.3.2.1) PRODUCAO DE IFN-yE IL-4 POR ESPLENOCITOS DE CAMUNDONGOS

A anélise de resposta imune celular foi realizada pela avaliacdo da producdo de citocinas
pelas células esplénicas apds as imunizagbes. Os animais foram eutanasiados através de
deslocamento cervical e os bacos foram coletados assepticamente. Os 6rgdos foram macerados
em meio de cultura DMEM (Cultilab®) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,1% de
estreptomicina/penicilina, 2mM L-glutamina (Sigma-Aldrich®). Ap6s a maceragdo, procedeu-se
a lavagem das células com DMEM [descrito acima] e, em seguida, a lise de heméacias com
tampéo de lise [NH,4CI8,2g; KHCO;3 1,0g; EDTA 37,2mg; H20 gsp 1L), por 10 mim. As células
foram entéo recuperadas por centrifugacdo (800 G, 3 min, 4° C) e ressuspendidas em 3 mL de
DMEM. A seguir, as células foram quantificadas em camara de Neubauer e ajustadas para uma
concentracéo final de 1.10° células por orificio, sendo entéo diluidas em DMEM e plaqueadas
em placas de 96 pogos, num volume final de 100 uL.

Os esplendcitos de cada grupo foram submetidos a dois estimulos diferentes. O estimulo com
PBS foi utilizado com controle negativo e, além disso, cada grupo também recebeu como estimulo a
proteina quimérica com a qual foram realizadas as imunizagdes anteriores nos camundongos. A
concentragdo de antigeno utilizada foi de lug/orificio. Apds o acréscimo dos antigenos, as placas
foram incubadas em estufa a 5% de CO2 por 48 h a 37 °C. Em seguida, 0s sobrenadantes foram
coletados, armazenados a -80° C e utilizados nos experimentos de ELISA.

Foram avaliadas as citocinas IFN-y e IL-4. As dosagens foram realizadas por ELISA de
captura, utilizando os kits BD OptEIA™ de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Brevemente, as
placas foram sensibilizadas a 4° C, com anticorpos de captura diluidos a 1:250, em diluente de
amostra [soro fetal bovino 10% em PBS], por 16-18h. Apds lavagens com PBS/T, as placas foram
bloqueadas com o diluente de amostra por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, o0s
sobrenadantes foram acrescentados e incubados por 2h, em temperatura ambiente. Apés lavagens, foi
acrescentado o anticorpo de deteccéo biotinilado e também a streptavidina associada a peroxidase, por
1h, em temperatura ambiente. A revelacdo foi realizada ap6s as lavagens, com TMB e H,0; e a

leitura foi realizada a 450nm em espectrofotdmetro (MultiskanGo™ ThermoScientific).
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4.3.2.2) PRODUCAO DE IFN-y E 1L-10 POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (PBMC) DE CAES

O estimulo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de cées foi utilizado
para avaliar a producgéo de citocinas coletadas no sobrenadante dessas células. Para tanto, foram
coletadas amostras de sangue periférico, em EDTA, de 10 cdes do Centro de Controle de
Zoonoses de Belo Horizonte, sendo 5 com dupla sorologia positiva e 5 com dupla sorologia
negativa para LVC. Em seguida, fragdes de 4 mL de sangue foram aplicadas lentamente sobre 6
mL de Ficoll-Hypaque (Hystopaque® — Sigma-Aldrich®) em tubos, que foram centrifugados a
1800 rpm, por 45 min, a 18°C. Em seguida, foi removido o anel contendo as células
mononucleares do sangue periférico, que foram lavadas com meio RPMI (Cultilab®) e
centrifugadas a 1200 rpm, por 10 min, a 4° C. Apds descartar o sobrenadante, o sedimento foi
ressuspenso em 1 mL de meio RPMI e as células foram contadas em camara de Neubauer. O
volume foi ajustado para 1.10° células/mL e foi utilizado o volume de 200 ul por orificio da placa.

O ensaio foi realizado para cada cdo utilizando culturas em triplicata, em placas de 96
orificios, na presenga de antigeno bruto de L. chagasi, do mitoégeno fitohemaglutinina A (PHA),
das proteinas quiméricas e na auséncia de qualquer estimulo (branco). As células foram cultivadas
por 72h em estufa a 5% de CO2, a 37 °C. Apo0s esse periodo, o sobrenadante foi coletado e
testado quanto a presenca de citocinas.

A quantificacdo das citocinas IFN-y e IL-10 foi realizada com os kits DuoSets (R&D
Systems) através de ELISA de captura, de acordo com instrugdes do fabricante. Brevemente, as
placas foram sensibilizadas por 16-18h, em temperatura ambiente, com o anticorpo de captura a
2ug/mL. Apés lavagens, foi realizado o bloqueio por 1h, com 1% de BSA em PBS. O
sobrenadante coletado foi acrescentado as placas (100ul) e reagiu por 2h em temperatura
ambiente. Apos lavagens, foi acrescentado o anticorpo de deteccdo biotinilado, a 0,2ug/mL, e
incubado por 2 h, em temperatura ambiente. Apds lavagens, foi acrescentada a solugdo de
estreptavidina conjugada a peroxidase, que reagiu por 20 min em temperatura ambiente. A
revelacdo foi realizada pela solucdo de TMB e H,O, (R&D Systens) e foi feita a leitura a 450nm

em espectrofotémetro (MultiskanGo™ ThermoScientific).
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5—-RESULTADOS

5.1 - PRODUCAO DAS PROTEINAS QUIMERICAS

A representacdo esquematica da construcdo das proteinas quimeéricas esta descrita na
Figura 3, onde é possivel verificar a sequéncia de nucleotideos que codificam as duas proteinas.
Os genes quiméricos foram construidos e otimizados in silico, gerando uma sequéncia de 578
pares de bases para a PQ10 e de 891 pares de bases para a PQ20. Esses genes foram produzidos e
adquiridos comercialmente (GenScript™) ja inseridos no plasmideo de clonagem pUC57 (Anexo
9.1). Apds a digestdo com as enzimas Ndel e Notl e a posterior excisdo das bandas referente aos
genes quiméricos do gel de agarose, eles foram ligados ao plasmideo de expressdo, o pET9a24a
(Anexo 9.1).

A expressdo das proteinas codificadas pelos genes quiméricos pode ser verificada por gel
de poliacrilamida a 12%, no qual foram aplicadas as fracdes sollveis e insolUveis, coletadas apds
a inducdo com IPTG. Foi verificado que a fracdo insolGvel possuia uma banda de 21.4 kDa,
referente a PQ10 e que também na fracdo insoltvel, mas em outro inéculo bacteriano, a banda de

33 kDa referente a PQ20 pdde ser observada (Figura 4), apés coloragdo com Coomassie.
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PQ10

CATATGCAACGGGAGCTGAAAATGGTCGTGGCGCAGAGCGGTAGCGGCAGTGGTTCGCAGCAGCTGCTGGGGCAGCGGCTGTACG
GACTGTGGAAAGGCTCTGGTAGTGGCTTCCGTGCGATCAGCACGCCACGCACTGGCACCATGCCCGGTAGCGGCAGTGGTAACGGC
GACCGCTACGACGGCGAGTGGAAAGATGATAAACGTGGLCTCAGGTAGCGGCTCGAAACGCTACGCCAAGGCCATGGCCAAAATGGG
CCTGAAAGGTTCAGGCTCTGGTAACAACATCAAATCCTCCATCTGCGATATCCCGCCGAAAGGCGGTAGCGGCAGTGGTTGGAACAA
CAACATCTTCTACGATGGCCCGGTCGGTGCCTTCGGTTCAGGCTCTGGTTTCACGAATCGTCGCTGCGACTCGAACGCGACGAATGCG
CGGGGCTCTEGGTAGTGGCCGCAAAAACATCGTGAAAAAATGCCTGGAAATGTTCGACGAGGGTAGCGGCAGTGGTAAAGACGTGAC
GAAAGAGGAGTACGCGGCCTTCTACAAAGCCCATCATCATCATCATCATTAAGCGGCCGL

PQ20

CATATGTGGTCGTCTCAGTCGCCGAAATCCTTCGGTAGCGGTAGCGGTTTCATGCGCGACCCGGTGCGCATTCTGGGTAGCGGTAGLG
GTTGGTCACGGAAACTGGGTGTTTCCTTCGGTAGCGGTAGCGETCGCATGATGGGCGTTCTGTTCGACTACGGTAGCGGTAGCGGTT
TCACGCTGGACGGCGTCAAATACTACGGTAGCGGTAGCGGTTTTGTGCAGAAAGTCATGATGCCGCTGGGTAGLGGTAGCGGTGGCA
CGGAGCCGAAAATCAAATGGTACGGTAGCGGTAGCGGTATCACGAACCCGCAGTCGACGTTCTATGGTAGLCGGTAGCGGTGGCCTGT
ACGACGGCCGCTACGTGTTCGGTAGCGGTAGCGGTCTGACCTACGTCAACGGCGAGCGCTACGGTAGCGGTAGCGGTAAAACCAAA
AGCATCGCTCGTGCCTACGGTAGCGGTAGCGGTCTGACGTGCTGCTCGCTGCTGAGCTACGGTAGLGGTAGCGGTTGGCTGCAACAG
GCCGTGCGCTACTTCGGTAGCGGTAGCGGTCAGAGCGGGCAGTTCCGCCTGGGCTACGGTAGCGGTAGCGGTATGCGCCGCTTCGL
CTCCCGTGCTCTGGGTAGCGGTAGCGGTTTCACGCTGACGATCGACGTGAACTACGGTAGCGGTAGCGGTTIGGGTGATGCCAGCCTAT
GCCTACCTGGGTAGCGGTAGCGGETTGGCTGCAACAGGCCGTGCGCTACTTCGGTAGCGGTAGCGGTGTGCTGATCGAGACCCTGAAA
GCCCTGGEGTAGCGGTAGCGGTAAAACGGGCAAACTGCTGGGCTCCTACGGTAGCGGTAGCGGTATCAGCGGTATGGGCGGCGCCAT
CTACCATCACCATCACCATCACTAAGCGGCCGC

CATATG - — Sjtio de restricdo Ndel e codon de inicio
CAACGG... — Peptideos

GGTAGC... — Ligantes flexiveis
CATCAT.. s Cauda de histidina
TAA > Codon de parada

GCGGCCGC — Sitio de restricao Notl

Figura 3: Sequéncia de nucleotideos das proteinas quiméricas
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Figura 4: Gel de poliacrilamida a 12%, corado por Coomassie, das fracoes
soltveis (A e C) e insoltveis (B e D) da cultura de indugéo bacteriana, indicando
bandas correspondentes as proteinas PQ10 (21,4 kDa) e PQ20 (33 kDa). MM:
massa molecular em kDa.

Tendo observado que as proteinas quiméricas permanecem na porcao insoltvel da cultura
bacteriana, foi realizado um novo ensaio de expressdo, mas dessa vez em maiores quantidades de
meio de cultura (500 mL). Com isso, foi possivel obter volume suficiente de fracdo insoltvel
para proceder com a purificagdo protéica por cromatografia.

A Figura 5 é representativa para as duas PQs e mostra como 0 processo de purificacdo
tornou o perfil protéico mais limpo e livre de contaminantes bacterianos (Figura 5, 1). Além disso,
através do western blotting utilizando anticorpo anti-histidina, foi possivel confirmar que as
bandas observadas no gel de poliacrilamida de fato referiam-se as proteinas quiméricas (Figura 5,

).
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Figura 5: I- Gel de poliacrilamida a 12% corado por Coomassie. Canaleta A: PQ10
pré-purificacdo por coluna de afinidade; B-F: FracOes da purificacdo. I11- Membrana de
nitrocelulose ap6s western blotting anti-histidina. Canaleta G: PQ10 pré-purificacao; H:
Fracdo da purificacdo. MM: Massa molecular em kDa.

5.2—-ELISA

5.2.1) PADRONIZACAO DA TECNICA

O primeiro ensaio de padronizacdo foi realizado para determinar em qual tampao
(Bicarbonato pH 9,6 ou PBS pH 7,4) as PQs apresentariam melhor resultado e também se
deveriamos utilizar solucao de proteina dialisada ou ndo dialisada.

Foi possivel concluir que os melhores resultados ocorreram com a utilizacdo do tampéo
bicarbonato pH9,6 (Figura 6) e da solucdo protéica ndo dialisada (dados ndo mostrados). Nessas
condigdes, as absorbancias obtidas para o pool de soros positivos e negativos foram mais
elevadas. Além disso, foi observado que as placas BD Falcon® apresentaram melhores resultados
para a PQ10 e as placas Eppendorf apresentaram melhores resultados para a PQ20. Desse modo,

essas condigdes passaram a ser empregadas nos ensaios subsequentes.
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O segundo ensaio de padronizagéo realizado determinou a melhor concentragéo das PQs,
e também as melhores dilui¢bes dos anticorpos primario e secundario. Foi possivel observar que
os melhores resultados foram obtidos ao se realizar a sensibilizacdo das placas com as proteinas a
0,5ug/mL, com os soros caninos diluidos a 1/200 e o conjugado diluido a 1/2500. Dessa maneira,
a diferenca entre as absorbancias obtidas para o pool de soros positivos e negativos foi maior,

evidenciando a diferenciacao entre cédes ndo infectados e infectados (Figura 7).
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Figura 6: Padronizacdo das condigdes de sensibilizacdo de placas BD

Falcon® utilizando a PQ10 a 0,5 pg/mL
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Figura 7: Padronizagdo das diluicfes de soros e conjugados em placas BD

Falcon® utilizando a PQ10 a 0,5 pg/mL
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5.2.2) TESTES INICIAIS

Ao testar as amostras individuais de soros caninos em ELISA, foram empregadas as
melhores condic¢des obtidas na padronizacao.

A Figura 8 mostra a dispersdo das absorbancias obtidas para soros de cdes néo infectados
e infectados obtidos com a PQ10. A linha horizontal representa 0 melhor ponto de corte (cut off)
obtido através da curva ROC. E possivel observar que grande parte dos soros de cies infectados

permanece acima do ponto de corte.
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Figura 8: ELISA com a PQ10 comparando soros de
cdes ndo infectados (n=9) e naturalmente infectados

por L. infantum (n=98).

De acordo com esse ensaio, foi possivel determinar a acuracia do teste, que foi de 0,968.
Isso classifica o teste como de elevada acuracia, segundo critérios estabelecidos por Swets et al.
(1988). De acordo com o ponto de corte escolhido, foram obtidos valores de sensibilidade de
94,9% e de especificidade de 88,89%.

Nos ensaios realizados em paralelo entre as proteinas quiméricas, 0 DPP® e o ELISA
Biomanguinhos, as PQs apresentaram resultados bastante promissores. Enquanto o valor de
sensibilidade do ELISA Biomanguinhos foi de 64,5%, o valor obtido para 0 DPP® foi de 72,9% e
das PQs foi de 88,8%. No entanto, a especificidade das PQs (80%) ndo foi tdo elevada quanto a
observada para o ELISA Biomanguinhos (100%) e para o DPP® (90%). Entretanto, um resultado
bastante interessante foi a capacidade de deteccdo dos cdes assintomaticos. Enquanto o ELISA

Biomanguinhos ndo foi capaz de detectar nenhum desses cées, 0 DPP detectou apenas 10% deles.
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Diferentemente, as PQs detectaram 80% desses cdes assintomaticos, o que torna esses antigenos

muito importantes no contexto do controle da LVC (Tabela 2).

Tabela 2: Comparacédo do desempenho dos ensaios ELISA PQ10, DPP® e ELISA Biomanguinhos

— . Deteccao de caes
Sensibilidade (%) Especificidade (%)

assintomaticos (%)

PQ10 88,8 80,0 80
DPP® 72,9 90 10
ELISA

64,5 100 0

Biomanguinhos

5.2.3) VALIDAGCAO DOS ANTIGENOS

Um amplo painel de soros caninos foi testado frente as proteinas quiméricas para verificar
seu potencial no diagnoéstico da LVC.

As proteinas quiméricas apresentaram um bom desempenho quanto a diferenciacdo de
cdes infectados e ndo infectados. Como pode ser observado nas Figuras 9 e 10, o desempenho de
ambas as proteinas foi bastante similar. Nos grupos N1 e P1, que apresentam apenas dupla
sorologia concordante, pode-se observar que varias amostras apresentaram falsos resultados; por
exemplo, praticamente a metade das amostras do grupo N1 apresentou resultado positivo para a
PQ10. Quando apenas esses grupos sdo considerados, 0 teste passa a apresentar uma acuracia de
0,75 para a PQ10 e de 0,86 para a PQZ20. Isso ndo aconteceu para os grupos N3 e P3, que
possuiam PCR concordante, além da dupla sorologia. Quando se considera apenas esses grupos, a
acuracia do teste atinge os maiores valores: 0,93 para a PQ10 e 0,89 para a PQ20 (Tabelas 3 e 4).
Esse resultado nos leva a crer que apenas a dupla sorologia concordante pode ter classificado
erroneamente alguns cées, tanto no grupo N1, quanto no P1. Por conseguinte, observamos que
quando se acrescenta uma terceira metodologia para garantir o diagndstico do cdo, como por

exemplo, o fato do cédo ser criado em canil telado, ou possuir um terceiro método concordante, a
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taxa de falsos diagnoésticos pelas PQs diminui. Além disso, pode-se observar que o desempenho
do teste comparando amostras provenientes de Belo Horizonte - MG (P1) e amostras provenientes
de Teresina — Pl (P2) foi bastante similar. Isso nos indica que 0s antigenos apresentam
desempenho igualmente satisfatorio em diferentes regides endémicas para LV, considerando que

ambos 0s grupos possuem resultados positivos apenas em testes soroldgicos.
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Figura 9: ELISA-PQ10 comparando diferentes grupos de cdes. N1: dupla
sorologia -; N2: dupla sorologia — e cdes provenientes de canil telado; N3: dupla
sorologia e PCR -; P1: dupla sorologia +; P2: dupla sorologia e DPP+; P3:
dupla sorologia e PCR+.

Tabela 3: Comparacéo do desempenho do ELISA-PQ10 considerando diferentes grupos de cées

Grupos considerados Sensibilidade (%0) Especificidade (%0)
N2 e P2 80,4 65,0 0,84
N3 e P3 90,7 90,9 0,93

N1: dupla sorologia -; N2: dupla sorologia — e cdes provenientes de canil telado; N3: dupla sorologia e

PCR -; P1: dupla sorologia +; P2: dupla sorologia e DPP+; P3: dupla sorologia e PCR+.
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Figura 10: ELISA-PQ20 comparando diferentes grupos de cdes. N1: dupla
sorologia -; N2: dupla sorologia — e cdes provenientes de canil telado; N3: dupla
sorologia e PCR -; P1: dupla sorologia +; P2: dupla sorologia e DPP+; P3: dupla

sorologia e PCR+.

Tabela 4: Comparacdo do desempenho do ELISA com a PQ20 considerando diferentes grupos de cées

Grupos considerados Sensibilidade (%0) Especificidade (%0)
NleP1 88,5 71,0 0,86
N2 e P2 80,4 72,5 0,78
N3 e P3 86,0 72,7 0,89

N1: dupla sorologia -; N2: dupla sorologia — e cées provenientes de canil telado; N3: dupla sorologia e

PCR -; P1: dupla sorologia +; P2: dupla sorologia e DPP+; P3: dupla sorologia e PCR+.

De acordo com a Tabela 5, que considera o desempenho global do teste, considerando
todos os grupos testados (N1 a N3 e P1 a P3) pode-se observar que as proteinas quiméricas
geraram testes de moderada acurécia, de acordo com Swets (1988). O valor de p significativo nos

indica que a diferenciacdo entre o grupo de cées infectados e ndo infectados ocorre
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adequadamente. Além disso, os valores elevados de sensibilidade obtidos para as duas proteinas
sdo um indicativo de que elas possuem o potencial de serem empregadas em testes de triagem.
Um resultado positivo por essas proteinas deveria ser seguido por outro teste com elevada

especificidade, para fornecer um diagnostico de certeza.

Tabela 5: Desempenho global das proteinas quiméricas no diagnostico canino

Antigeno  Sensibilidade Especificidade Valor de p
PQ10 80,16% 65,65% 0,8212 <0.0001
PQ20 84,92% 65,65% 0,8419 <0.0001

Na intencdo de se investigar a ocorréncia de resultados falso-negativos dentre os grupos
P1, P2 e P3,foi realizado o teste imunocromatografico Kalazar-Detect® nessas 63 amostras
classificadas pelas PQs de maneira discordante com relagdo aos outros metodos, seguindo o
fluxograma da Figura 11. Foi encontrada uma positividade de apenas 56% através dessa
metodologia. Entretanto, como esse método é sabidamente pouco sensivel em amostras com
baixos titulos de anticorpos anti-Leishmania (Mohebali et al., 2004), optamos por titular esses
soros por RIFI. De acordo com o esperado, a maioria dos soros (n=57) possuia titulo de
anticorpos abaixo de 1:160. Somente 5 soros apresentavam titulo de 1:320 e apenas um, titulo de
1:640. Desse modo, pode-se observar que 0 ELISA com as PQs, assim como o Kalazar-Detect®,
também possui maior sensibilidade quando sdo testadas amostras com titulo elevados de

anticorpos.

46



s

sOd sejad seAlebau-0s|e) 0WO09 SePeIIISSe|d Sea1SoWe Se Wod SOPezZIjeal solesus sop eweafoxn|H (1T eanbi4

sodioonue ap ojni} mﬁ.u:..___,_u.m.mm_/_ u
I > N N SOAI}ISOd |
F & @ Q 1311504
IH B
=
E - 0Z0d
3 €9=U —
4 :
(-]
w
g
@
. -02
-GZ
ElL| J0S13p Jeze|e)

47

Wi Z26F BpUBqIOsSqy

Wl Zet EPUBEQIosqYy



Para avaliar a reprodutibilidade dos ensaios com as proteinas quiméricas, 11,2% das
amostras foram testadas em ensaios independentes e isolados. Obtivemos a concordancia de

0,479, o que indica uma concordancia moderada entre os testes.

5.2.4) AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETECCAO DA LVC EM FASE INICIAL

Inicialmente, foram testadas com as PQs nove amostras de soro de cdes em fase inicial da
infeccdo experimental por L. infantum. Observou-se que 8 amostras (88,8%) eram detectadas
pelas proteinas quiméricas. O mesmo ndo aconteceu quando essas foram testadas por ELISA
Biomanguinhos, que detectou apenas uma amostra (11.1%). Paralelamente, essas amostras
quando testadas por RIFI, foram todas classificadas como negativas. Esses resultados promissores
nos encorajaram a testar um painel mais amplo de amostras, para comprovar a capacidade das
PQs em detectar o inicio da infecgdo na LVC.

Um painel de 80 amostras caninas, avaliadas por uma coorte, foi testado com as proteinas
quiméricas. Os resultados obtidos para o grupo de amostras que iniciaram a coorte com resultado
PCR negativo encontram-se na Figura 12 e na Tabela 6. De acordo com essa figura, pode-se
observar que 0s cédes passaram a apresentar resultados positivos para PCR com o passar dos
meses, atingindo niveis elevados (86% de positividade) na Gltima coleta, que aconteceu 18 meses
apos a primeira. Essa positividade ndo foi acompanhada pela ELISA Biomanguinhos, que desde a
segunda coleta foi capaz de detectar apenas 4,6% dos casos. A PQ10, no entanto, foi capaz de
identificar a positividade de 51,1% das amostras desde a primeira coleta, atingindo niveis mais
elevados na segunda coleta, 60,4%, decrescendo em seguida. De modo similar, a PQ20 detecta
65,1% das amostras ainda no tempo 0, quando a PCR ainda é negativa, mas em seguida a
positividade descresce, caindo para 53,4% na segunda coleta e para 27,9% na Gltima. Esse achado
sugere que o0s niveis de anticorpos detectados pelas PQs atingem seu pico maximo pouco tempo
apos a infeccdo, decrescendo em seguida. Todavia, a positividade das PQs antes mesmo da
positividade da PCR é um dado intrigante, que merece ser melhor elucidado.

Pode-se observar na Figura 13 e também na Tabela 7 que apenas alguns soros que
iniciaram a investigacdo com resultado positivo para PCR passaram a ser detectados tardiamente
pela ELISA Biomanguinhos, apenas na terceira coleta (10,5%). Paralelamente, a PQ10 e a PQ20,

ja na primeira coleta, identificavam 42,1% e 57,8% respectivamente. A positividade detectada
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pelas PQs também decresceu com 0 passar dos meses nesse grupo que iniciou a investigacdo com
resultado positivo para PCR, exceto para a detec¢do pela PQ10 que foi mais elevada na segunda

coleta, se comparada a primeira.

40

35 A

25 A

20 A

15 A —

NuUmero de amostras positivas

- = - = - =

PCR | EIE | PQ10 | PQ20 | PCR | EIE | PQ10 | PQ20 | PCR | EIE | PQ10 | PQ20 |

Tempo O Apds 12 meses Apds 18 meses

Figura 12: Diagnostico de 42 cées (inicialmente PCR -) por PCR, EIE-Biomanguinhos, PQ10 e

PQ20 em diferentes coletas

Tabela 6: Resultado comparativo da positividade (em porcentagem) de amostras

gue apresentavam inicialmente resultado PCR -

Teste Resultado (%)
Tempo 0 Apds 12 meses | Apds 18 meses
PCR 0 93,0 86,0
EIE- Biomanguinhos 0 4,6 4,6
PQ10 51,1 60,4 32,5
PQ20 65,1 53,4 27,9

49



Numero de amostras positivas
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Figura 13: Diagnostico de 38 cées (inicialmente PCR +) por PCR, EIE-BioManguinhos,

NAYAYAYAYANAN

PCR | EIE | PQ10 | PQ20 | PCR | EIE | PQ10 | PQ20| PCR | EIE | PQ10 | PQ20 |

Tempo 0

Apds 12 meses

PQ10 e PQ20 em diferentes coletas

Tabela 7: Resultado comparativo da positividade (em porcentagem) de amostras

que apresentavam inicialmente resultado PCR +

Teste

Resultado (%0)

Apds 18 meses

Tempo 0 Apdbs 12 meses |  Apo6s 18 meses
PCR 100 97,3 94,7
EIE- Biomanguinhos 0 0 10,5
PQ10 42,1 60,5 23,6
PQ20 57,8 52,6 31,5
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A Tabela com todos os resultados obtidos para cada um dos cées incluidos na coorte e nas

coletas subsequentes encontra-se no anexo 9.2.

A concordancia entre os diferentes métodos utilizados nessas analises pode ser encontrada

na Tabela 8. Verifica-se que os valores de Kappa foram todos menores que 0,4, indicando

concordancia insignificante segundo critérios de Landis & Kock (1977).

Tabela 8: Indice Kappa entre resultados pareados de PCR, ELISA Biomanguinhos, PQ10 e PQ20

Tempo 0 H Ap6s 12 meses Ap6s 18 meses
Testes PCR EIE PQ10 PCR EIE PQ10 PCR EIE PQ10
PQ20 0 0 0,26 0 0 0,24 0,04 0,1 0,19
PQ10 0 0 NA 0 0 NA 0,07 0,17 NA
EIE 0 NA NA 0,01 NA NA 0,01 NA NA

EIE: ELISA Biomanguinhos; NA: ndo aplicavel

5.2.5) AVALIACAO DA OCORRENCIA DE REACOES CRUZADAS

As proteinas quiméricas foram testadas frente a soros de cées infectados por protozoarios
que comumente causam reacOes falso-positivas com L. infantum. Como pode ser observado na
Figura 14, a ocorréncia de reagdes cruzadas foi menor no ensaio com a PQ20. No grupo L.
braziliensis, houve falso positivo em 62,5% das amostras testadas com a PQ20, enquanto aquelas
testadas com a PQ10 apresentaram 93,7% de falso-positivos. J& no grupo Babesia canis, todas as
amostras testadas com a PQ10 apresentaram reagdo cruzada, fato que ocorreu em 75% das

amostras testadas com a PQ20.
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5.3 - VERIFICACAO DA IMUNOGENICIDADE DAS PROTEINAS QUIMERICAS

5.3.1) RESPOSTA IMUNE HUMORAL

5.3.1.1) RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM COELHOS

5.3.1.1.a) WESTERN BLOTTING

Apos padronizacdo das melhores dilui¢fes de soros e conjugados, foi estabelecido que o
soro de coelho diluido a 1:400 e o conjugado anti-IgG de coelho diluido a 1:30000 fornecem os
melhores resultados em western blotting [dados ndo mostrados]. Na Figura 15, é possivel
verificar que os coelhos, antes de serem imunizados com as proteinas, apresentavam anticorpos
inespecificos que reconhecem as bandas referentes as PQs (canaletas T0). Entretanto, apds 5
imunizacdes, a producdo de anticorpos policlonais foi estimulada, mas ndo fortemente, o que

pode ser verificado pelas bandas mais intensas nas canaletas T6, referente a ambas as proteinas.

Figura 15: Membranas de western blotting
com as PQs incubadas com soro de coelho
antes (TO) e apo6s (T6) imunizacéo,

indicando bandas referentes as proteinas
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5.3.1.1.b) ELISA (PROTEINAS E PEPTIDEOQS)

Inicialmente, foram realizados ELISAs utilizando as PQs como antigenos. Apos
titulacdo, foi verificado que os coelhos produziram uma resposta imune humoral significativa. O
titulo de anticorpos verificado no coelho imunizado com a PQ10 foi de 1:3200 e no coelho
imunizado com a PQ20 foi de 1:1600. Também foi observado que os valores de absorbancias das
duas proteinas eram diferentes, sendo que a PQ10 apresentou valores mais elevados do que a
PQ20 (Figura 16)

EPQ10
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~ 3 W PQ20
[e)]
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.©
S
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2
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| TO T6 | T0 | T6 |
| Pa10 | PQ20 |

Figura 16: Absorbéancias dos soros antes e apds imunizagao

dos coelhos com as PQs

Apos confirmagdo da imunogenicidade das PQs por western blotting e também por
ELISA, iniciou-se a investigacdo de qual porcdo das proteinas confere maior reatividade a elas.
Através de imunoensaios enzimaticos, foi possivel observar que alguns peptideos apresentam
maior diferenca entre as absorbancias observadas para os soros antes (TO) e apds (T6) a
imunizagdo. Na Figura 17, é possivel observar que os peptideos PSLc4, 6 e 9 foram os maiores
responsaveis pela reatividade da PQ10, enquanto peptideos como PSLc3 e 8, por exemplo,

praticamente ndo tiveram influéncia na resposta gerada pela estimulacédo policlonal.
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Figura 17: Diferenca entre absorbancias dos soros antes e apés imunizacdo dos

coelhos para cada um dos peptideos que compdem a PQ10

Na Figura 18, pode-se observar que os peptideos que compode a PQ20 apresentaram, de
um modo geral, diferencas de absorbancias mais baixas se comparado aquelas observadas para a
PQI10. Entretanto, ainda assim alguns peptideos se destacam, como o 5, 13 ¢ o 17, que

apresentaram as maiores diferengas entre as absorbancias antes e apos imunizagao.
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Figura 18: Diferenca entre absorbancias dos soros antes e apds imunizacao dos coelhos para

cada um dos peptideos que compdem a PQ20

Essas absorbancias mais baixas apresentadas pelos peptideos da PQ20 sdo corroboradas
pela Figura 16, na qual ja tinhamos descrito que as absorbancias obtidas pela PQ20 foram no
minimo 2 vezes menores que aquelas observadas para a PQ10. Isso nos indica que a proteina
composta por 10 peptideos apresentou uma maior eficiéncia na inducdo da producdo de

anticorpos policlonais.

5.3.1.2) RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM CAMUNDONGOS

5.3.1.2.a) ELISA - 19G

Os camundongos imunizados com as PQs tiveram sua resposta imune humoral investigada
por ELISA. De acordo com a Figura 19, é possivel observar que apenas a PQ20 estimulou uma

resposta humoral significativa (B), o que ndo pdde ser observado para a PQ10 (A).
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Figura 19: Niveis séricos de IgG total dos

camundongos imunizados com PQ10 (A) e PQ20 (B)
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5.3.2) RESPOSTA IMUNE CELULAR

5.3.2.1) PRODUCAO DE IFN-yE IL-4 POR ESPLENOCITOS DE CAMUNDONGOS

Foi avaliada a producdo das citocinas IFN-y e IL-4 por esplendcitos de camundongos
imunizados com as PQs. De acordo com a Figura 20, é possivel observar que a producao de IFN-
y ocorreu em niveis muito baixos, mesmo para as células estimuladas pela PQ20 (B). Néo houve
diferenca significativa entre os grupos de camundongos imunizados, seja com PBS, seja com as
PQs ou com adjuvante.

A producéo de IL-4 foi maior pelos esplendcitos imunizados com a PQ20, como pode ser
observado pela Figura 21 (B). Houve diferenca significativa entre as células estimuladas e nao
estimuladas dentro do grupo imunizado com a PQ10 isoladamente (A) e também com a PQ20
isoladamente (B). Isso significa que existe uma tendéncia para a susceptibilidade a infeccéo por
Leishmania nesses camundongos devido a baixa producdo de IFN-y e pela alta producéo de IL-4,

0 que caracteriza uma resposta do tipo Th2.

58



1000 -
EA PQ10 1ug/well
[J N&o estimulado

=

E

[e2]

25004

b

z

w

** p<0,001
—

EA PQ10 1ug/well
[ N3&o estimulado

1000 A

500 A

IFN-y (pg/mL)

Figura 20: Niveis de IFN-y produzidos por esplendcitos de

camundongos imunizados com PQ10 (A) e PQ20 (B)
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Figura 21: Niveis de IL-4 produzidos por esplendcitos de
camundongos imunizados com PQ10 (A) e PQ20 (B)
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5.3.2.2) PRODUCAO DE IFN-y E IL-10 POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (PBMC) DE CAES

As ceélulas mononucleares do sangue periférico (PBMC) de cdes foram investigadas
guanto ao seu potencial produtor de citocinas frente ao estimulo com as PQs. Na Figura 22, é
possivel observar que houve produgdo de IFN-y pelas células estimuladas pelas PQs, bem como
pelo antigeno bruto de Leishmania e por PHA. Foi elaborada a hip6tese de que a producao média
de IFN-y por células estimuladas por PHA em cdes infectados (A) foi menor devido a
imunossupressao causada pela infeccdo. Esse mesmo estimulo produziu uma resposta média mais

elevada na producgéo de IFN-y em cées ndo infectados (B).
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Figura 22: Niveis de IFN-y produzido por PBMC de cées

infectados (A) e ndo infectados (B) sob diferentes estimulos
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A respeito da produgdo de IL-10 pelas células caninas, verificamos que cdes ndo
infectados produzem maior quantidade dessa citocina quando células do PBMC séo estimuladas
(Figura 23). Entretanto, assim como observado para IFN-y, verificou-se que a resposta canina
frente a diferentes estimulos foi bastante similar, o que explica, portanto, a inexisténcia de

diferenca significativa entre grupos.
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Figura 23: Niveis de IL-10 produzido por PBMC de cées

infectados (A) e ndo infectados (B) sob diferentes estimulos
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6 — DISCUSSAO

Na leishmaniose visceral canina, o diagndstico de certeza (com visualizacdo do parasito)
pode ser realizado por diversos métodos, como in6culo em animais, isolamento e cultivo dos
parasitos, pesquisa em esfregacos ou em cortes histoldgicos. Embora o exame parasitologico seja
o0 diagnostico indubitavel, ndo é o método de eleicdo, principalmente em campo, devido a sua
invasibilidade e pouca praticidade (Genaro et al., 1988; Maia & Campino, 2008). Mais
recentemente, tém sido utilizados métodos moleculares no diagnéstico confirmatério da LVC.
Dentre eles, a PCR é o que apresenta melhores resultados. Apesar disso, 0os métodos moleculares
ainda apresentam elevado custo, além de pouca aplicabilidade em campo, estando distante a sua
aplicacdo na rotina (Cortes et al., 2004).

Nesse contexto, os métodos soroldgicos se mostram como ferramentas poderosas para
auxiliar no diagnostico da LVC. Esses métodos ndo sdo invasivos, possibilitam trabalhar com um
grande nimero de amostras ao mesmo tempo, além de apresentarem custo viavel, dependendo da
complexidade do método.

O DPP® e o ELISA Biomanguinhos sdo os testes atualmente preconizados pelo
Ministério da Salde para diagnéstico da LVC. Entretanto, essas técnicas apresentam como ponto
negativo a baixa sensibilidade, principalmente em cdes assintomaticos (Faria et al., 2011;
Grimaldi et al., 2012). Desse modo, pesquisadores vém desenvolvendo métodos soroldgicos com
a finalidade de serem empregados nos programas de controle da doenca. Esses métodos podem
fornecer melhores resultados quando sdo utilizadas fracdes antigénicas, comparado ao antigeno
bruto. Essas fracGes quando empregados nos ensaios imunoenzimaticos, vém proporcionando
desde a década de 90 o desenvolvimento de metodologias que superam as demais (Ghandour et
al., 1997).

Apos a producdo e a purificacdo de duas proteinas quiméricas, PQ10 e PQ20, esse
trabalho inicialmente objetivou empregar esses antigenos em diagnostico canino, devido aos
resultados das analises in silico a que foram submetidas ambas as estruturas. De acordo com o
esperado, as proteinas foram reconhecidas por imunoglobulinas, apresentando resultados
semelhantes, e validando dessa maneira a predicdo de epitopos para células B. Nossos dados séo
similares os achados de Mendes et al. (2013), que obtiveram bons resultados ao validar a predicao

de epitopos de Trypanosoma cruzi para ceélulas B e demonstraram que um dos peptideos
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mapeados apresentou 95,8% de sensibilidade e 88,5% de especificidade na identificacdo de
pacientes chagasicos.

A validacdo do uso das PQs em imunodiagnéstico canino possui grande importancia em
campo. Isso se justifica pois apesar dos avancos obtidos no diagnéstico da LVC e da intensa
busca por novos antigenos na pesquisa académica, muitos testes ainda ndo passaram pela
validag@o em estudos multicéntricos com um amplo painel de amostras, como o presente trabalho.
Destaca-se, dessa maneira, 0 achado de que as PQs possuem desempenho bastante similar quando
sdo testadas amostras provenientes de areas endémicas distintas; nesse caso, Belo Horizonte
(MG) e Teresina (PI).

De acordo com as caracteristicas de desempenho observadas para as PQs, pode-se deduzir
que a sua maior aplicacdo seja em triagem soroldgica canina, uma vez que os valores de
sensibilidade foram acima de 80%. A especificidade, no entanto, ndo passou de 66%, 0 que
significa que ha a necessidade de se associar outro teste confirmatorio com maior especificidade.
Conforme explicitado por Costa & Vieira (2001), o uso de apenas um antigeno para a triagem e a
confirmacdo da LVVC aumenta a proporcdo de falso-positivos.

As PQs apresentaram especificidades moderadas nos ensaios realizados com amostras
caninas que possuiam dupla sorologia concordante. Esse critério de selecdo de amostras é adotado
por diversos autores (Nicolato et al., 2013; Reis et al., 2006; Barbosa-de-Deus et al., 2002) e
também é preconizado pelo Ministério da Salde para realizacdo do Programa Nacional de
Controle da Leishmaniose Visceral Canina. Entretanto, a dupla sorologia negativa pode ter
incluido cdes infectados possivelmente antes da soroconversdo e que ndo seriam, portanto,
identificados pela ELISA com antigeno bruto ou pela RIFI. Dessa maneira, animais incluidos nos
grupos N1 e N2 poderiam estar infectados, o que limitou a especificidade das PQs. Essa hipdtese
foi reforcada pelos resultados encontrados quando avaliamos a capacidade desses antigenos
reagirem com soros de animais de fase aguda que serdo discutidos a seguir.

As amostras com dupla sorologia positiva que foram classificadas como negativas pelas
PQs foram testadas por Kalazar Detect® e também foram tituladas por RIFI. Foi possivel
observar que o titulo de anticorpos das amostras era baixo, levando a crer que as PQs encontram
dificuldade em detectar essas amostras com baixo indices de imunoglobulinas. Reis et al. (2006),
ao testar ELISA com o antigeno k39, também obtiveram resultados falso-negativos (12,5%)

devido & presenca de cdes com titulos abaixo de 1:320. Esse resultado também é similar ao
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publicado por outros autores que avaliaram diferentes metodologias no diagndstico da LVC.
Akhoundi et al. (2013) ao testar um novo teste de aglutinacdo com latex associado ao antigeno
recombinante A2, obteve 15% de falso-negativos devido aos baixos titulo de anticorpos nas
amostras testadas. Além disso, Mohebali et al. (2004) ja haviam publicado que a sensibilidade do
teste de aglutinacdo direta aumenta de 64,8% em amostras com titulo de 1:80 para 98% em
amostras com titulo de 1:10240.

A deteccdo de cdes assintomaticos pelas PQs foi bastante superior a aquela obtida pelo
DPP® ou pelo ELISA Biomanguinhos, com a deteccdo de 80% dos soros testados. Esses Gltimos
testes, comprovadamente, ndo possuem bom desempenho na deteccdo dos cdes supracitados
(Faria et al., 2012; Grimaldi et al., 2012). Similar aos nossos dados, Martins et al. (2013) também
obtiveram bons resultados com a proteina hipotética recombinante LiHypl, que detectou 94% dos
soros testados de cdes com LVC assintomatica.

Costa et al. (2013b) verificaram que em areas onde a taxa de transmissdo de LV é alta,
com prevaléncia superir a 3%, os cdes assintométicos devem ser incluidos nas medidas de
controle para o sucesso do programa. Nesse contexto, as PQs mostram-se boas ferramentas para
essa deteccao.

As proteinas quiméricas foram capazes de detectar anticorpos presentes na fase inicial da
LVC. A positividade detectada pelas PQs, bem como pela PCR, ndo foi acompanhada pela
deteccdo por ELISA Biomanguinhos. Conforme ja estabelecido, a PCR se torna positiva
anteriormente aos testes soroldgicos (Quinnell et al., 2001; Oliva et al., 2006). Entretanto, o
ELISA realizado com as PQs aparentemente detecta outro tipo de imunoglobulina, que sdo
rapidamente produzidas numa infeccdo por LVC e tém carater transiente. Martinez-Subiela et al.
(2011) demonstraram que os niveis de 1gG total em cdes comegcam a se elevar a partir do segundo
més apos infeccdo experimental, obtendo o mesmo resultado também para IgM. Teoricamente, a
partir desse momento, ja é possivel detectar sorologicamente a infec¢do, 0 que ocorreu quando
testamos as PQs. Entretanto, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura a respeito da
investigacdo sorologica da infeccdo por L. infantum no seu inicio. Costa et al. (2013a) puderam
detectar a infec¢do experimental através de ELISA com antigeno bruto em apenas 37% dos cées
apos 90 dias. De modo similar, Rodriguez-Cortés et al. (2007) detectaram, atraves do mesmo

ensaio, 33,3% dos cées experimentalmente infectados no mesmo periodo pés-infecgéo.
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A concordancia entre os testes realizados com as amostras da coorte (PCR, ELISA
Biomanguinhos, PQ10 e PQ20) foi fraca. Dados similares foram obtidos por Dos Santos Marques
et al. (2012) ao realizar a concordancia entre PCR em tempo real e testes sorologicos (ELISA
com antigeno e bruto e ELISA-k39), obtendo valores de kappa < 0,1. A diferenca entre as
caracteristicas dos métodos parasitoldgicos, que se baseiam na deteccdo do DNA do parasito
(PCR) e dos métodos sorologicos, que se baseiam na deteccdo de anticorpos séricos (ELISA
Biomanguinhos, PQ10 e PQ?20) justificam a fraca concordancia. Nao era esperada uma boa
concordancia entre o ELISA Biomanguinhos e as PQs, devido a baixa sensibilidade apresentada
pelo primeiro teste (Faria et al., 2012). Entretanto, era de se esperar que as PQs tivessem uma
maior concordancia entre si. O fato de isso ndo ter ocorrido pode ter sido devido a diferentes
padrdes de reconhecimento antigénico que podem existir entre esses antigenos.

Ocorreram reagdes cruzadas com as proteinas quimeéricas, particularmente com a PQ10.
Esse resultado é compativel com o desempenho de muitos antigenos recombinantes
desenvolvidos nos ultimos anos para diagnéstico da LVC e ocorrem devido ao compartilhamento
de determinantes antigéncios entre parasitos, particularmente organismos do mesmo género.
Oliveira et al. (2011) investigaram cinco diferentes proteinas recombinantes para o diagnéstico
canino. As sensibilidades variaram entre 67,4% e 93,0%, enquanto as especificidades variaram
entre 76,1% e 100%, com indices de reacBes cruzadas chegando a 23,9%. Pinheiro et al. (2009)
relataram o desenvolvimento de uma cisteina proteinase recombinante, que em ELISA fornece
sensibilidade de 98% e especificidade de 96%, mas que apresenta reacdes cruzadas com B. canis.
Porrozzi et al. (2007), ao testar diferentes antigenos recombinantes, obtiveram sensibilidades de
66% com 0 k26, 66% com o k39 e 88% com 0 A2, em cdes assintomaticos. As especificidades
foram de 90, 85% e 96% respectivamente, também em ELISA. Com todos os antigenos, houve
reacdo cruzada com L. braziliensis. Outros trabalhos sequer mostram dados referentes a reacoes
cruzadas com esses patogenos (Candido et al., 2008; De Souza et al., 2013).

As proteinas quiméricas apresentaram reprodutibilidade moderada em ensaios realizados
com um intervalo de 15 meses. Esse resultado foi similar ao apresentado por Pagliari (2013) em
que foi investigada a reprodutibilidade do ELISA com o antigeno recombinante ROP2 de
Toxoplasma gondii. Pode-se atribuir essa reprodutibilidade moderada a degradacdo dos

antigenos, ocorrida nesses 15 meses, uma vez que foram empregadas amostras de um mesmo
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lote de expressdo protéica. Além disso, o titulo de anticorpos presentes nos soros pode ter
diminuido, também devido ao tempo de armazenamento.

Foi possivel observar que as proteinas quiméricas foram imunogénicas quando inoculadas
em coelhos. Através do western blotting que comparou o soro policlonal antes e ap6s a
imunizacdo, verificou-se que os coelhos ja possuiam um arsenal de anticorpos que reconhecia as
PQs. Entretanto, houve uma exacerbacdo dessa resposta apds as 5 doses das proteinas, o que
demonstrou o potencial imunogénico para a resposta humoral das PQs. A reatividade do soro pre-
imune em western blotting é corroborada pelos dados do ELISA realizado com as PQs e 0s soros
policlonais. Nesses ensaios, também verificou-se reatividade com o soro pré-imune (TO0). Esse
dado foi discordante em relagdo ao encontrado na literatura sobre soro policlonal gerado em
coelhos imunizados com proteinas recombinantes. Kothari et al. (2006) imunizaram coelhos com
uma proteinas recombinante derivada de um gene de resisténcia a drogas de L. donovani. Em
western blotting, houve reatividade com o soro pés-imune, o que nao foi observado para o soro
pré-imune. De modo semelhante, Diaz-Soto et al. (2012) efetuaram a imunizacao de coelhos com
um peptideo que compde a proteina KMP-11 de T. cruzi. O soro policlonal pré-imune nao
reconheceu a banda referente ao peptideo em western blotting, enquanto o soro poés-imune
reconheceu fortemente. Talvez a reatividade cruzada que observamos com soro do coelho pré-
imune e as PQs seja devido a diversidade de epitopos que compdem essas proteinas. A PQ10, por
exemplo, possui epitopos pertencentes a 9 proteinas diferentes.

Foi possivel mapear através de ELISA quais peptideos foram os maiores responsaveis pela
reatividade das PQs. Para isso, utilizamos uma metodologia frequentemente empregada por
diferentes autores para a identificacdo dos fragmentos mais imunogénicos de proteinas (Meens et
al., 2009; Zander et al., 2007; Larreta et al., 2002). Para a PQ10, foram observados valores mais
elevados de absorbancias para os soros TO e T6, indicando uma maior antigenicidade dessa
proteina em comparacdo a PQ20. Os seus peptideos PSLc4, PSLc6 e PSLc9 podem compor, no
futuro, uma nova proteina quimérica que podera ser usada para imunizacao.

Enquanto a PQ10 pareceu estimular mais intensamente a resposta humoral em coelhos, a
PQ20 apresentou 0 mesmo comportamento, mas em modelo murino. Foi observado que apenas 0s
camundongos imunizados com a PQ20 apresentaram aumento significativo nos niveis de 1gG
total anti-Leishmania. Entretanto, apenas um coelho foi utilizado para producdo de anticorpos

policlonais anti-PQs. Essa amostra é muito pequena para concluir sobre a variacdo de resposta
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nos diferentes animais. No entanto, esse ndo seria um achado dificil de explicar baseado na
diversidade genotipica e imunolégica entre os modelos.

O estimulo da resposta imune celular provocado pelas PQs foi investigado também em
dois modelos. A analise in vitro do estimulo de PBMC canino demonstrou que houve producéo de
IFN-y e IL-10 por essas células quando elas foram estimuladas pelas PQs. Além disso, o resultado
obtido em células estimuladas pelo antigeno bruto de Leshmania é compativel com o observado
na literatura, de que ha producdo concomitante de IFN-y e IL-10 (Travi et al., 2009). Entretanto, a
andlise entre grupos ndo demonstrou diferenca significativa. 1sso pode ser explicado pelo numero
de amostras utilizadas: 5 cdes infectadas e 5 ndo infectados. Todavia, mesmo assim ja foi possivel
observar que as PQs possuem um perfil ndo protetor para LVC, pois a producdo de IFN-y ndo
supera a producdo de IL-10. De acordo com Lage et al. (2007), os niveis de 1L-10 apresentam
correlacdo positiva com a progressdo da doenga na LVC. Além disso, dados obtidos no modelo
canino de LV sdo coerentes com o que ocorre no modelo murino, onde a expressao de IFN-y €
associada ao controle da infeccdo (Heinzel et al., 1989; Squires et al., 1989).

A imunizacdo com as PQs em modelo murino estimulou a produgdo de IL-4 por
esplendcitos, e houve diferenca significativa entre o grupo controle, validando esse resultado. A
producdo de IFN-y, no entanto, ndo foi significativa. Desse modo, podemos afirmar que a
imunizacdo com as PQs em modelo murino induziu uma resposta do tipo Th2, sendo favoravel a
progressao da LV. As PQs estimulam a resposta imune celular, todavia, ndo é a resposta desejada
para protecdo da infecgdo na LV.

De um modo geral, foi possivel observar que as PQs parecem nao possuir potencial
vacinal contra L. infantum. Esse resultado era esperado para a PQL10, que foi concebida
inicialmente para uso em imunodiagnoéstico. Entretanto, a PQ20 foi construida com epitopos para
células T, identificados in silico, e era esperado um resultado satisfatério quanto a sua
imunogenicidade. Isso traz a tona a ineficiéncia dos softwares de predicéao, algo ja proposto por
alguns autores. Gowthaman & Agrewala (2008) verificaram que os programas de predicdo para
celulas T apresentam diversas inconsisténcias, e dentre elas, a ineficiéncia em prever
promiscuidade de epitopos. Em camundongos, assim como em humanos, ja foi estabelecida a
existéncia de polimorfismos no MHC, estrutura indispensavel para a apresentacdo de antigenos
(Roy et al., 1989). Por essa razdo, elaboramos a hipotese de que a predicdo de epitopos para

células T incluindo a selecéo de sequéncias mais promiscuas (0 que teoricamente poderia burlar o
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polimorfismo de MHC), foi inconsistente com a realidade. Portanto, isso poderia justificar os
resultados insatisfatorios com relacdo a imunogenicidade para resposta celular da PQ20.

Devido a insercdo de ligantes flexiveis entre os peptideos que compbe as PQs, nés
hipotetizamos que essas proteinas adquiriram uma nova conformacédo espacial, deixando de ter
epitopos lineares (conforme identificados in silico) passando a apresentar epitopos descontinuos.
Segundo Barlow et al. (1986), mais de 90% dos epitopos para células B sdo descontinuos. Dessa
forma, Sun et al. (2013) reafirmaram essa limitacdo da predicdo para epitopos lineares, visto que
os softwares de predi¢do conformacional ndo possuem boa performance (Blythe & Flower, 2005;
Ponomarenko & Bourne, 2007). Baseado nisso, algumas sequéncias com elevado score de
predigéo in silico podem permanecer ocultas na estrutura tridimensional. Isso pode justificar
porque a PQ10 e a PQ20 ndo demonstraram uma performance ideal em imunodiagndstico, uma
vez eram compostas unicamente por bons epitopos para células B. Além disso, a conformacéo
tridimensional também justifica o fato de a PQ20 ndo ter apresentado bom desempenho em
imunogenicidade celular, em adi¢do a justificativa ja citada (ineficiéncia da predicao).
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7- CONCLUSOES

Foi possivel verificar que a construcdo das proteinas quimericas gerou antigenos bastante
antigénicos em imunodiagnostico canino, o que validou a predi¢ao de epitopos para células B. Em
ELISA, as nossas PQs apresentaram 6timo desempenho, com sensibilidades maiores que 80% e
acuracias superiores a 0,82, sendo portanto, bastante aplicaveis em testes de triagem para LVC.
Além disso, a deteccdo de cdes assintomaticos e também de cdes em fase inicial da infec¢éo,
quando apenas a PCR consegue detectar o parasito, é também uma caracteristica promissora e
inovadora das PQs aqui desenvolvidas. Quando utilizadas em imunizagdo de animais, as proteinas
estimularam a producéo de anticorpos, tendo sido a PQ10 mais imunogénica em coelhos e a PQ20
mais imunogénica no modelo murino. Em coelhos, foi possivel demonstrar quais os peptideos sao
responsaveis pela maior produgéo de anticorpos em cada proteina. Quanto ao estimulo da resposta
imune celular, ele ocorreu de maneira fraca e nao direcionada para Th1l. Isso fez com que as PQs
ndo fossem caracterizadas como bons alvos vacinais. Desse modo, verificou-se que a predi¢do de

epitopos para celulas T ndo obteve o desempenho desejado.
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9 - ANEXOS

9.1 — Plasmideos utilizados na clonagem e na expressao das proteinas quiméricas

BsiAPl 179
Ndel 183
Ehel 235

Eco01091 2698 Pfol 46

Aatil 2641
Sspl 2525

Pdml 2318

Begl 2239
Seal 2201

BsaXl 683
Sapl 707
Afilll, Pscl 830
Gsul 1308
Cfr10l 1803
Eco31l 1790
Eanm1051 1718
BseYl 1134

GCail 1241

Plasmideo pUC57

T7 TERM
His Tag

Xhol(4424)

Nofi (4416)

HindIll (44009)

Sacl (4400)

EedR1(4390)
BamHI(4384)

Nhel (4351
Ndel (4346)
RBS
T7 Promoter
pET9a24a
4585hp
Q’ ~ pBR322 Ori

Plasmideo pET9a24a
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9.2 - Resultados dos testes diagndsticos realizados em amostras de soro canino provenientes de 3 diferentes coletas.

Amostras que iniciaram a coorte com resultado PCR negativo

Amostras que iniciaram a coorte com resultado PCR positivo

Resultados Resultados
Cao| Coletas Cao Coletas
— Biomlazlr-'::ll;\inhos AR Aok = Biomglr-\I::inhos ety HebdY
Tempo 0 n n p p Tempo O p n n p
1 12 meses p n n p A 12 meses p n n p
18 meses p n n n 18 meses p n p n
Tempo O n n o] o] Tempo O o] n n n
2 12 meses p n n n B 12 meses p n n n
18 meses p n n n 18 meses p p n n
Tempo O n n p p Tempo O p n p p
3 12 meses p n p p C 12 meses p n n n
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n p p Tempo O p n p n
4 12 meses p n n p D 12 meses p n n p
18 meses p n p n 18 meses p n p p
Tempo O n n p p Tempo O p n p p
5 12 meses p n n n E 12 meses p n n n
18 meses n n n n 18 meses p n p n
Tempo 0 n n n n Tempo O p n p n
6 12 meses p n n n F 12 meses p n n n
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n p p Tempo O p n n p
7 12 meses p n n n G 12 meses p n p p
18 meses p n p n 18 meses p n n n
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Tempo O n n p p Tempo O p n p n
8 12 meses n n n p 12 meses p n p p
18 meses p n n p 18 meses p p p p
Tempo O n n n n Tempo O p n n p
9 12 meses n n p p 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses p n n p
Tempo O n n n n Tempo O p n n n
10 | 12 meses p n p n 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n n p Tempo O p n n n
11 | 12 meses p n n p 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n n n Tempo O p n n p
12 | 12 meses o] n o] n 12 meses o] n p p
18 meses n n n n 18 meses p n n n
Tempo 0 n n p p Tempo O p n n n
13 | 12 meses p n p n 12 meses p n n n
18 meses o] n o] n 18 meses o] n n n
Tempo 0 n n p p Tempo O p n n n
14 | 12 meses p n p p 12 meses p n n n
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n o] o] Tempo O o] n n n
15 12 meses p n p p Tempo O n n p n
18 meses p n n p 12 meses n n n n
Tempo O n n n Tempo O n n p
16 12 meses p n p n 12 meses n p n
18 meses p n n n 18 meses p n n n
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Tempo O n n n p Tempo O p n p p
17 | 12 meses p n p p 12 meses p n p p
18 meses p n n p 18 meses p n n n
Tempo O n n n p Tempo O p n p p
18 | 12 meses p n p p 12 meses p n p p
18 meses o] n n o] 18 meses o] p p p
Tempo O n n p p Tempo O p n n p
19 | 12 meses p n p p 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses p n n p
Tempo O n n n p Tempo O p n n p
20 | 12 meses p n n p 12 meses p n n n
18 meses o] n n p 18 meses o] n n n
Tempo O n n n n Tempo O p n n n
21 | 12 meses o] n o] n 12 meses o] n p p
18 meses p n p n 18 meses p n n n
Tempo 0 n n p n Tempo O p n n p
22 | 12 meses p n p n 12 meses p n n n
18 meses o] o] o] n 18 meses o] n n n
Tempo 0 n n p p Tempo O p n p n
23 | 12 meses p n n n 12 meses p n p n
18 meses n n n n 18 meses p p n p
Tempo O n n n n Tempo O o] n n p
24 | 12 meses p n n n 12 meses p n p n
18 meses n n n n 18 meses p n n n
Tempo O n Tempo O o] n p n
25 12 meses p n n 12 meses p n n n
18 meses n n n n 18 meses p n n n
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Tempo O n n n n Tempo O p n n n
26 | 12 meses p n p p VA 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n p p Tempo O p n p p
27 | 12 meses p n p p AA 12 meses p n p p
18 meses o] n o] o] 18 meses o] n n p
Tempo O n n n n Tempo O p n p p
28 | 12 meses p n p p BB 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses n n n p
Tempo O n n n p Tempo O p n p n
29 | 12 meses p n o] n CcC 12 meses o] n n p
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n p p Tempo O p n p p
30 | 12 meses p n p p DD 12 meses p n p p
18 meses p n p p 18 meses p n p n
Tempo 0 n n p p Tempo O p n n n
31 | 12 meses p n p n EE 12 meses p n p n
18 meses o] n n n 18 meses o] n p n
Tempo 0 n n n n Tempo O p n n p
32 | 12 meses p n n n FF 12 meses p n n n
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n o] n Tempo O o] n n p
5] 12 meses p n p p GG 12 meses p n p n
18 meses p n n n 18 meses p n n n
Tempo O n n n Tempo O o] n n n
34 12 meses p n n p HH 12 meses p n p p
18 meses p n n n 18 meses p n n p
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Tempo O n n p n Tempo O p n p p
35 | 12 meses p n n n ] 12 meses p n n p
18 meses p n n n 18 meses p n p p
Tempo O n n p p Tempo O p n p p
36 | 12 meses p n p p JJ 12 meses p n n n
18 meses p n p n 18 meses p n n p
Tempo O n n n p Tempo O p n p p
37 | 12 meses p n p n KK 12 meses p n p p
18 meses p n p n 18 meses p n p n
Tempo O n n n n Tempo O p n n p
38 | 12 meses p p p n LL 12 meses p n p n
18 meses o] p o] n 18 meses o] n n p
Tempo O n n p p
39 [ 12 meses p n p n
18 meses p n p p
Tempo 0 n n n p
40 | 12 meses p n p p
18 meses o] n o] p
Tempo 0 n n p p
41 | 12 meses p n p p
18 meses p n p p
Tempo O n n o] o]
42 | 12 meses p p n p
18 meses o] n o] o]
n: negativo
p: positivo
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