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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a forma mais grave dentre os
diferentes tipos de leishmaniose, podendo levar a morte se ndo for diagnosticada e
tratada. No Brasil, a LV é uma doenca zoonotica, causada pela espécie Leishmania
infantum, sendo o céo seu principal reservatorio. A LV é um grave problema de saude
publica, devido ao crescente nimero de novos casos e de mortes a cada ano, colocando
0 Brasil na posic¢éo de terceiro lugar em incidéncia no mundo. Assumindo que o céo
possui um papel central na epidemiologia da LV, as atuais estratégias de controle se
resumem na eliminacdo de cdes soropositivos, no combate as formas adultas do vetor,
no diagnostico e tratamento de humanos. Entretanto, os usuais métodos de diagnostico
apresentam limitacGes criticas que refletem diretamente na eficiéncia dos programas de
controle da doenca que, ainda, vigoram no pais. Neste contexto, se fazem urgentes
estudos que visem o desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico que sejam
simples, rapidas, ndo invasivas, de relativo baixo custo e que possam ser utilizadas em
campo. Diante do exposto, o presente trabalho teve como principal objetivo a produgéo
de um novo antigeno recombinante, baseado na porcdo repetitiva de kinesina de L.
infantum. Analises in silico de predicdo indicaram que a kinesina apresenta em sua
porcdo repetitiva inimeros epitopos de células B e um alto grau de desordem
estrutural, sugerindo que antigenos constituidos de motivos repetitivos desta proteina
exibem um alto potencial antigénico. Para a expressdo heteréloga da proteina
recombinante foram desenhados iniciadores especificos contendo em suas
extremidades sitios de restricdo para facilitacdo da transferéncia de amplicons em
vetores de clonagem e de expressdo, possibilitando a producdo de um antigeno
recombinante sollvel, com 8.5 motivos repetitivos de 39 aminoacidos, chamado
rKDDR. Ensaios comparativos de reconhecimento soroldgico canino e humano
comprovaram que a rKDDR possui maior sensibilidade (cdo 88,54% e 78,13; humano
92,86% e 90,48%, respectivamente) e especificidade (cdo 97,30% e 90,09%; humano
100% e 97,92%, respectivamente) em relacdo a rK39. Além disso, a ELISA rKDDR
apresentou melhor desempenho quando comparada com o Kit EIE-LVC, teste
soroldgico recomendado pelo Ministério da Salude para o diagnostico da LV canina.
Esses resultados indicam que a rKDDR pode ser utilizada para o teste diagndstico da

leishmaniose visceral e contribuir para o controle da infeccdo em cées e humanos.

Xi



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) or kala-azar is the most severe form among the
different types of leishmaniasis, which can lead to death if not properly diagnosed and

treated. In Brazil, the VL is a zoonotic disease caused by Leishmania infantum and dogs

are the major reservoir. VL is a serious public health problem due to the increasing
number of new cases and deaths each year, which places Brazil in the third position of
incidence worldwide. Assuming that dogs have a central role in the epidemiology of VL,
current strategies of control are focused in the elimination of seropositive dogs, vector
control and the diagnosis and treatment of infected humans. However, the usual
diagnostic methods have critical limitations that limit the efficiency of programs for
control that still prevail in the country. In this context, development of simple, quick,
non-invasive, relatively low cost diagnostic techniques that could be used in the field
are still urgent and necessary. The present work aimed to produce a new recombinant

antigen based on the repetitive portion of the L. infantum kinesin. In silico prediction

showed that the kinesin repetitive portion presents numerous B cell epitopes and a high
degree of structural disorder, suggesting a high potential of antigenicity. For the
heterologous expression of recombinant protein, specific primers containing an
overhang at restriction sites to facilitate the transfer of amplicons into cloning and
expression vectors were designed, enabling the production of a soluble recombinant
antigen, with 8.5 motifs of 39 amino acid repeating, namely rKDDR. Comparatively,
canine and human serologic recognition tests of rKDDR has shown greatest sensitivity
(dog: 88.54% and 78.13%; human: 92.86% and 90.48%, respectively) and specificity
(dog: 97.30% and 90.09%; human: 100% and 97.92%, respectively) when compared to
rk39. In addition, rKDDR-ELISA shown better performance when compared with the
kit EIE-LVC, the serologic test recommended by the Brazilian Ministry of Health for the
diagnosis of canine VL. Taking together, these results indicate that rKkDDR might be
used for serodiagnosis test of visceral leishmaniasis and contribute to the control of the

infection in dogs and humans.
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1.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), tambem denominada calazar (kala-azar), €
considerada uma doenca sistémica e de alta letalidade, pois se ndo houver tratamento,
pode levar & morte em mais de 90% dos casos. A doenca € causada por espécies de
protozoarios digenéticos pertencentes ao Filo Sarcomastigophora, Ordem
Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae (Ross 1903) e apresenta um periodo médio
de incubacéo de 2 a 6 meses no homem e 3 a 7 meses no cdo (Ministério da Salde
2006). A LV exibe um amplo espectro de manifestacBes clinicas, que podem variar
desde casos assintomaticos a ocorréncias graves, estas, com acentuado
comprometimento de 6rgdos como baco, figado, medula dssea, linfonodos, epiderme e

intestino.

1.1.1 Os agentes etioldgicos da leishmaniose visceral

Até pouco tempo, admitia-se a existéncia de trés espécies - Leishmania
donovani, L. infantum e L. chagasi - causadoras da LV, reunindo-as em um complexo
chamado Leishmania donovani (Lainson & Shaw 1987). Entretanto, ap0s uma revisao
realizada por Lainson e Shaw em 2005, passou-se a admitir duas subespécies
viscerotrdpicas geograficamente separadas responsaveis pela LV: a Leishmania (L.)
infantum chagasi, incriminada como o agente etioldgico da LV americana e Leishmania
(L.) infantum infantum sendo o agente no Velho Mundo (Lainson & Shaw 2005).

Ja a proposta feita por Lukes e col. em 2007, presume que a leishmaniose
visceral é causada por protozoarios pertencentes ao complexo Leishmania donovani,
reunindo duas espécies de Leishmania: Leishmania (Leishmania) donovani e
Leishmania (Leishmania) infantum, sendo a especie L. (L.) infantum o agente etiologico
da LV de transmissdo zoondtica nas Américas, Europa, Africa, China e no oriente
médio. Ja em regides como India, ocidente africano, Bangladesh e Nepal a espécie L.
(L.) donovani é a responsavel por provocar tanto a forma classica da LV, com também a
leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPK). Além disso, sua transmissao possui carater
antroponotico, ou seja, a doenca € transmitida de um ser humano para outro através do
vetor (Herwaldt 1999, Lukes et al. 2007).
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Atualmente, por falta de evidéncias solidas que comprovem diferencas
relevantes entre as especies L. infantum e L. chagasi, ambas sdo consideradas

sinonimias (Mauricio et al. 2000).

1.1.2 Ciclo bioldgico e transmisséo

Os parasitos do género Leishmania sdo transmitidos através da picada de
dipteros pertencentes a Familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (Lainson &
Shaw 1978), conhecidos popularmente como mosquito-palha,
birigui, cangalha, tatuquira, entre outros.

O flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis € considerado o vetor da L.
infantum no Brasil, afetando tanto o homem quanto os animais domésticos em
ambientes urbanos e periurbanos (Sacks & Kamhawi 2001, Lainson & Rangel 2005).
Esses parasitos exibem um ciclo de vida heteréxeno, que significa ocorréncia de
alternancia em hospedeiros vertebrados e invertebrados.

No seu ciclo de vida (Figura 1), os parasitos podem apresentar formas
flageladas (promastigotas e paramastigotas), as quais se desenvolvem no tubo digestivo
do flebotomineo, enquanto que as formas ndo-flageladas, denominadas amastigotas,
desenvolvem-se no interior das células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) dos
hospedeiros vertebrados (Grimaldi & Schottelius 2001). O ciclo se inicia quando
fémeas de flebotomineo hematdfagas ingerem, durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro, as formas amastigotas. No interior do tubo digestivo do inseto, as
amastigotas comecam a dividir e se diferenciar em promastigotas prociclicas (células
alongadas e com flagelo livre). Posteriormente, ap6s o rompimento da membrana
peritrofica, os parasitos migram para a regido anterior do tubo digestivo do inseto e
invadem o esbfago e faringe. Ali os parasitos se diferenciam em formas infectantes
chamadas promastigotas metaciclicas (Killick Kendrick & Rioux 1991, Schlein 1993).
Durante um novo repasto sanguineo, a fémea de flebotomineo regurgita as formas
promastigotas metaciclicas infectantes no local da picada, onde s&o imediatamente
internalizadas por macrofagos residentes ou por células do SFM do hospedeiro
vertebrado. No interior dos fagolisossomos, as formas flageladas se diferenciam em
amastigotas, que passam a se multiplicar por divisdo binaria, até que a célula hospedeira

se rompa liberando as amastigotas, que serdo fagocitadas por macréfagos adjacentes
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dando continuidade ao ciclo no hospedeiro vertebrado (Mosser & Brittingham 1997,
Kane & Mosser 2000).

Flebotomineo

Estdgioinfectante
3 - Flebotomineo regurgita promastigotas
i . metaciclicas durante repasto sanguineo
Promastigotas sio / ; \
3 ~ o =

fagocitados por — ’ S

macrofagos
"

~ Promastigotas multiplicam-se no intestino, migram para a
probocide e transformam-se em promastigotas
metaciclicas infectantes

iy
)

Promastigotas
transformam-se em
amastigotas no
interior de
macrofagos

Amastigotas transformam-se em promastigotas

/ no intestino

- Amastigotas sao liberadas

-@ - -
Flebotomineosingerem macrofagos infectados
com amastigotas durante repasto sanguineo

Figura 1. Esquema do ciclo de vida do género Leishmania nos seus hospedeiros
vertebrados e invertebrados. FONTE: adaptado de (Stuart et al. 2008).

1.1.3 Aspectos gerais da epidemiologia e distribuicdo da leishmaniose visceral

Apesar do crescente esfor¢co no combate da transmissdo da LV no mundo, seja
no ambito da pesquisa ou pelos inimeros programas de controles espalhados nos
diferentes continentes, o calazar ainda é classificada como uma doenca negligenciada,
de acordo com recentes estimativas da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) (WHO
2014).
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A LV exibe uma ampla distribuicdo geogréfica (Figura 2), sendo que até o
presente momento ocorre em 65 paises, onde 90% dos casos concentram-se em cinco
Estados de baixo indice s6cio-econdmico, os quais sdo: Brasil, Bangladesh, india, Nepal
e Suddo. As regides rurais e suburbanas desses paises representam os locais com
maiores taxas de transmissdo, afetando principalmente criangas e idosos (Alvar et al.
2012).

Estima-se que, anualmente, séo registrados de 0,2 a 0,4 milhdes de novos casos
de LV, além de ocorrerem entre 20 mil e 40 mil mortes causadas pelas espécies de
Leishmania viscerotropicas em todo o mundo (WHO 2014). Em termos globais, o
Brasil é o terceiro mais importante foco de LV, sendo também o detentor do maior
nimero de novos casos relatados de calazar nas Américas, (Desjeux 2004a, b, Maia-
Elkhoury et al. 2008, Alvar et al. 2012). No periodo de 1998 a 2010 o nimero médio
anual de casos de LV no pais foi de 3246, com uma taxa de incidéncia de
aproximadamente 1,85 casos por 100.000 habitantes, e com uma tendéncia a aumentar,
devido ao crescimento constante da populacdo de cées infectados (Maia-Elkhoury et al.
2008, Alvar et al. 2012). Além disso, nos ultimos anos, o nimero de mortes, bem como
a taxa de letalidade relacionada a VL tém aumentado gradualmente: foram registradas
117 (3,4%) mortes no ano de 1994, subindo para 262 (7,2%) em 2006, representando
um aumento na taxa de mortalidade de quase 124% (Ministério da Saude 2010).

Casos de co-infecgdo de Leishmania (complexo L. donovani) e o virus do HIV
(Human Immunodeficiency Virus — Virus da Imunodeficiéncia Humana) tém
aumentado ao longo dos anos no Brasil. Em 2006, 2,5% dos casos de LV foram
concomitantes com infeccdo por HIV (Maia-Elkhoury et al. 2007). J& em 2008, o
percentual de casos de LV concomitante com HIV subiu para 4,2% (Sousa-Gomes et al.
2011).
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Figura 2. Estado de endemicidade da leishmaniose visceral no ano de 2012.
FONTE: WHO, 2013
(http://gamapserver.who.int/mapL.ibrary/Files/Maps/Leishmaniasis VL 2013.png)

1.1.4 O controle da leishmaniose visceral

Diante do atual panorama epidemiolégico da LV no mundo, da diversidade e da
complexidade das relagbes biologicas entre os parasitos e 0s seus hospedeiros, nos
diferentes ambientes, ndo resta davidas de que estabelecer um programa de controle em
locais endémicos se torna um verdadeiro desafio para as agéncias de saide publica. A
sugestdo da WHO para a prevencao e combate da LV em éareas endémicas € de que haja
uma combinacdo de estratégias de intervencdes direcionadas aos reservatorios e vetores
(preferencialmente estigios adultos do flebotomineo), em paralelo com um
monitoramento ativo de infeccdo através de métodos sensiveis de diagndstico clinico,
parasitolégico e soroldgico (WHO 2010).


http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013.png
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Atualmente, no Brasil, pelo fato da transmisséo da LV ser de carater zoonético e
dos reservatorios (cdes) desempenharem um papel central da epidemiologia da doenca
no pais, foram estabelecidas trés frentes de combate fundamentais: eliminacéo de cées
positivos, o combate as formas adultas do vetor e diagnodstico seguido de tratamento.
Estudos anteriores ja demonstraram que tais medidas podem reduzir drasticamente a
transmissdo, se mantidas por um longo periodo de tempo (Magalhaes et al. 1980,
Desjeux 1996, Jeronimo et al. 2000, Palatnik-de-Sousa et al. 2001, Franca-Silva et al.
2003). Entretanto, recentemente, essa estratégia tem sido questionada. Apesar de
esforgos agressivos no controle da LVC centrados na eliminagdo de cdes reativos aos
testes de diagndstico — que também tém sido questionados — e na aplicacdo de
inseticidas, a incidéncia da LV humana continua em niveis altos e crescentes (Dantas-
Torres & Branddo-Filho 2006). A esse dilema do controle da LVC, atribui-se o fato de
que cerca de 80% dos caes infectados de areas endémicas exibem a forma assintomatica
da doenca, os quais acabam atuando ativamente como fonte infec¢do e passando
despercebidos pelos testes soroldgicos vigentes (Reis et al. 2006, Dantas-Torres et al.
2006).

A falta de um teste diagndstico soroldgico confiavel, sensivel, rapido e simples
representa um dos problemas centrais para o controle da LV (Ritmeijer et al. 2006,
Akhoundi et al. 2010).

1.2 Diagnostico da leishmaniose visceral

1.2.1 Diagnostico clinico

Na LV humana os sintomas podem variar de paciente para paciente, dependendo
de fatores relacionados a viruléncia do parasito e do estado imunologico do individuo.
O diagnostico clinico deve ser feito levando em consideracdo sinais como: febre e
esplenomegalia, associado ou ndo a hepatomegalia e pancitopenia (Boelaert et al. 2004,
Ministério da Salde 2006). Em cées sintomaticos é possivel observar alteracbes
cutaneas, linfadenomegalia local ou generalizada, perda de peso, aumento do tamanho
do baco e do figado, onicogrifose e apatia (Maia & Campino 2008).

A diversidade de sinais clinicos da doenca torna o diagnostico clinico da LV

bastante complexo. Além da auséncia de sintomatologias patognomaonicas, 0s sinais
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classicos da doenca podem ser facilmente confundidos com outras parasitoses (Silva, F.

S. 2007), dificultando o diagnostico clinico.

1.2.2 Diagnostico Parasitoldgico

Os metodos de diagndstico parasitoldgicos de visualizagdo dos parasitos por
meio de microscopia apresentam os maiores indices de especificidade, alguns chegam a
atingir bons niveis de sensibilidade e sdo considerados o padrdo ouro para o diagnéstico
da LV (Herwaldt 1999). Entretanto, os métodos convencionais baseiam-se em técnicas
de investigacOes por microscopia de esfregaco de fragmentos ou puncao de liquidos dos
tecidos de tropismo tipicos do parasito, como puncdo medular e esplénica (Ho et al.
1948, Siddig et al. 1988, Zijlstra et al. 1992, Babiker et al. 2007). Tais métodos s&o
altamente invasivos e dolorosos, que exigem profundo conhecimento técnico para serem
realizados (Kager & Rees 1983). Além disso, os resultados dos testes parasitoldgicos
sdo demorados e a sensibilidade € dependente da carga parasitaria, a qual depende da

evolucgéo da doenga (Vilaplana et al. 2004, Reis et al. 2006).

1.2.3 Diagnostico soroldgico

Diferentes métodos empregados na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania tém
sido desenvolvidos (Tabela 1), entretanto limitagdes como reducdo dos niveis de
anticorpos ap6s o tratamento (Kumar et al. 2001, Braz et al. 2002) e significativa
proporcao de individuos assintomaticos torna esta estratégia de controle um verdadeiro
desafio (Schaefer et al. 1995).

O primeiro teste soroldgico especifico realizado para diagnosticar a LV foi a
reacao de fixacdo do complemento (RFC) e se tornou, a partir do final da década de 50,
uma boa alternativa para os exames parasitoldgicos diretos, entretanto sua baixa
sensibilidade e devido a reagédo cruzada com outras formas da leishmaniose o teste foi
rapidamente substituido por ensaios de fluorescéncia que surgiram na década de 60
(Flemmings et al. 1984, Hockmeyer et al. 1984, Smith et al. 1984, Pappas et al. 1985).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) comecou a ser utilizada a partir
da década de 60 e até recentemente era considerada como o método soroldgico padrdo

ouro no diagndstico da LV devido a sua alta sensibilidade (87-100%) e especificidade
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(77-100%) (el Amin et al. 1986, Igbal et al. 2002, Boelaert et al. 2004). Entretanto,
aspectos como, demanda de equipamentos sofisticados e de elevada experiéncia técnica
para a realizacdo deste teste o tornam laborioso e caro, inviabilizando sua aplicabilidade
em campo, bem como sua utilizagdo em estudos de triagem em larga escala (Igbal et al.
2002, Chappuis et al. 2007).

O ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA) foi introduzido da década
de 70 e atualmente é o teste soroldgico mais utilizado para o diagndstico da LV (Alves
& Bevilacqua 2004). Este ensaio possui a vantagem de ser utilizado em testes de
triagem em estudos epidemiolégicos, devido a capacidade de processar varias amostras
ao mesmo tempo, porém sua performance é muito influenciada pelo tipo de antigeno
utilizado no teste (Maia & Campino 2008). A ELISA com antigenos brutos ou soliveis
é a mais comumente realizada e apresenta sensibilidade variando entre 80% e 100%,
enquanto que a especificidade pode variar de 84% a 95% (Rajasekariah et al. 2001a,
Ryan et al. 2002). A especificidade da ELISA de antigenos brutos ou sollveis pode ser
comprometida, pois estes testes podem apresentar reatividade cruzada com outros
protozoarios parasitos que possuem moléculas antigénicas semelhantes as de L.
infantum (Choudhry et al. 1990, Oliveira et al. 2008, Romero et al. 2009, Zanette et al.
2014). O rK39 é predominantemente apontado pela literatura cientifica como o antigeno
recombinante mais promissor para o diagndstico sorologico da LV (Burns et al. 1993),
apresentando excelente sensibilidade (93-100%) e especificidade (97-98%) em testes de
ELISA realizados em varios paises endémicos para a LV (Qu et al. 1994, Singh et al.
1995, Badard et al. 1996, Braz et al. 2002, Kurkjian et al. 2005, Costa et al. 2012).
Entretanto, esse antigeno tem sido menos eficiente em algumas regides, como por
exemplo, no leste da Africa. De algum modo, pacientes residentes em areas endémicas
do Sud&o apresentam baixos titulos de anticorpos contra a rK39 quando comparados
com pacientes indianos (Ritmeijer et al. 2006).

Testes soroldgicos baseados em ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou western blot (ver Tabela 1) tém mostrado alta
precisdo para o diagnostico da LV, entretanto estes testes revelam uma seria limitacdo
por ndo serem adaptados ao campo (Ho et al. 1983, Igbal et al. 2002). Como alternativa
as limitacOes inerentes aos testes imunoenzimaticos apontadas anteriormente, o teste de

aglutinacdo direta (DAT) é de facil execucdo, baixo custo e pode ser utilizado em
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campo (Harith et al. 1986, 1987). Varios estudos com o DAT em diferentes &areas
endémicas mostraram sensibilidade variando de 85% a 100% e especificidade de 91% a
100% (Oskam et al. 1999, Chappuis et al. 2006, Akhoundi et al. 2010). Este método
apresenta limitacOes relacionadas ao tempo elevado de espera para se obter o resultado,
além da dificuldade de padronizacdo da concentracdo do antigeno a ser utilizado
(Chappuis et al. 2006, 2007).

Outro método de sorodiagnostico da LV de boa aplicagdo em campo é o teste
imunocromatografico da rk39 (TIC-rK39). Pela sua simplicidade, rapido resultado, alta
reprodutibilidade e baixo custo, este teste € considerado a melhor ferramenta para
diagnostico da LV em estudos de triagem em campo (Chappuis et al. 2007), exibindo
boa sensibilidade e especificidade (90-100% e 93-100%, respectivamente) (Sundar et al.
1998, 2002, Jelinek et al. 1999, Carvalho et al. 2003, Welch et al. 2008). Contudo, mais
estudos para a validacdo do TIC da rK39 ainda sdo necessarios.

Muitos estudos ja demonstraram a presenca de varios antigenos de Leishmania
na urina de pacientes com LV (Abeijon et al. 2012, Abeijon & Campos-Neto 2013). O
teste de aglutinacdo do latex (KAtex) é relativamente simples e recomenda-se seu uso
para pacientes imunocomprometidos, entretanto casos de pacientes com baixa
concentracdo de antigeno na urina impede a sua distincdo com pacientes negativos,
comprometendo a sensibilidade do teste (Attar et al. 2001, Sarkari et al. 2002, Rijal et
al. 2004).

Apesar do continuo desenvolvimento de variados testes de imunodiagnostico da
LV ao longo das Ultimas décadas, limitacGes intrinsecas de cada técnica resulta em um
diagnostico impreciso, tornando também imprecisos o0s dados epidemioldgicos
resultantes de estudos feitos com estas mesmas técnicas. Este tipo de problema reforca
ainda mais importancia do esforgo cientifico para o desenvolvimento de tecnologias e

testes mais confiaveis para o diagnostico da LV.
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Ensaio ou Sensibilidade (%)  Especificidade (%) Vantagens Desvantagens Referéncias
Método
RIFI 87-100 77-100 Detectavel nos estagios iniciais da Requer laboratdrios sofisticados. Nenhuma  (Badaro et al. 1983, Igbal et
infeccdo e ndo detectavel de 6-9 aplicagdo no campo al. 2002, Boelaert et al. 2004)
meses apos cura clinica
ELISA 52-98 50-100 Pode ser usado em triagens em larga A sensibilidade e especificidade sdo muito  (Rajasekariah et al. 2001b,
escala de estudos epidemioldgicos influenciadas pelo antigeno utilizado. Ryan et al. 2002, Menezes-
Requer pessoal qualificado, equipamentos Souza et al. 2014b)
sofisticados e eletricidade
CSA como 80-100 84-95 Alta sensibilidade Reatividade cruzada relativamente alta, (Rajasekariah et al. 2001b,
Ag. reduzindo a especificidade do teste Ryan et al. 2002)
Deteccio de rkK39 como 75-98 79-89 (Burns et al. 1993, Badaro et
#anticor o Ag. al. 1996, Abass et al. 2013)
anticorpo Western 90-98 98-100 Fornece respostas de anticorpos Demorado, tecnicamente complicado e (Mary et al. 1992, Santos-
Blot detalhadas para varios antigenos de dispendioso Gomes et al. 2000, Brito et al.
Leishmania 2000, Ravindran et al. 2004,
Cota et al. 2012)
DAT 85-100 91-100 Teste rapido, aplicavel em campo LimitagBes para uso em regides de (Oskam et al. 1999, Chappuis
endemicidade. Tempo de incubagdo longo. et al. 2006, Akhoundi et al.
Indisponibilidade de fonte comercial do 2010)
antigeno e fragilidade
TIC com 90-100 93-100 Baixo custo, rapido, simples e pode N4o detecta assintomaticos com baixa (Sundar et al. 1998, 2002,
rk39 ser realizada por uma pessoa nao titulacao Jelinek et al. 1999, Carvalho
treinada et al. 2003, Welch et al. 2008)
KAtex 79-100 60-100 Simples, facil realizacéo e Gtil para Dificil distinguir resultado fracamente (Attar et al. 2001, Sarkari et

Deteccéo de
antigeno

diagndstico de pacientes
imunocomprometidos

positivo de resultados negativos; a urina
deve ser fervida para eliminar fatores
aglutinantes evitando reac6es falso-positivo

al. 2002, Rijal et al. 2004)

Abreviaturas: (RIFI) reacdo de imunofluorescéncia; (CSA) “crude soluble antigen” - antigeno bruto soltvel; (DAT) “direct agglutination test” —

teste de aglutinacdo direta; (TIC) teste de imunocromatografia.

FONTE: adaptado de (Elmahallawy et al. 2014).
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1.2.4 Kinesinas de Leishmania

As kinesinas pertencem a uma superfamilia de proteinas motoras que estdo
presentes em todos 0s eucariontes e desempenham um papel importante na regulagdo
dos processos de mitose e controle de comprimento do flagelo das espécies de
Leishmania (Dubessay et al. 2006, Blaineau et al. 2007). Em 1993, Burns e
colaboradores caracterizaram um antigeno relacionado a molécula de kinesina (locus
tag: Linj.14.1180) de L. infantum (LiKin). De modo geral, a Likin compde a maquinaria
de proteinas responsaveis pela movimentacdo do flagelo, movimentacdo dos
cromossomos durante a fase de divisdo celular e locomogdo de vesiculas
citoplasmaticas (Burns et al. 1993). Em sua estrutura molecular primaria, a LiKin possui
uma serie de repeti¢des de 39 aminoacidos denominado K39 (Burns et al. 1993).

A importante relacdo das kinesinas de Leishmania com o diagndstico sorolégico
deve-se a presenca de longas regides repetitivas na sua sequéncia proteica. Esta regido
de repeticdo que se estende por grande parte da extensdo da proteina apresenta blocos
ou motivos de repeticdo de 39 aminoacidos. Os motivos repetitivos, aparentemente,
estdo associados com a elevada antigenicidade de proteinas recombinantes derivadas de
kinesinas (Burns et al. 1993, Bhatia et al. 1999, Sivakumar et al. 2006, Abass et al.
2013). Neste sentido, propomos a seguinte hipotese:

“O aumento da propor¢do de motivos repetitivos na proteina recombinante
derivada de kinesina, resultarda no aumento da performance dos testes de
reconhecimento sorologico”

Vérios antigenos recombinantes derivados de kinesina de Leishmanias do
complexo Leishmania donovani ja foram descritos. Dentre eles destacam-se as proteinas
derivadas de kinesina de L. infantum: rK39, rK9 e rK26 que apresentaram um bom
desempenho em diferentes estudos, revelando seu alto potencial para o diagnostico da
LV (Burns et al. 1993, Bhatia et al. 1999, Kurkjian et al. 2005, Farajnia et al. 2008,
Mohapatra et al. 2010). Antigenos recombinantes baseados na kinesina de L. donovani
tambem foram desenvolvidos e caracterizados, tais como: rKRP42, rKE16 e rKLOS8
(Sivakumar et al. 2006, Takagi et al. 2007, Abass et al. 2013). A rKE16 alcangou
sensibilidade e especificidade de 100% no diagnéstico da LV no Velho Mundo, além
disso esse antigeno revelou excelente performance para o diagndstico da leishmaniose

dérmica Pos-Kalazar (Sivakumar et al. 2006). Contudo, mesmo antigenos com boa

12



1. INTRODUCAO

performance como rK39 e rKE16 ainda apresentam baixo desempenho no Brasil e Leste
Africano (Cunningham et al. 2012), elevando ainda mais a necessidade de

desenvolvimento de novos antigenos recombinantes e mais eficientes baseados em

kinesina.
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2. JUSTIFICATIVA

Afetando anualmente aproximadamente 300.000 de pessoas no mundo, a
leishmaniose visceral € reconhecida pela Organiza¢cdo Mundial de Saide (OMS) como
uma das principais e mais graves doencas parasitarias (WHO 2014). O numero de
pessoas expostas ao risco de infeccdo em seis paises, que notificaram mais de 90% dos
casos de LV em todo o mundo, incluindo o Brasil, chegaria a 310 milhdes (WHO,
2014).

Dados epidemiologicos recentes identificaram lacunas no conhecimento sobre o
impacto e incidéncia da LV na maioria dos paises endémicos, chamando a atencdo para
a necessidade de desenvolvimento de um robusto sistema de vigilancia nesses locais
(Alvar et al. 2012, WHO 2013). Para que o sistema de vigilancia tenha impacto
significativo no controle da LV é necessario que haja métodos de diagndstico rapidos,
com boa reprodutibilidade e com 6tima acuracia. Por esse motivo, o desenvolvimento
de novos testes soroldgicos mais confidveis, utilizando novos antigenos que aumentem
a performance dos testes, é crucial para o controle da transmissdo da leishmaniose
visceral (LV) (Boelaert et al. 2000, van Griensven & Diro 2012).

Diante disso, neste trabalho, propomos a expressdo heteréloga de um novo
antigeno recombinante baseado na porc¢éo repetitiva da kinesina de L.infantum, visando,
sobretudo a construcdo de um antigeno recombinante constituido exclusivamente de
motivos repetitivos de kinesina denominado rKDDR (Kinesin Degenerated Derived

Repeat) para uso em testes de sorodiagndstico para a leishmaniose visceral.

15



3. OBJETIVOS




3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antigénico da proteina recombinante rKDDR e sua aplicacéo

em testes de reconhecimento sorologico para o diagnostico da leishmaniose visceral.

3.2. Objetivos Especificos
3.2.1. Predizer por ferramentas de bioinformética o potencial antigénico da KDDR;
3.2.2. Realizar a expressao heterologa da proteina rKDDR;

3.2.3. Realizar testes de ELISA comparativos para determinar a performance

diagndstica da rKDDR em relacdo a antigenos ja caracterizados para o diagnéstico da
leishmaniose visceral.
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4.1. Parasitos

4.1.1 Cultivo de L. infantum

Os parasitos da espécie L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46) foram
inicialmente isolados a partir de um fragmento do baco de hamsters da espécie
Mesocricetus auratus, experimentalmente infectados com 10’ promastigotas deste
parasito. As amostras dos bagos foram inoculadas em meio de cultura Schneider’s
Insect Medium (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab, Brasil). Com a finalidade de evitar contaminagdo com fungos e
bactérias, foram adicionados aos meio meios de cultura 100U/mL penicilina e
100pg/mL de estreptomicina (Gibco® Life technologies, EUA). As culturas foram
mantidas em estufa biolégica BOD (Tecnal TE-371, Brasil) a temperatura de 23°C *
1°C.

Para o crescimento adequado dos parasitos, as garrafas de culturas foram
homogeneizadas constantemente por um agitador (Elmeco, EUA)presente no interior da
BOD. Apds dez dias de expansao populacional das promastigotas, os parasitos foram
distribuidos em aliquotas para criopreservacdo em nitrogénio liquido em uma solucéao
PBS - Phosphate Buffered Saline [NaCl 153 mM (Synth, Brasil); Na,HPO, 7,6 mM
(Nuclear, Brasil); NaHPO, 2,7 mM (Nuclear, Brasil); pH = 7,4] contendo 1% de
Glicose (Vetec, Brasil) e 16% de Glicerol (Synth, Brasil) para serem utilizadas em

futuros experimentos deste estudo.

4.2. Predicao de epitopos lineares de células B e de desordem estrutural

Para avaliar o potencial antigénico da rKDDR, a sequéncia completa do gene da
kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180) de L. infantum foi submetida a predi¢cdo de
epitopos lineares de células B, utilizando o programa BepiPred 1.0 com um cut-off de
1,3 (Larsen et al. 2006). Para a determinagdo do grau de desordem da regido da KDDR

foi utilizado o programa IUPred, cut-off de 0,5(Dosztanyi et al. 2005).
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4.3. Expressado heterdloga da porcao repetitiva da kinesina de L. infantum

4.3.1. Obtengdo de DNA genomico de L. infantum purificado

Para extracdo de DNA gendémico foi utilizado o kit GFXTM Genomic Blood
DNA Purification (GE Healthcare, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. Foi
utilizado em cada extragdo 10° promastigotas de L. infantum. As formas promastigotas
foram submetidas a centrifugacédo a 2.000g (Eppendorf centrifuge 5804 R, Alemanha) a
4°C por 10 minutos. ApoOs essa centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado duas vezes com 10 mL de solucdo salina PBS com centrifugac6es de
2.000g a 4°C por 10 minutos. A 300 pL de cada amostra, foi adicionado 20 pL de
proteinase K (Bioline, Reino Unido) e 400 puL do tampdo de lise do kit GFXTM
Genomic Blood DNA Purification, seguido de agitagdo em vortex por 15 segundos e
incubacgéo por 10 minutos em temperatura ambiente. O DNA gendmico foi separado da
mistura inicial por sua afinidade a uma coluna de silica. A coluna com o DNA ligado foi
lavada 3 vezes com tampdo de lavagem. O DNA extraido foi eluido da coluna de silica
com 50 pL agua milliQ autoclavada previamente aquecida a 37°C e quantificado no

espectrofotémetro NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific, EUA).

4.3.2. Desenho de iniciadores que flanqueiam a regido repetitiva da kinesina de L.
infantum (TritrypDB ID: Linj.14.1180) para a obtencédo de amplicons utilizados na

expressao heteréloga

Iniciadores (primers) especificos para a regido repetitiva da kinesina foram
desenhados e validados por meio da amplificacdo in silico e por PCR convencional.
Para permitir que o primer reverso se anele especificamente dentro da porcéo repetitiva,
sem que ocorra sucessivos anelamentos inespecificos foi necessario encontrar um
nucleotideo degenerado entre as sequencias repetitivas (Figura 3-A). Com o auxilio da
ferramenta Clustal O (1.2.1) Multiple Sequence Alignment (Sievers & Higgins 2014),
foi feito o alinhamento multiplo dos 9 primeiros blocos das sequéncias de nucleotideos
que codificam os motivos repetitivos de 39 aminoacidos no gene da Kkinesina,

possibilitando a identificagdo de um nucleotideo (Timina) degenerado (Figura 3-B).
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Com isso, o primer reverso pode ser desenhado de modo a anelar em funcdo do

nucleotideo T degenerado (Figura 3-B). Os primers utilizados foram:

Forward, 5" GCTAGCCGTGAAAGCGCCTGC 3" e
Reverse, 5 CTCGAGTCAGGCCTCCAGCTGA 3.

A extremidade 5° de cada primer foram adicionados sitios de restricdo (em
negrito e sublinhados: Nhel and Xhol, respectivamente) para facilitar a transferéncia dos
amplicons entre os vetores de clonagem pGEM®-T (Promega, EUA) e de expressdo
pET28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP). Imediatamente apds o sitio de restricdo do
iniciador reverso (destacado em vermelho), foi também adicionado o codon de
terminacdo génica (stop codon). O tamanho esperado do amplicon gerado por esses

primers em PCR seria de 1086 pb.
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Figura 3. Desenho esquematico do cromossomo 14 de L. infantum e alinhamento
multiplo. A: O cromossomo 14 de L. infatum contém o gene que codifica a proteina
kinesina que possui uma extensa regido de repeticdo. B: alinhamento multiplo dos 9
primeiros motivos repetitivos (117 pb) do gene da kinesina (TritrypDB ID:
Linj.14.1180). T, timina degenerada; destacados em azul, nucleotideos que foram
utilizados como molde para o desenho do primer reverso (sequéncia complementar-
reversade: 5" TCAGCTGGAGGCC 37).
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4.3.3. Amplificacdes por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

As amplificagdes por PCR foram realizadas utilizando como molde 100ng de
DNA genémico de formas promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46), com
0 tampdo Green GoTag®Reaction Buffer (Promega, Barsil) 1x; 200uM de dNTP
(Promega, Brasil); 10ng de cada um dos iniciadores forward e reverse; e 1,25U de Tap
DNA Polimerase (Phoneutria Biotecnologia e Servigos Ltda, Brasil), em um volume

final de 50 pL de reagao.
4.3.4. Analise do padrao de amplificacdo em gel de agarose

Os amplicons (~1100 pb) obtidos nas PCRs foram submetidos a separacdo em
gel de agarose (Agargen, Brasil) 1% a 120v em tampdo TAE 1X (4,8 g/L Tris-base pH
= 8,0; 1,14 mL &cido acético glacial; 2 mL EDTA 0,5M), contendo 0,3 pg/ulL de
brometo de etidio (Bio-Rad, Brasil). Foi utilizado padrdo de peso molecular de 1kb
(Promega, EUA).

4.3.5. Purificacédo das bandas de tamanho esperado do gel de agarose

Apbs a separacdo em gel de agarose, as bandas de tamanho esperado foram
excisadas utilizando l1amina de bisturi. O DNA obtido foi submetido ao protocolo do
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, EUA) para obtencdo do DNA purificado.
4.3.6 Ligacao dos amplicons purificados ao vetor de clonagem PGEM®-T

Os amplicons purificados foram clonados no vetor pGEM®-T (Promega, EUA),
apos incubacdo por 16 horas a 4°C com a enzima T4-ligase, seguindo as instrugdes do

fabricante (Promega, EUA). Devido a presenca do gene de resisténcia a ampicilina no

vetor, esse antibiotico foi utilizado para selecdo de transformantes positivos.
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4.3.7 Transformacédo de bactérias por eletroporacao

Cerca de 20 pL dos sistemas de ligacdo foram incubados por 5 minutos no gelo
com 50 pL de bactérias Escherichia coli das cepas eletrocompetentes XL1-Blue
(Phoneutria, Brasil), ou BL-21Star. Apds este periodo, as amostras foram transferidas
para Micro Pulser Cuvettes (Bio-Rad, EUA) de 0,1 cm e submetidas a um pulso
(2,50kV) em um eletroporador MicroPulser (Bio-Rad, EUA). Apos a eletroporacéo,
foram adicionados 300 puL do meio de cultura 2xYT liquido (Triptona 16 g/L; Extrato
de Levedura 10 g/L; NaCl 5 g/L), seguido por incubacdo durante uma hora a 37°C em
agitacdo (Maxq 400, Thermo Scientific, EUA) a 180 rpm (rotagdes por minuto). Apos
este periodo, as amostras foram plaqueadas em meio sélido 2xYT-&gar a 1,5% com
ampicilina (SEM, Brasil) a 100 pg/mL caso o vetor utilizado tenha sido o pGEM®-T ou
kanamicina (Sigma-Aldrich, EUA) a 50ug/mL no caso do vetor pET28a-TEV. As
placas foram colocadas em estufa (Nova Etica, Brasil) & 37°C durante 12-16 horas, para
obtenc&o de colo6nias isoladas.

4.3.8. Extracdo e purificacdo dos plasmideos recombinantes

Os clones positivos obtidos foram inoculados em 3-4 mL de meio 2xYT,
contendo o antibidtico especifico para cada vetor, e cultivados durante 12-16 horas a
37°C sob agitagdo (Maxq 400, Thermo Scientific, EUA) de 180 rpm. A extracdo dos
plasmideos foi realizada utilizando o kit QIAprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen).

4.3.9. Digestao dos vetores com enzimas de restricao

Para aumentar a eficiéncia das enzimas de restricdo as digestoes foram divididas
em duas etapas. Primeiramente, os plasmideos pGEM®-T contendo os insertos, assim
como o vetor de expressdo pET28a-TEV, foram digeridos com Nhel (Promega, EUA)
durante 16 horas a 37°C. Apo6s a digestdo, as amostras foram submetidas a separacdo
eletroforética em gel agarose e purificacdo, como previamente descrito no item 4.3.4. O
produto da purificacdo foi entdo submetido a digestdo por Xhol (Promega, EUA),

repetindo os mesmos procedimentos da digestdo anterior.
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4.3.10. Ligacéo ao vetor de expressdo pET28a-TEV

O vetor de expressédo pET28a-TEV, produzido no centro de Biologia Molecular
e Estrutural (CeBiME, Campinas/SP), possui 0 gene de resisténcia a kanamicina para
selecdo positiva dos transformantes. A ligagdo entre os insertos obtidos do pGEM®-T
por digestdo enzimatica e o vetor pET28a-TEV, também previamente digerido com as
mesmas enzimas de restricdo, foi realizada nas suas extremidades coesivas, por
incubagdo a 4°C durante 16 horas com a enzima T4 Ligase (Promega) em tampao
especifico (Tris-HCI 30mM, MgCl, 10mM, DTT 10mM, ATP 10mM, pH = 7.8). Apds
a incubacao, o produto de ligacdo foi utilizado na transformacéo de bactérias E. coli BL-
21Star por eletroporacéo.

4.3.11. Sequenciamento da montagem pET28a-TEV/KDDR

O sequenciamento dos clones positivos foi realizado pela empresa Macrogen
(Seul, Coréia do Sul) em sequenciador automatico ABI Prism®3730xI DNA Analyser
(AppliedBiosystems), utilizando os primers T7 forward e reverse para 0 vetor pET28a-
TEV. As sequéncias obtidas foram processadas pelo pacote PhredPhrapConsed (Ewing
et al. 1998, Ewing & Green 1998), para retirada de sequéncias de baixa qualidade,
sequéncias do vetor e formacdo de contigs. ApOs 0 processamento, as sequéncias foram
submetidas a pesquisa de homologia usando o programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990) contra o banco de dados ‘“Nucleotide
collection (nr/nt)” do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e contra
todos os bancos de genoma do Tritrypdb DB, para confirmagdo da identidade dos genes
clonados. Para avaliar o grau de identidade entre a proteina recombinante predita e a
sequéncia proteica da kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180), foi feito o alinhamento
global utilizando o programa Clustal O (1.2.1) Multiple Sequence Alignment (Sievers
& Higgins 2014).
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4.3.12. Inducdo da expressao das proteinas recombinantes

Colbnias isoladas de E. coli BL-21Star contendo o plasmideo pET28a-
TEV/KDDR, foram inoculadas em 3 mL de meio 2xYT liquido contendo kanamicina
(50 pug/mL) e incubadas a 37°C por 14 horas sob agitacdo de 180 rpm. Apos este
periodo, os indculos foram diluidos na proporgdo de 1:20 em 10 mL de meio 2xYT
contendo kanamicina (50pug/mL) e incubados a 37°C a 180 rpm até atingirem DO600
(Densidade optica) entre 0,6 e 0,8. A expressdo das proteinas recombinantes foi
induzida pela adicdo de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) a 1mM
(Invitrogen, Brasil), sendo a cultura, entdo, incubada por 3 horas a 37°C a 180rpm. Ap6s
as 3 horas de inducdo, a cultura foi centrifugada a 2.000 g, por 25 minutos a 4°C em
centrifuga Eppendorf 5804R, congelada em nitrogénio liquido e armazenada a —80°C.
Aliquotas da cultura que foram separadas imediatamente antes da adi¢do de IPTG e

apos 3 horas de expressdo foram também congeladas.

4.3.13. Teste de solubilidade

Os sedimentos celulares mantidos a —80°C serédo descongelados e ressuspendidos
em 5 mL de PBS para cada 50 mL de cultura, na presenca de Lisozima (Sigma, EUA)
al00 pg/mL, sendo, entdo, homogeneizados e deixados em repouso por 15 minutos.
Apdbs o repouso, as aliquotas foram submetidas a 5 ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C e passadas
exaustivamente em seringas de insulina (ImL/U100, 26G '4”, 0,45x13mm — TKL,
China) para fragmentagdo do DNA genémico. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 11.000 g a 4°C, para separacéo das fracGes soltvel (sobrenadante) e insolGvel
(sedimento). Amostras destas duas fracGes foram analisadas em gel de poliacrilamida-

SDS (vide item 4.3.14) para avaliar em qual fracdo se encontra a proteina recombinante.
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4.3.14. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

As amostras obtidas nos testes de expressdo, solubilidade e fracGes das
purificacdes foram submetidas a separacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida,
utilizando Bis-acrilamida (Gibco BRL Ultra Pure, EUA) 40%. O gel de separacdo a
12% foi preparado utilizando Tris-HCI 1,5M pH8,8 e SDS 0,01%; persulfato de amonio
0,5 viv e TEMED (Promega, EUA) 0,05 v/v. O gel de concentracdo foi preparado de
modo semelhante ao de separacdo, mas utilizando o tampé&o Tris-HCI 1,5M pH6,8.

As amostras obtidas da induco e teste de solubilidade foi adicionado o tamp&o
de amostra (SDS 10%; Tris-HCI 0,5 mM pH 6,8; azul de Bromofenol 1%; 2--
mercaptoetanol 5%; glicerol 10%). As amostras foram fervidas durante 5 minutos para
desnaturacdo das proteinas e aplicadas no gel para separacdo eletroforética. A
eletroforese foi realizada em tampao de corrida (Tris-HCI 25mM; glicina 192 mM; SDS
0,1%, pH = 8,3) a voltagem constante de 200 V. Apds a corrida, os géis foram corados
por incubacdo por 2-16 horas com a solucdo de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant
Blue G-250 0,25%; metanol 50%; acido acético 10%), e entdo, descorados em solucao

etanol 30% e acido acético 10%.

4.3.15. Purificacao de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

Apbs a realizacdo do procedimento da secdo 4.3.13 (Teste de solubilidade) e
uma vez definido em qual fracdo (soltvel ou insoltvel) se encontra a proteina, o extrato
proteico foi aplicado em uma coluna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare Life
Sciences, EUA) conectada a um HPLC (High Performance/Pressure Liquide
Chromatography — AktaPrime Plus, GE). A coluna foi primeiramente lavada utilizando
5 volumes de coluna com o tampéo A (fosfato de sédio 20mM; NaCl 500mM; imidazol
30mM). A eluicéo foi realizada através da adi¢do do tampéo B (fosfato de sodio 20mM;
NaCl 500mM; imidazol 500mM). Todas as fragGes obtidas que compreenderem toda a
extensdo do pico de absorbancia observado durante a eluicdo foram analisadas por

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS.
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4.4. Ensaios de reconhecimento soroldgico

4.4.1 Soros de cdes

O painel de soros caninos consistiu de 206 amostras, das quais 96 provenientes
de cées naturalmente infectados com L. infantum (grupo LVC). As amostras de soros
caninos infectados com Leishmania (n = 96) foram obtidas de &reas endémicas para
LVC no Estado de Minas Gerais, no sudeste do Brasil. O principal critério de inclusao
para amostras de soro LVC utilizados neste estudo foi a positividade parasitologica para
a espécie L. infantum, confirmada por analise microscopica de aspirados de medula
Ossea. Cées machos e fémeas residentes em area ndo endémica para leishmaniose
visceral e com resultados negativos para Leishmania em esfregacos de tecido (medula
Ossea) foram considerados ndo-infectados e, portanto, foram utilizados como controle
negativo CN (n = 81). As amostras de cdes experimentalmente infectados com
Trypanosoma cruzi (Tc, n = 15) e naturalmente infectados com Babesia sp. (n = 15)

foram incluidas para avaliar possivel reatividade cruzada.

4.4.2 Soros humanos

Todas as amostras foram obtidas a partir do banco de soros do Laboratério de
Imunologia e Genémica de Parasito, ICB/UFMG e do Hospital Universitario de Montes
Cloros (Minas Gerais, Brasil). O painel de soros humanos consistiu de um total de 132
amostras que foram divididas em 3 grupos: 84 amostras de pacientes com LV (LVH),
17 amostras de pacientes em infecgdo crénica com T. cruzi (Tc) para avaliacdo de
reatividade cruzada e 31 amostras de humanos negativos que foram utilizados com
controle negativo (CN) neste estudo.

A infeccdo natural por L. infantum do grupo LVH (n = 84) foi confirmada
através da analise de microscopia dptica de aspirado da medula 6ssea desses pacientes,
seguido por deteccdo de Leishmania através da amplificacdo por PCR em tempo real de
KDNA especifico (de Bruijn & Barker 1992). Todos os individuos ndo apresentaram
infeccdo concomitante com T. cruzi. As informagdes das avaliacdes clinicas, bem como

os resultados de pPCR foram obtidos a partir do prontuario médico dos pacientes. A
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infeccdo natural por T. cruzi do grupo Tc (n = 17) foi confirmada por hemocultura ou
por associacdo com os testes do Kit ELISA recombinante v.3.0 Chagatest® (Wiener
Lab, Argentina) e Teste de Hemaglutinacao Indireta (HAI) Chagatest® (Wiener Lab).

4.4.3 Aprovacido do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa e Experimentacéo

Animal

O presente estudo foi inicialmente submetido e aprovado pelos Comités de Etica
em Experimentacdo Animal - CETEA (CEUA/UFMG, Protocolo 44/2012) e de Etica
em Pesquisa — COEP (CAAE -00842112.2.0000.5149) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para

pesquisas envolvendo humanos também foi submetido e aprovado pelo COEP/UFMG.
4.5 Teste de ELISA

Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando como antigenos a proteina
rKDDR e a proteina rK39. O teste de ELISA do kit EIE-LVC (FIOCRUZ-Bio-
Manguinhos®, Brasil) também foi utilizado neste estudo segundo as instrucdes do
proprio manual do kit (Anexo II). Placas de ELISA de 96 wells (Costare, EUA) foram
sensibilizadas por 16 horas (overnight) a 4°C com 50ng de antigeno recombinante
diluido em 100 uL de tampdo carbonato [Na,CO3; 15 mM (Synth, Brasil); NaHCO; 34
mM (Merck, Brasil); pH ajustado em 9,6]. Apo6s a sensibilizacdo, as placas foram
bloqueadas com 150 uL de PBS-Caseina (Merck, Alemanha) a 2%, pH = 7,4, durante 2
horas & temperatura ambiente. Apos o bloqueio das placas, 100 uL dos soros humanos
ou de cées diluidos na proporg¢do de 1:100 em PBS-Tween20 a 0,05% (pH = 7,4) foram
adicionados aos pocos e incubados por 12-16 horas (overnight) a 4°C. Em sequéncia, as
placas foram lavadas 5 vezes com a solucdo de lavagem (PBS- Tween20 a 0,05%). 100
puL do anticorpo anti-lgG canino ou humano conjugados com a enzima peroxidase
(Sigma-Aldrich, USA), em diluicdo na proporcdo de 1:5000 (em PBS-Tween20 a
0,05%), foram adicionados em todos os pocos e as placas foram entdo a incubadas a
37°C por 1 hora e 30 minutos. As placas foram novamente lavadas 5 vezes com a

solucgéo de lavagem (PBS-Tween20 a 0,05%), e em seguida foram adicionados 100 puL.
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da solucdo reveladora (&cido citrico 0,1 M; Na,PO, 0,2 M; OPD 0,05% e H,0, 0,1%)
aos pocos. As placas foram entdo incubadas a 37°C, ao abrigo de luz, por 10 minutos,
quando a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 50 uL de 4N H,SO, diluido em &gua
MilliQ. A absorbancia resultante da reacdo foi mensurada em leitor de microplacas de
ELISA a 492 nm.

4.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados gerados neste trabalho foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA) e o programa Microsoft Excel 2010
para 0 processamento e organizacdo dos dados de absorbéncia gerados pelas ELISAS.
Todas as amostras de soros deste trabalho foram testadas em duplicata nas placas de
ELISA.

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi utilizada para estabelecer
o limite inferior de positividade (cut-off) para a rKDDR, rK39 e kit EIE-LVC
(FIOCRUZ-Bio-Manguinhos®, Brasil) e para determinar o maior valor combinado de
sensibilidade, especificidade e area sob a curva. Conforme descrito previamente (Linnet
et al. 2012), o desempenho de cada teste foi avaliado de acordo com a sensibilidade
(Se), especificidade (Es), o valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN), a area sob a curva (AUC) e acuréacia (AC). O grau de concordancia entres 0s
testes de ELISA e exame parasitoldgico (bidpsia, aspirado ou PCR) foi determinado
pelo indice Kappa (K) interpretados de acordo com a seguinte escala de Fleiss : 0,00-
0,20, pobres; 0,21-0,40, justo; 0,41-0,60, moderada; 0,61-0,80, bom; 0,81-0,99, muito
bom e 1,00, perfeito (Fleiss et al. 1972).
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5.1. Predicdo de epitopos lineares de células B e predicdo de desordem estrutural

da kinesina de L. infantum

Neste estudo, utilizando a ferramenta BepiPred 1.0, realizamos a predi¢do dos
epitopos lineares de linfécitos B presentes na kinesina com o intuito de avaliar o
potencial antigénico da rKDDR. Além disso, determinamos o grau de desordem
estrutural ao longo da molécula da kinesina através da ferramenta IUPred, afim de
verificar a provavel linearidade dos epitopos preditos, uma vez que o aumento da
desordem estrutural significa aumento de linearidade da proteina.

Os resultados das predicGes foram representados na Figura 4 e indicam uma
grande quantidade de epitopos lineares de células B localizados na regido repetitiva da
kinesina. Por outro lado, ndo foram identificados epitopos lineares de célula B na regido
ndo repetitiva da kinesina.

Com relagdo a entropia da kinesina, foi possivel observar um alto valor de
desordem (IUpred) na regido repetitiva, sugerindo um maior grau de linearizagdo
estrutural da kinesina nessa regido. Interessantemente, é também nessa mesma regido
que foram encontrados os maiores valores de score de predicdo de antigenicidade, com
picos coincidindo com a localizacdo dos epitopos preditos (ver gréafico de
antigenicidade da Figura 4). Observando a localizagdo dos blocos de repeticdo (seta
negra segmentada, Figura 4), foi possivel identificar uma sobreposicdo desses motivos
repetitivos com as regides dos epitopos e o0s picos de antigenicidade.

A localizacdo da proteina rK39, representada pelo retangulo cinza claro (Figura
4), indica que uma parte significativa de sua sequéncia esta fora da regido repetitiva, ao
contrério do que ocorre com a localizacdo da rKDDR, que se encontra quase que
inteiramente na regido repetitiva (retdngulo cinza escuro, Figura 4). Por essa razdo, a
rKDDR apresentou um maior numero de epitopos lineares de células B (9) em sua

sequéncia, quando comparada com a rK39 (7).
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Figura 4: Esquema das predicgdes de epitopos e de desordem estrutural da kinesina
de L. infantum. Pelo fato do tamanho da proteina kinesina (TritrypDB ID:
Linj.14.1180) de L. infantum ser extremamente extensa (~ 3300 aa), apenas 0 Seu
primeiro terco esta representado pela régua no topo da figura. A seta negra segmentada
(numerada de 1 a 15) representa a regido de repeticdo da kinesina e cada segmento da
seta representa um bloco de repeticdo de 39 aminoéacidos. Os retangulos cinza claro e
cinza escuro significam, respectivamente, as localizac6es das proteinas rK39 e rKkDDR
na kinesina. A linha negra tracejada, perpendicular aos retangulos, seta e régua, indica o
inicio das repeti¢cGes na proteina kinesina. Os retangulos de cor verde e vermelha de
diferentes intensidades indicam, respectivamente, a posicdes preditas dos epitopos
lineares de células B e as regides de maior entropia preditas (quanto maior a intensidade

da cor maior o score de predigéo).
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5.2. Expressdo Heterologa da rKDDR
5.2.1. PCR e obtencéo de amplicons para clonagem em pGEM®-T

A partir da analise da sequéncia da kinesina de L. infantum (Linj.14.1180),
anotada no banco dados genémicos do Tritryp DB, foi possivel desenhar primers
especificos capazes de flanquear a regido que corresponde a KDDR no gene, com
producdo de amplicons de tamanho estimado de aproximadamente 1100pb. Este primers
foram entdo submetidos a PCR utilizando como molde o DNA gendmico de L. infantum
(MHOM/BR/1972/BH46).

Ap0s separacao eletroforética em gel de agarose do produto de PCR, foi possivel
observar (Figura 5) a presenca de duas bandas: uma banda mais forte (destacada pela
seta) situada sutilmente acima da banda 1000pb do padrdo e uma segunda banda de
tamanho de 1500pb. A presencga da banda mais forte com tamanho concordante com o
esperado indicou boa especificidade dos primers quanto ao anelamento nas regides
esperadas (1093-2121) do gene da kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180). O
aparecimento de uma segunda banda mais fraca na altura dos 1500pb sugere que o
primer reverso anela-se ainda mais adentro da porcdo repetitiva da kinesina. Em
sequéncia, a banda de tamanho esperado foi excisada (Figura 5) e o material genético
purificado. Os amplicons purificados foram utilizados para a reacdo de ligacdo com o

vetor de clonagem, gerando a construcéo circular pPGEM®-T/KDDR.
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Figura 5: Gel de agarose a 1% do produto da PCR do DNA genomico de L.
infantum. Bandas mais fortes contendo amplicons de tamanho esperado (~1100pd) sado

excisados para clonagem em vetor de clonagem pGEM®-T.

5.2.2. Digestdo com enzimas de restricdo (Nhel e Xhol) da montagem pGEM®-

T/KDDR para subclonagem em vetor de expressao

Os plasmideos pGEM®-T contendo o inserto foram submetidos a reacdes
enzimaticas de restri¢do. Para aumentar o maximo possivel a eficiéncia das enzimas, as
digestdes correram separadamente. A primeira digestdo foi realizada com a enzima
Nhel, seguida por etapas de separacdo eletroforética em gel de agarose, corte da banda
de interesse (Figura 6) e purificacdo. A segunda digestdo (com Xhol) resultou na
definitiva liberagdo dos insertos contendo extremidades coesivas de ambas as enzimas,
Nhel e Xhol (Figura 7). A banda dos insertos foi cortada, purificada para realizagdo da
sub-clonagem no vetor pET28a-TEV, previamente digerido com as mesmas enzimas. A
sub-clonagem foi confirmada pela PCR de col6nias isoladas de bactérias E. coli (BL-21
Star) transformadas e a identidade da KDDR clonada foi confirmada por meio de

seguenciamento.
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Figura 6: Separacdo eletroforética em gel de agarose a 1% do produto de digestdo
com Nhel. Ap6s o processo de digestdo os plasmideos linearizam-se, gerando uma
Unica banda com o tamanho do plasmideo (3000pb) mais o tamanho do inserto
(~1100pb); pb = pares de base; Nhel = canaleta correspondente a digestdo do vetor
pGEM®-T/KDDR por Nhel.

Xhol
3000 pb - d uj——> pGEM®-T
——
1500 pb -| s
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Figura 7: Separacéao eletroforética em gel de agarose a 1% do produto de digestdo
com Xhol. Com a segunda digestdo, os insertos sdo separados dos plasmideos
linearizados gerando duas bandas: uma maior do tamanho do plasmideo (3000pb) e
outra com o tamanho esperado do inserto (~1100pb); pb= pares de base; Xhol =
canaleta correspondente a digestdo do vetor pPGEM®-T/KDDR por Xhol.
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5.2.3. Analise do sequenciamento da montagem pET28a-TEV/KDDR

Para a confirmagdo da identidade da KDDR clonada, os vetores contendo 0s
insertos KDDR (pET28a-TEV/KDDR) foram enviados para sequenciamento pela
empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul) em sequenciador automético ABI
Prism®3730xI DNA Analyser (Applied Biosystems), utilizando os primers T7 forward
e reverse especificos para o vetor em questdo. Apds o processamento dos dados do
sequenciamento por ferramentas de bioinformatica, a sequéncia proteica predita a partir
do contig gerado pelo sequenciamento foi confrontada com a sequéncia proteica
completa da kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180). A regido de match (acerto) entre
elas (365-707) esta representada na Figura 8.

Analisando o alinhamento global entre as proteinas (Figura 8), nota-se que a
sequéncia proteica recombinante apresenta 100% de identidade com a regido da KDDR
na kinesina, além da absoluta nulidade de “mismatchs”, ou seja, de falso alinhamento

3

entre dois aminoacidos diferentes. Os “saltos” situados abaixo das sequéncias em
vermelho sdo esperados, uma vez que se trata de um trecho peptidico proveniente do

vetor gque foi propositalmente incorporado a proteina recombinante.
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pET28a-TEV/EDDR MGHHHHHHENLYFQGHMASRESACERLTSLEQOLEESEERAAELASQLEATARAKSSAEQ 60
Linj.14.1180(365-T707) ——-———————mm—mmmm—em RESACERLTSLEQQLEESEERAARLASQLEATAARKSSAED 41
ol R g
pET28a-TEV/KDDR DRENTIRATLEQQLEESERARAARLASQLEATAAAKMSARODRENTRATLEQOLEDSEEF 1z0
Linj.14.1180(365-707) DRENTRATLEQQLERESEARAAFELASQLEATARAFMSAEQDRENTRATLEQQLEDSEEE 101
e e e e e e e e o o o o o ko e i o o e o o R o o i o o e o e o o R o o R o R e
pET28a-TEV/EDDR ELASQLESTIARFMSAEQDRESTRATLEQOLEDSEERARELASQLESTTARRMSAEQDRE 180
Linj.14.1130(365-707) ELASQLESTTRAFMSAEQDRESTRATLECQQLEDSEERARFLASQLESTTAAFMSAEQDEE 161
e e e R e e o R o o e e o o R R R
pET28a-TEV/KDDR STREATLEQQIRESEERAAELASQLESTTAAKMSAEQDRESTRATLEQOQLRDSEERARAELA 240
Linj.14.1180(365-707) STRATLEQULRESEERARELASQLESTTAAKMSAEQDRESTRATLEQQLRDSEERARFELA 221
e e e e e e o R o o o R o R o o e o o R o R o i o R o R R o R o o R o R e
pET28a-TEV/EDDR SOLEATAARARSSAFOQDRENTRARLEQOLEDSEERRARLASQLESTTAAFMSAEQDRESTRE 3
Linj.14.1180(365-707) SOLEATAARKSSAEQDRENIRARALEQQLRDSEERRAELASQLESTTAAFMSAEQDRESTRE 231
R R R R R R R R AR AR R R AR AR R AR AR AR AR R R R R KRR R R R R
pET28a-TEV/KDDR ATLEQOLEDSEERARELASQLESTTAARMSAEQDRENTRATLEQQLRDSEERAAELASQL 360
Linj.14.1180(365-707) ATLEQQLEDSEERAAFLASQLESTTARKMSAFQDRENTRATLEQQLEDSEERAAELASQL 341
e R B e R B R R R R e R R R
pET28a-TEV/HEDDR ER 362
Linj.14.1180(365-707) EAR 343

L

Figura 8: Alinhamento global Clustal O (1.2.1) Multiple Sequence Alignment. A
linha contendo o identificador da proteina recombinante corresponde a sequéncia
clonada no vetor pET-28a-TEV, enquanto a linha contendo o identificador do gene da
kinesina corresponde a sua sequéncia proteica depositada no Tritryp DB na regido 365-
707. O “*” abaixo dos aminodacidos significa que eles sdo idénticos. O simbolo “-” no
lugar de um aminoacido corresponde a um “salto” nesta sequéncia. As sequéncias em

vermelho correspondem a parte do vetor pET-28a-TEV que é incorporada a proteina

recombinante .
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5.2.4 Analises moleculares da rKDDR

A proteina rKDDR apresenta uma ORF (Open Reading Frame) tnica com 1086
pares de base que codificam 362 aminoacidos (Figura 9-A), correspondendo a uma
massa molecular de 40,21 kDa e um pl (ponto isoelétrico) de 4,63. Esta proteina
recombinante possui aproximadamente 8,5 blocos repetitivos de 39 aminoéacidos, sendo
que 92% de sua sequéncia proteica é constituida de motivos repetitivos, enquanto que
0s 8% restantes provém de resquicios do plasmideo e alguns residuos da parte nédo
repetitiva da kinesina. Esses blocos ou motivos de repeticdo exibem um padrdo de
degeneragdo que se conserva entre as sequéncias repetitivas (Figura 9-B). Isso ocorre
devido ao fato de todos os motivos repetitivos apresentarem substituicdes sempre nas
mesmas posicOes indicadas pelas setas da Figura 9-B.

Um aspecto particular da rKDDR €é a presenca de um motivo repetitivo
altamente polimorfico (Figura 9), com pelo menos 6 residuos degenerados, em um

padréo de substituicdo de amino&cidos diferente dos demais motivos (Figura 9-B).
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@ rKDDR
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Figura 9. Sequéncia de DNA e proteica deduzida da KDDR. A: sequencia de
nucleotideos da KDDR estad em letra minuscula e em letra mailscula a sequéncia
proteica deduzida; sublinhado em preto estdo os motivos repetitivos de 39 aminoacidos
e sublinhado em amarelo a His-Tag; a sequéncia de letras maiusculas vermelhas
corresponde ao motivo repetitivo polimorfico e as letras maidsculas em cor azul
correspondem aos aminoacidos degenerados exclusivas deste motivo; B: letras em preto
sequéncia consenso dos motivos repetitivos da KDDR; as setas

apontam as posicdes de degeneracdo; abaixo, se encontra 0 motivo repetitivo
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5.2.5. Inducéo da expressao e teste de solubilidade da rKDDR

As bactérias E. coli (BL-21 Star) transformadas com os plasmideos pET28a-
TEV/KDDR foram submetidas a inducdo de expressdo com IPTG para realizacdo do
teste de expressdo. Analisando a Figura 10-A, é demonstrado que as bactérias nédo
estimuladas com IPTG (canaleta 1) ja apresentaram uma producdo basal significativa da
proteina rKDDR. Apds 3 horas de estimulo essas bactérias apresentaram um aumento
notavel na expressdo da rKDDR (canaleta I1).

O teste de solubilidade (Figura 10-B) revelou que a rKDDR €é uma proteina
soluvel, visto que € encontrada praticamente apenas na fracdo soltvel (canaleta V). Tal
caracteristica é uma excelente vantagem para a posterior purificacdo, uma vez que ndo
sera necessario o tratamento prévio com ureia, medida que reduziria drasticamente o

rendimento da producdo em larga escala de proteinas recombinantes purificadas.

T v Vv

50 KDa- - 50 KDa- —_—
e 40 KDa- .y
30 KDa-

30 KDa-

Figura 10: Inducdo da expresséo e teste de solubilidade. A: Separagdo em gel de

poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 12% das amostras de bactérias utilizadas no teste de
expressao. canaleta I: corresponde a amostra de bactérias transformadas nédo induzidas;
canaleta Il: amostra de bactérias transformadas com trés horas de inducdo com IPTG (
1mM); canaleta I11: amostra de bactérias ndo transformadas (E. coli); B: Separagcdo em
gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 12% das amostras de bactérias utilizadas no

teste de solubilidade: canaleta IV: fracdo soltvel e canaleta V: fracdo insoldvel.
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5.2.6. Purificacdo por cromatografia de afinidade da rKDDR

Para permitir a purificacdo por cromatografia de afinidade através do sistema
Histidina/Niquel, uma cauda de histidina (His-Tag) foi adicionada na regido amino-
terminal da rKDDR. A partir da identificacdo da fracdo em que a proteina se encontra, o
extrato proteico da fracdo sobrenadante (fracdo soltvel) foi entdo submetido a uma
coluna de niquel. Ao passarem pela coluna, as proteinas com His-Tag interagem com o
niquel fixando-as a parede da coluna. No processo de eluicdo, a adicdo de tampdes
especificos reduz a interagdo entre o niquel e a histidina liberando as proteinas
recombinantes da coluna e permitindo sua obtencéo na fracéo eluida.

Todas as fracbes obtidas que compreendem toda extensdo do pico de
absorbancia observado durante a eluicdo foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS a 12,5%. Na Figura 11 nota-se que o aumento da absorbancia
durante a eluicdo da proteina ligada a coluna His-trap comeca a acentuar-se na fragdo 9
até atingir o seu auge na fracdo 11 e posteriormente na fracdo 13, mantendo-se
constante até o final da eluicdo. A presenca de bandas fortes na altura dos 40 kDa
(Figura 12) apo6s a corrida de aliquotas dessas fracdes, corroborou com os resultados
achados na curva de eluigé&o.

Apds o processo de purificacdo, as concentracdes proteicas das fracdes de maior
pico de absorbancia durante a eluicdo (de 10 a 15) foram submetidas a técnica de
dosagem de proteinas do Kit BCA (Thermo Scientific, USA) segundo o protocolo do
fabricante. A Tabela Il mostra as concentragdes obtidas na diferentes fragdes. Nota-se

que as fracdes 10, 11 e 12 apresentam as maiores concentracfes da proteina rKDDR.

Tabela 11: Concentragdes das fragdes de purificagéo.

Fracgdo [ ] pg/mL
10 169,8
11 110,5
12 80,4
13 65,4
14 38
15 18,9
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proteina rKDDR. O pico de absorbancia ocorreu entre as fracdes 9 e 16, indicando a

presenca da proteina rKDDR nas nestas fracdes.
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Figura 12: Gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) para a confirmacdo da
purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina rKDDR. As bandas de
40KDa correspondem a rKDDR.
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5.3. Sorodiagnostico da Leishmaniose Visceral por ELISA

5.3.1. Reconhecimento soroldgico canino com o antigeno rKDDR

A validacdo da rKDDR no diagnostico sorologico da LVC foi realizada por
ensaios de ELISA. Diante da necessidade de se estabelecer pontos de referéncia a partir
de testes confiaveis que, além de apresentarem os melhores desempenhos no
sorodiagnostico da LVC na atualidade, sdo amplamente utilizados e recomendados para
esse fim, testes de ELISA com o antigeno rK39 e o teste EIE-LVC kit (FIOCRUZ-Bio-
Manguinhos®, Brasil) foram realizados neste estudo a fim de defini-los com ponto de
comparacéo para a performance da rKDDR.

Os dados referentes a reatividade e performance da rKDDR estdo representados
nas Figura 13 e Figura 14. As Tabelas 111 e IV apresentam sumariamente os dados de
performance e concordancia. O perfil de reatividade de anticorpos (IgG) contra a
rKDDR mostrou-se interessante, uma vez que nenhum reatividade cruzada foi
identificada (Figura 13). Por outro lado, tanto a rK39 quanto o kit EIE-LVVC (em ambos
cut-offs) apresentaram alta taxa de reatividade cruzada. O kit EIE-LVC, em ambos 0s
cut-offs, foi 0 que apresentou as melhores taxas de sensibilidade, enquanto que suas
taxas de especificidade e de reacdo cruzada foram as piores (Figura 13), dentre os
métodos testados.

A ELISA de rKDDR apresentou uma maior sensibilidade (88,54%; IC de 95%:
80,42-94,14%) e especificidade (97,30%; IC de 95%: 92,30-99,44%) quando
comparada com o teste de ELISA da rK39, que apresentou sensibilidade de 78,13% (IC
de 95%: 68,53-85,92%) e especificidade de 90,09% (IC de 95%: 82,96-94,95%).
Quando comparada com o0s outros dois testes, a rKDDR apresentou a maior area da
curva ROC (AUC=0,954; IC de 95%: 0,922-0,985), contrastando-se com a rK39 que
exibiu AUC = 0,901 com IC de 95%: 0,869-0,949 (Figura 14 e Tabela IV). A rKDDR
também alcancou o maior VPP (96,70%), seguido pela rK39 (87,20%) e por altimo o
kit EIE-LVC (84,90% para cut-off obtido por curva ROC; 64,18% para cut-off obtido
seguindo instrucdo do fabricante, ver Anexo I1).

Em relacdo a acuracia dos testes (Tabela I11), a rKDDR exibiu 0 maior indice

de acuracia (AC = 93,24%), enquanto que a rK39 apresentou um indice menor (AC =
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84,54%). Os indices de acuracia do kit EIE-LVC ficaram relativamente altos (AC =
89,37%) quando o seu cut-off foi definido com base na curva ROC. Por outro lado,
quando seu cut-off foi estabelecido de acordo com instrucdes do kit, seus indices de AC
foram os menores entre os testes (AC = 73,91%)

As analises de concordancia (Tabela V) com os métodos de diagndstico
parasitolégico indicaram que a rKDDR apresenta o melhor indice de concordancia
(0,863, muito bom). Nota-se também que o indice de concordancia da rK39 é o terceiro
pior dentre os testes (0,687, bom). O pior indice ficou com o kit EIE-LVC (0,494,
moderado), quando seu cut-off € calculado de acordo com o seu manual. Por outro lado,
quando seu cut-off é definido conforme a curva ROC, seu indice de concordancia com

0s métodos de diagndstico parasitoldégico aumenta consideravelmente (0,788, bom).
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Figura 13: Comparacdo da reatividade dos soros de cées nos testes de ELISA da
EIE-LVC kit, rK39 e rKDDR. Os diferentes testes de ELISA foram realizados com
seguintes grupos de soros de cdes: CN, controle negativo, n = 81; Babesia, cdes com
babesiose para avaliacdo de reatividade cruzada, n = 15; Tc, cdes com doenca de
Chagas para avaliacdo de reatividade cruzada, n = 15; LVC, cdes com leishmaniose
visceral canina, n = 96. No eixo das ordenadas estdo representadas as absorbancias de
comprimento de 492nm. No eixo das abscissas estdo ordenados os diferentes grupos de
soros de cées testados. A linha vermelha € o limite inferior de positividade (cut-off). Os
indice acima de cada coluna de plotagem indicam o percentual de pontos que estdo
acima do cut-off. A curva ROC foi utilizada para determinar o cut-off de cada teste.

* Cut-off obtido com base na curva ROC; # Cut-off obtido de acordo com as instrucoes

do manual do fabricante (Anexo II).
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Figura 14: Comparacdo das curvas ROC obtidas de cada teste: EIE-LVC kit, rK39
e rKDDR. As curvas ROC foram geradas pelo software Prisma 5.0 e com elas foram

determinados os cut-offs, sensibilidade, especificidade e AUC (&rea sob a curva). O eixo

das ordenadas esta representando as sensibilidades de cada teste. O eixo da abscissa esta

significando a especificidade de cada teste.

47



5. RESULTADOS

Tabela I11: Percentuais de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acurécia dos ensaios imunoenzimaticos rKDDR, rK39 e Kit EIE-LVC em
soros caninos para diagnostico da LV canina

Parametros *

Testede ELISA  Cut-off regnsinilidade (96) IC 95% Especificidade (%) IC 95% VPP (%) VPN (%)  AC (%)
rKDDR* 0111 88,54 80,42-94.14 97.30 92,30-99,44 96,70 90,76 93,24
rK39* 0,131 78,13 68,53-85,92 90,09 82.06-94,95 87.20 82,64 84,54
EIE-LVC Kit* 0,162 93,75 86,89-97 67 86,49 78,69-92,23 84,90 94,05 89,37
EIE-LVC Kit' 0,045 98,96 94,33-99,07 52.25 42.56-61.82 64,18 98,30 73.01

Abreviacdes: (IC) intervalo de confianca; (\VPP) valor preditivo positivo; (VPN) valor preditivo negativo; (AC) acuracia,;

a Os parametros foram calculados a partir de todas as amostras de soro canino utilizadas neste trabalho (CN, n = 81; Babesia, n = 15; Tc, n = 15; LVC, n = 96);
* Cut-off calculado com base na curva ROC;

# Cut-off calculado de acordo com manual do fabricante (Anexo Il).
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Tabela IV: Concordancia dos testes de ELISA rKDDR, rK39 e do Kit EIE-LVC com o diagnostico parasitolégico para LV canina

Teste de ELISA AUC IC 95% tP tN FP FN K* IC 95% Concordancia’
rKDDR* 0,954 0,922-0,985 85 108 3 11 0,863 0,794-0,932 Muito Bom
rKk39* 0,901 0,869-0,949 75 100 11 21 0,687 0,588-0,786 Bom
EIE-LVC Kit* 0,951 0,924-0,978 90 95 16 6 0,788 0,704-0,871 Bom
EIE-LVC Kit" NA NA 95 58 53 1 0,494 0,393-0,595 Moderado

Abreviacdes: (AUC) area sob a curva ; (IC) intervalo de confianca; (tP) teste positivo; (tN) teste negativo; (FP) falso positivo; (FN) falso negativo;
o Para calcular o fator Kappa todas as amostras de soros caninos foram utilizadas (CN, n = 81; Babesia, n = 15; Tc, n = 15; LVC, n = 96);
B Os testes de diagnostico parasitologico foram padréo ouro para o calculo da concordancia;

* Cut-off calculado com base na curva ROC;

# Cut-off calculado de acordo com manual do fabricante (Anexo Il).
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5.3.2. Leishmaniose visceral humana: reconhecimento soroldgico humano

O validacdo da rKDDR no diagnostico sorolégico da leishmaniose visceral
humana foi realizada por meio de ensaios de ELISA comparativos entre a rKDDR e
rk39.

Os dados referentes a reatividade e curva ROC da rKDDR e rK39 estéo
representados na Figura 15. Nas Tabelas V e VI estdo representados de maneira
sumaria os resultados de performance e de concordancia dos testes. O perfil de
reconhecimento sorolégico de humanos com LV da rKDDR foi superior ao da rK39.
N&o foi identificada nenhuma reatividade cruzada com os soros de pacientes chagasicos
em ambas as proteinas recombinantes.

A ELISA de rKDDR apresentou maior sensibilidade (92,4%; IC de 95%: 85,10-
97,33%) e especificidade (100,00%; IC de 95%: 92,60-100,00%) quando comparada
com o teste de ELISA da rK39, que apresentou sensibilidade de 90.48% (IC de 95%:
82,09-95,80%) e especificidade de 97,92% (IC de 95%: 88,93-99,95%). Comparada
com a rK39, a rKDDR apresentou a maior area sob a curva ROC (AUC=0.975; IC de
95%: 0,950-0,999), enquanto que a rK39 que exibiu AUC = 0.951 com IC de 95%:
0,913-0.988 (Figura 15 e Tabela VI). A rKDDR também obteve maior VPP (100%),
VPN (88,88%) e AC (95,65%) em comparacdo com a rK39, que apresentou VPP de
98,70%, VPN de 85,45% e AC de 93,61%.

Vale resaltar que, em funcdo dos resultados obtidos pela rKDDR aqui
apresentados, foi feito pela Coordenadoria de Transferéncia e Inovacdo Tecnoldgica
(CTIT) da UFMG, deposito da patente referente ao “Processo de Producdo e Uso da
Proteina rKDDR e Kit para Diagnostico de Leishmaniose”, junto ao Instituto Nacional
da Propriedade Industrial (INPI). A documentacéo referente ao depdsito da patente esta

descrita no Anexo 1.
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Figura 15: Comparacéo da reatividade e das curvas ROC dos testes de ELISA da
rk39 e rKDDR com soros humanos. Os dois testes de ELISA foram realizados com
seguintes grupos de soros humanos: CN, controle negativo, n = 31; Tc, pacientes com
doenca de Chagas para avaliacdo de reatividade cruzada, n = 17; LVH, pacientes com
leishmaniose visceral, n = 84. A e B: reatividade dos soros humanos no teste de ELISA
da rK39 e sua curva ROC, respectivamente; C e D: reatividade dos soros humanos no
teste de ELISA da rKDDR e sua curva ROC, respectivamente. Nos graficos de
reatividade, 0s eixos das ordenadas estdo representando as absorbancias de
comprimento de 492nm e nos graficos de curva ROC as sensibilidades de cada teste.
Nos graficos de reatividade, 0s eixos das abscissas estdo ordenados os diferentes grupos
de soros humanos testados e nos graficos de curva ROC as especificidades de cada
teste. A linha vermelha é o limite inferior de positividade (cut-off). Nos graficos de
reatividade, os indices acima de cada coluna de plotagem indicam o percentual de
pontos que estdo acima do cut-off. As curvas ROC foram geradas pelo software Prisma
5.0 e com elas foram determinados os cut-offs, sensibilidade, especificidade e AUC

(&rea da curva) de cada teste.
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Tabela V: Percentuais de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia dos ensaios imunoenzimaticos rKDDR e rK39 em soros humanos
para diagnostico da LV humana

Parametros *
Teste de ELISA  Cut-off T T
Sensibilidade (%0) IC 95% Especificidade (%0) IC 95% VPP (%) VPN (%) AC (%)
rKDDR* 0,242 92,86 85,10-97,33 100,00 92,60-100,00 100 88,88 95,65
rk39* 0,204 90,48 82,09-95,80 97,92 88,93-99,95 98,70 85,45 93,61

Abreviacdes: (IC) intervalo de confianca; (\VPP) valor preditivo positivo; (VPN) valor preditivo negativo; (AC) acuracia,;
a Os parametros foram calculados a partir de todas as amostras de soro canino utilizadas neste trabalho (CN, n = 31; Tc, n = 17; LVH, n = 84);
* Cut-off calculado com base na curva ROC;

Tabela VI: Concordancia dos testes de ELISA rKDDR e ELISA rK39 com o diagnostico parasitoldgico para LV humana

Teste de ELISA AUC IC 95% tP tN FP FN Kk’ IC 95% Concordancia®
rKDDR* 0,975 0,950-0,999 78 48 0 6 0,904 0,830-0,979 Muito Bom
rKk39* 0,951 0,913-0.988 76 47 1 8 0,857 0,768-0,947 Muito Bom

Abreviacdes: (AUC) area sob a curva; (IC) intervalo de confianga; (tP) teste positivo; (tN) teste negativo; (FP) falso positivo; (FN) falso negativo;
o Para calcular o fator Kappa todas as amostras de soros caninos foram utilizadas (CN, n = 31; Tc, n =17; LVH, n = 84);

B Os testes de diagnostico parasitologico foram padréo ouro para o calculo da concordancia;

* Cut-off calculado com base na curva ROC;
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Neste presente estudo, identificamos, por analises de bioinformatica de predicéo,
uma grande quantidade de epitopos lineares de células B presentes na kinesina de L.
infantum, além de um alto grau de desordem estrutural na porcdo repetitiva dessa
proteina. Na andlise em questdo, verificamos, ainda, uma nitida sobreposicdo das
posicBes dos blocos repetitivos com as posi¢es dos epitopos preditos e dos picos de
antigenicidade. Além disso, esses motivos repetitivos, bem como o0s epitopos estdo
presentes em menor nimero na sequéncia da rK39 (Burns et al. 1993) e em maior
namero na da rKDDR.

Estudos recentes tém revelado um aumento significativo do fator de ativacdo de
células B (BAFF) no soro de pacientes com LV, esses valores chegaram a ser 4 vezes
maior do que o observado em individuos saudaveis, sugerindo que os parasitos do
complexo Leishmania donovani produzem ativamente moléculas de natureza
antigénica, que atuam como fortes potencializadores da resposta imune humoral no
hospedeiro vertebrado (Goto et al. 2014).

Diversos trabalhos com proteinas repetitivas ja demonstraram grande producédo
de anticorpos especificos contra as porcdes repetitivas de diferentes proteinas em
individuos com leishmaniose e em outras parasitoses, como a tripanosomiase e malaria
(Coppel et al. 1984, Koenen et al. 1984, Cowman et al. 1985, Kemp et al. 1987, Ibafiez
et al. 1988, Burns et al. 1992, 1993, Bhatia et al. 1999, Goto et al. 2006, 2007, 2010,
Thuy et al. 2012, Nguyen et al. 2014). Algumas proteinas secretadas por células
cancerigenas, conhecidas por induzirem uma forte resposta imune humoral, possuem em
sua sequencia proteica regides de repeticdo (Kotera et al. 1994, Mollick et al. 2003),
sugerindo que esses motivos repetitivos tendem a ser antigénicos independente da
origem.

Vaérias sdo as raz0es atribuiveis ao carater antigénico de proteinas repetitivas
como a kinesina de L. infantum. Uma delas seria de que as multiplas copias dos motivos
repetitivos ocasionam uma maior exposi¢do das porcdes antigénicas ao sistema imune
do hospedeiro. Outra caracteristica demonstrada em estudos protebmicos de amastigotas
de Leishmania, € que, comparadas com as proteinas expressas de todo o proteoma do
parasito, proteinas repetitivas apresentam-se altamente expressas, indicando que o0s
parasitos do género Leishmania utilizam ativamente a familia de proteinas repetitivas

para parasitismo intracelular em hospedeiros mamiferos (Goto et al. 2010, Mendes et al.
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2013). Além disso, esses estudos pressupbe a hipotese de que o tamanho das repeticbes
e seu grau de degeneracao interferem na capacidade de alguns parasitos intracelulares
de invadir células do hospedeiro (Mendes et al. 2013).

O estudo de 64 genes de L. infantum que codificam proteinas repetitivas,
incluindo a kinesina, revelou uma forte tendéncia de elas possuirem carga elétrica (Goto
et al. 2007). Tal caracteristica explicaria, pelo menos em parte, sua propensdo a serem
soliveis em meio aquoso (hidrofilia). Por questbes de termodinamica e cinética
molecular, proteinas hidrofilicas sdo reconhecidas por serem melhores antigenos de
células B do que hidrofébicas. De fato, no presente trabalho, a rKDDR provou ser uma
proteina solUvel por meio dos testes de solubilidade. Além disso, outro aspecto
importante é que 92% de sua sequéncia proteica € constituida de motivos repetitivos de
Kinesina, ja a rK39 apresenta apenas 60% desses motivos repetitivos em sua
constituicdo (Burns et al. 1993).

Em consonancia com esses aspectos inerentes as proteinas repetitivas, nossos
dados de predicdo de epitopos de células B, bem como da sequéncia proteica predita da
rKDDR avigoram as evidéncias de que proteinas repetitivas derivadas de kinesina, ou
de qualquer outra proteina repetitiva de L. infantum, sdo excelentes candidatas a
antigeno para o diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral. Ressalta-se, ainda, que
o0 uso de ferramentas de bioinformética de predicdo de epitopos de célula B revela ser de
suma importancia para a identificacdo e caracterizacdo de novas proteinas com alto
potencial antigénico e, portanto, provaveis candidatas ao sorodiagnostico da LV.

Recentemente, com o intuito de verificar se 0 nimero de motivos repetitivos de
um antigeno recombinante de T. cruzi influencia o desempenho de ensaios de detec¢do
de anticorpos em pacientes chagasicos, testes com diferentes quantidades dos motivos
repetitivos nesses antigenos foram conduzidos (Valiente-Gabioud et al. 2011). Os
resultados levaram a concluséo de que o aumento no nimero de repeticdes ndo resulta
no aumento da resposta humoral contra o antigeno. Por outro lado, verificou-se que a
avidez das interacOes anticorpo/antigeno foram maiores com o aumento das repeticoes,
0 que determinaria uma maior especificidade nos testes sorolégicos (Valiente-Gabioud
et al. 2011). E importante ressaltar que, a rKDDR além de ter provado ser mais sensivel
que a rK39 em relagdo aos testes sorologicos da LV humana e canina, apresentou
melhor especificidade (com nenhuma ocorréncia de reatividade cruzada) no diagnostico

da LVC e no da LV humana, corroborando em parte com os resultados do trabalho de
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Valiente-Gabioud e colaboradores (2011). A maior sensibilidade da rKDDR
possivelmente esta relacionada ao fato da rKDDR possuir 32% mais epitopos lineares
que a rK39, somado, ainda, ao fato de que rKDDR é constituida quase que
exclusivamente de motivos repetitivos, o que ndo ocorre na rKk39.

Grande € a discussdo a respeito das caracteristicas essenciais que um teste de
diagnostico para a LV precisa possuir (Chappuis et al. 2007, Maia & Campino 2008,
Elmahallawy et al. 2014). O motivo disso esta relacionado ao fato de que o diagndstico
de qualquer parasitose é o ponto de partida imperativo para qualquer agdo que se deseja
tomar em relacdo ao seu tratamento e controle (Chappuis et al. 2007). Partindo desse
principio, o teste de diagnostico da LV precisa ser sensivel o suficiente para detectar
individuos infectados independente do estagio da doenca em que se encontram, a fim de
que possam ser tratados e que ndo se tornem uma fonte de infeccéo para o vetor (Alves
& Bevilacqua 2004). Por outro lado, o teste precisa também ser especifico o suficiente
para evitar tratamento desnecessario, uma vez que 0 mesmo possui sérios efeitos
colaterais, ou, ainda, de evitar a eliminagdo de um animal falso positivo de maneira
obviamente equivocada (Alves & Bevilacqua 2004, Chappuis et al. 2007, Maia-
Elkhoury et al. 2008). Além disso, um bom método de diagnostico fornecerad
informacBes fundamentais e precisas a respeito da situacdo de prevaléncia e incidéncia
em um determinado local, propiciando o desenvolvimento de medidas de controle mais
incisivas e eficazes, que por sua vez, poderdo certamente modificar o cenario
epidemiolégico da doenca (Ministério da Saude 2010).

O controle da LV humana no Brasil se depara com as seguintes limitacdes:
ineficientes estratégias de intervencdo da transmissdo da doenca; baixo investimento
politico, financeiro e de recursos humanos nos programas de intervencdo; falta de
politicas de conscientizacdo das populagdes afetadas e, 0 mais importante, falta de um
eficiente método de diagnostico (Dantas-Torres & Branddo-Filho 2006, Dantas-Torres
et al. 2006).

Os cées, por serem 0s reservatorios da espécie L. infantum no Brasil, sdo 0s
principais alvos das medidas de controle no pais, que consisti em sua eliminacdo, caso
figuem positivos nos testes de diagnostico utilizados pelas agéncias de controle
(Ministério da Saude 2006). Contudo, esta pratica agressiva de eliminacdo canina tem
mostrado ser ineficaz, visto que o crescimento do nimero de novos casos e a taxa de

mortalidade da LV no Brasil continua aumentando, talvez por falha de identificagcao
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correta de animais positivos (Maia-Elkhoury et al. 2008, Ministério da Saude 2010,
Alvar et al. 2012).

O diagndstico da LVC € obtido a partir de uma combinacdo de evidéncias
clinicas e da confirmacdo por testes soroldgicos (Ministério da Saude 2006).
Anteriormente, esses testes sorologicos eram realizados da seguinte forma: a triagem
dos cdes com suspeita de leishmaniose era feita com o teste de ELISA indireta do Kit
EIE-LVC da Bio-Manguinhos®(desenvolvido no Brasil pela FIOCRUZ); os cées
positivos para este teste eram entdo submetidos a um segundo teste soroldgico
confirmatorio, o RIFI (reacdo de imunofluorescéncia indireta). Atualmente, o formato
triagem seguido de teste confirmatoério ainda se mantém. Entretanto, com o surgimento
do teste répido imunocromatografico da rk39 (DPP® Leishmaniose Visceral Canina -
Bio-Manguinhos, Brasil), este passou a ser utilizado para triagem dos cées no lugar do
kit EIE-LVC, por sua alta sensibilidade, especificidade, praticidade e compatibilidade
para uso em campo (Sundar et al. 1998, 2002, Jelinek et al. 1999, Brandonisio et al.
2002, Carvalho et al. 2003). Ja o kit EIE-LVC, por sua vez, ocupou o lugar do RIFI e
passou a ser o teste de ELISA confirmatério da LVC.

O teste de ELISA do kit EIE-LVC da Bio-Manguinhos® é considerado como o
teste soroldgico padrao-ouro para o diagnéstico da LVC e recomendado pelo Ministério
da Saude do Brasil (Alves & Bevilacqua 2004). Entretanto, estudos sorolégicos
comparativos recentes ja expuseram suas reais limitacdes (Menezes-Souza et al. 2014b,
a). O primeiro e principal objeto de percal¢o do kit EIE-LVVC debruca-se sobre o fato de
0 ensaio imunoenzimatico desse teste consistir na reacdo de anticorpos presentes nos
soros ou plasmas de cées com antigenos sollveis de L. major like. Apesar do antigeno
derivar de espécie diferente, ao contrario do que se esperaria, 0 antigeno soltvel
utilizado parece ndo ser um fator interferente no desempenho dos testes de ELISA
indireta, principalmente pelo fato de que espécies de Leishmania exibem um alto grau
de conservacao a nivel protedmico entre elas e com outros tripanosomatideos (El-Sayed
et al. 2005). No entanto, o uso do antigeno bruto soltvel na ELISA indireta € pouco
recomendavel, visto que, por razdo dessa alta conservacdo protedbmica entre 0s
tripanosomatideos, o grau de reatividade cruzada nos ensaios soroldgicos sdo altos,
reduzindo drasticamente a especificidade dos testes (Oliveira et al. 2008, Romero et al.
2009, Zanette et al. 2014).
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A segunda limitacdo do kit EIE-LVC esta associada com a sensibilidade do
teste, resultando em sacrificio grosseiro da sua especificidade. Seguindo as
recomendacdes do manual (Anexo I1) do proprio teste (FIOCRUZ-Bio-Manguinhos®,
Brasil), valores de cut-off obtidos sdo extremamente baixos. Nossos resultados
demonstraram que o valor de cut-off obtido pela curva ROC (0,162) é quase 4 vezes
maior que o cut-off obtido a partir de instrugdes no manual (0,045). A despeito da
sensibilidade obtida, o kit EIE-LVVC apresentou os piores valores de especificidade,
VPP, acuré4cia e de concordancia. E importante ressaltar, que o kit sugere valores
esperados de sensibilidade e especificidade (94,54% e 91,76%, respectivamente; ver
Anexo I1), no entanto, os valores obtidos em nossos testes divergiram, principalmente
em relacdo a especificidade. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que os
estudos preliminares de padronizagdo do kit EIE-LVC foram realizados a partir de
amostras de soros de cdes com suspeita clinica de LV. Além disso, para os calculos de
sensibilidade e especificidade, o teste padrdao ouro foi a RIFI. De outro lado, nossos
testes foram realizados de forma controlada, onde as amostras de soros de cées foram
muito bem caracterizadas, uma vez que 0s grupos de cdes infectados com as diferentes
parasitoses (LVC, Babesia e doenca de Chagas) foram confirmados por diferentes
testes. Diante disto, considerando a ocorréncia de sobreposi¢do geografica entre LV e
outras parasitoses caninas comuns no Brasil (Barbosa-de-Deus et al. 2002), acreditamos
que o padrdo ouro utilizado pelo kit (RIFI) superestimou as amostras de cdes com
suspeita clinica.

As proteinas recombinantes sdo, por outro lado, as melhores op¢bes para o
diagnéstico da LV, devido a sua alta especificidade e sensibilidade (Sivakumar et al.
2006, Abass et al. 2013). Com o advento da biologia molecular e da explosao de dados
gendmicos produzidos a partir das diferentes espécies de parasitos nas Ultimas décadas,
foi possivel a selecdo de genes, clonagem e producdo em larga escala das proteinas
recombinantes de interesse (de Azevedo & Soares 2009). A vantagem da producdo de
antigenos recombinantes é que permite a obtencdo de um antigeno com alto grau de
pureza, producdo a relativo baixo custo e permite a selecdo de genes que nédo se
conservam entre as espécies, conferindo alta especificidade ao teste o qual o utilize
(Fernandez-Robledo & Vasta 2010). O estudo aprofundado do genoma dos parasitos
possibilitou, ainda, o desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica que

permitissem a identificacdo e selecdo de genes que codificam proteinas hipoteticamente
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antigénicas, aumentando ainda mais a eficiéncia das proteinas recombinantes para o
diagnostico de diversas parasitoses (Larsen et al. 2006).

Este presente estudo levou a producdo de uma nova proteina recombinante que,
demonstrou ser um excelente candidato para o diagndstico da LVC e LV humana,
abrindo perspectivas para o desenvolvimento de novas tecnologias voltadas para o
aperfeicoamento e implementacdo de novos testes rapidos, praticos e baratos de
diagndstico. Nos dias correntes, 0 governo brasileiro tem implementado importantes
iniciativas de apoio a atividades de pesquisa cientifica de alto impacto, a partir de
diversas frentes de estratégias de politicas publicas tais como: Estratégia Nacional de
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (ENCTI) (MCTI 2012), o Plano Brasil Maior (PBM)
(PIB 2014) e o Plano Nacional da Sadde (PNS) (Ministério da Satde 2011), que estdo
direcionadas e comprometidas em contribuir com desenvolvimento de tecnologias na
area da salde e saneamento.

Diante da urgéncia de desenvolvimento de testes de diagnostico confiaveis para
o diagndstico da LV no pais, em funcdo do anacronismo dos testes vigentes, nosso
grupo de pesquisa do Laboratdrio de Imunologia e Genémica de Parasitos tém focado
na busca proteinas e peptideos com excelente performance no diagnéstico das
leishmanioses e da doenca de Chagas, visando o desenvolvimento e melhoria dos testes
diagndsticos para doencas parasitarias. Como perspectiva futura, visamos a producéo de
um antigeno multimérico, composto por diferentes proteinas e/ou epitopos de
Leishmania, objetivando o desenvolvimento de um teste soroldégico de melhor
sensibilidade e especificidade, de maior importancia, de modo que o teste seja capaz de
chegar a populagdo com facilidade, em todos os focos de leishmaniose, permitindo o

devido controle dessa doenga em expanséo.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados permitiram concluir que a utilizacdo de proteina constituida
exclusivamente de motivos repetitivos de kinesina apresentou melhor performance
diagnostica quando comparada com a rk39 e o kit EIE-LVC, demonstrando seu

potencial uso para o diagnostico da LV humana e canina.
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Anexo Il. Manual de Instrucdo do Kit EIE Leishmaniose Visceral Canina

n Mesteno ca Saude
FOCRUZ
Fundagao Oswaldo Crus

Aprovacso da are: julho| 11

Ante: BM-BULL29-02-R

@ él;.‘l;d;;;g;lnhos

to.Mi_EIELVC 07

Tex

EIE LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

Bio-Manguinhos
(USO VETERINARIO)

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA
DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

(material fornecido para 384 reagdes)

8. ANEXO
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EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos
(USO VETERINARIO)

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
(material fornecido para 384 reagdes)

INDICAGAO DE USO
O Kit EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA Bio-Manguinhos é utilizado

na detecgdo de anticorpos contra Leishmania major like, em soros ou
plasmas de caes.

PRINCIPIO DO TESTE

O ensaio imunoenzimético consiste na reagéo de anticorpos presentes
nos soros ou plasmas de caes com antigenos soldveis e purificados de
Leishmania major like obtidos a partir de cultura in vitro. Os antigenos
obtidos sao previamente adsorvidos nas cavidades de microplacas/ “strips”
(fase sélida). A seguir, adicionam-se os soros controle positivo, neg e

ESQUEMA DO TESTE
Reagente

KK # <

ANTIGENO AMOSTRA

Bl b <Z<>ZI]->

suasnwo .

as amostras, devidamente diluidos. Caso as amostras possuam anticorpos
especificos, estes irdo se ligar aos antigenos da fase séhda

Na etapa deve-se adici; um pecifico, anti
imunoglobulina, marcado com a enzima peroxidase. Na presenca de
anticorpos especificos, ocorreré a ligagao conjugado- anllcurpo que
poderé ser evidenciada com a adigdo de uma substa

(tetrametilbenzidina-TMB).

Ap dase jt P d hbdrogerﬂofonnuréumconpo&o

de cok azul que a0 adici acido sulfari P

reagéo e passa a ap uma coloragao amarela, positiy le
vidades que nao ificos, ndo havera

decoroquecaractemumareaqao gativa (ndo Os resultad:

podem ser avaliados por meio de um espectrofotdmetro para microplaca em
comprimento de onda de 450 nm.

POSITIVA
Nao Reagente
K--3-P-K
ANTIGENO AVIOSTRA ~ CONWUGADO  SUBSTRATO + AUSENCIA DE
NEGATIVA CROMOGENO COLORAGAD

MATERIAL FORNECIDO
Componentes Apresentacao
Diluente Amostras/ Conjugado [5X] 02 frascos com 45 mL
Lecitina de leite 01saco-10g
Tampéo de lavagem [20X] 02 frascos com 60 mL
Diluente do Substrato 01 frasco com 60 mL
Cromé (TMB) 01 frasco com 0,7 mL
Substrato H,0, 01 frasco com 0,2 mL
Acido Sulfirico 2M 01 frasco com 30 mL
Controle Positivo 01 frasco com 0,25 mL
Controle Negativo 01 frasco com 0,25 mL
Conjugado 01 frasco com 0,4 mL

d com 6 “strips dupla sensibilizadas™ 04 unidades
Folhas adesivas 08 unidades
Manual de Instrugao de Uso 01 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO
- Agua destilada;

- Vldrana b&skca em geral (lubos plpetas provms etc);

-M ajl ep
- Luvas dacanévels

- Barquetes ou reservatérios;

- Estufa a 37 °C;

- Sistema de vécuo com pente de

Iel pipeta Pasteur adaptada ou

lavador automético de microplacas;

- Hipoclorito de sédio a 2,5% ou 4gua sanitéria;

- Espectrofotometro para leitura de microplacas, equipado com filtro de
450 nm.

- Balanga semi-analitica;

- Caso utilize amostras em papel de filtro: picotador de 6 mm,

CONSERVAGCAO E ESTOCAGEM DOS COMPONENTES
Manter entre 2° e 8°C: Diluente de amoastra/conjugado [5X], Leditina de lekte, Tampao
de lavagem [20X], Diuente do Sub Cromégeno (TMB), Substrato H,0, e Addo
Sulfrico 2M.

Manter a -20°C: Controle Positivo, Controle Negativo, Conjugado e “Strip” Sensibilzada.
Todos os componentes do kit deven ser conservados nas respectivas

temperaturas indicadas em seus rotulos, desde o ato do recebimento até
a validade definida na caixa principal do kit.

Obs.: De acordo com d lizados em Bi guinh a
P porte, com bobinas de gelo reciclével, permit

o conjf se ha em condig; is durante 24 a 36 | :

CUIDADOS E PRECAUGCOES

S para uso di “in vitro™.

Este conjunto di contém p biolégicos & quimi

- Para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos na parte intema das strips;
- Cada strip s6 pode ser utilizada uma Gnica vez;
- Sol do TMB e/ou p 4

en&odevememar em comalo com metais;

- Nao usar os componentes apés sua data de vencimento;
- (ltlhur frascos e vidurias ﬂgorosamente limpos, pois residuos de

parapele e

e/ou sub p na reagéo.
PROCEDIMENTO DO TESTE
Os comp do kit natemp d 7a8°C,asdmconw
08 comp dos natemp de-20°C, eas
strips sensibilizadas, devem ser dos d de

anlesdowcbdomeuﬂhados.mmnd@osamnlogoapés
0 uso.

Importante: Retirar apenas a quantidade de “Strips” a serem utilizadas
no teste,

O conjugado deve ser retirado de sua wemperaturadeconsemqlo apenas
no momento da sua utilizagao, sem a d

retornando para conservagao imediatamente, npésseuuso

lmponame. Este insumo nao tolera variagbes de temperatura, evitar

podendo representar uma fonte de mfect;&o Ponanto ao
qualquer um dos desse conj observar as p
biosseguranga necessarias,

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagnéstico depende
do cumprimento 3s boas préticas de laboratério, tais como:
-As

de

€ 0S SOr0S les devemn ser ipulados com cuidado;
- Homogt as e les antes de usar;
- Utilizar equip de p dividual (EPI), tais como luvas

descamivds jaleco e pmletor facial em todas as etapas do teste.

- Desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas utilizadas, etc.,
em solugéo de hipoclorito de sédio a 2,5% ou dgua sanitéria;

- Nunca misturar componentes de lotes diferentes;
- Aconselha-se s6 utilizar componentes do mesmo conjunto.
4

sua ia fora da de -20 °C.

P gal P

1- Preparo do diluente de amostras/conjugado:

n% STRIPS duplas n? REAGOES Diluente de Amostras/ Lecitina de leite HO
Conjugado [5X] (pesar) destilada

o1 At 16 amL 03g 12mL
(3 At 32 emL 069 24mL
o3 At 48 amL 08g @m
04 Até 64 10mL 19 OmL
05 Até 80 12m 129 48m
06 At 96 14mL 140 semL

Z-DﬂulremmbosjuLdosconuolesedasamostnsdesomouplusrms
de cées a serem anall das, em 500 uL do
ﬂuentedemmtra/con}ugado(l 100)..
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AMOSTRAS NAO REATIVAS AMOSTRAS REATIVAS

RESULTADOS

- g = As que ap
ou superior ao Cut-Off,

- Amostras nao reagentes = As que apresentarem densidade dtica
inferior ao Cut-Off.

dtica igual

- Amostras indeterminadas = As que apresentarem densidade otica
entre o cut-off e a faixa cinza.

Obs. 1: damos a repeticao das que ap
densidade dtica na “faixa cinza", considerada neste teste, entre o valor
obtido para o Cut-Off e o valor obtido com a multiplicacéo deste por 1,2.

Obs. 2: mantendo-se as amostras na hlxacmza upésuepetiq&o
recomendamos a utilizacéo de outras
deste resultado, que devera ser designado como INDETEHMINADO

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS COLHIDAS EM
PAPEL FILTRO

1- Preparo do dil de jugad
n® duplas n? REAG Diluente de Lecitina de leite  H0
5%
01 At 16 Imi 03g 12mL
(] At 32 eml 06g 24mL
) Até 48 8mL 08g 2m
o4 At 64 10mL 19 4omL
05 At 80 12mL 12g 48mi
06 At 96 14mL 149 s6mi
2 - Em tubos previ d dos, limpos e secos, colocar 2

picotes (6 mm) de cada amostra coletada em papel de filtro Whatman n°1 ou
1 picote (6 mm) para papel filtro Klabin 80 e nos tubos correspondentes.
3- Adldonar 400 ;.d. de diluente de amostra/conjugado, por tubo, para as
Wh 1 n°1 ou 500 ul de diluente para

amostras coletadas em papel Klabin 80.
4 - Colocar a estante de tubos em agitador rotacional para eluir as amostras
coletadas em papel de filtro. Deixar eluir durante a noite na geladeira ou
agitar 1 hora no agitador, rotagao de 50 Rpm a lZ.':Rpm
5 Diluir em tubos, 5 ul. dos soros k

dos, em 500 uL do diluente de amostra/ccnjugado (1:100).

Obs,3: operador deveré observar os do teste, ok
que a DO obtida para o controle do conjugado (SS), nao podera ser
superior a 1,5 x DO obtida para o soro controle negativo.

10

6 - Distribuir na placa bilizada 100 uL dos controles e das amostras
eluidas da seguinte forma: na coluna 1 fileira “A", “B", o soro controle positivo,
na “C', “D", “E" o controle negativo, na “F" e“G", somente o diluente da

amostra/ conjugado (sem soro). Nos outros orificios, distribuir 100 uL das
amostras teste ja eluidas, seguindo o protocolo abaixo:

8. ANEXO

3 4 5 6 y AL | 10 12
[ Amowva 1 Aota | Amosra | Amostre Amowre | Amous

) " £l M Rl £ C I ]
Ao | Amows | Adowrs | Amoss | Amowrs | Amosts Amoars Amcars

L] LI 5] (TR B ] s 9]
Anoses | reste | Aaades| At | At | Arasire Amosws Anoere

o | » | u | s ) .
onoska | Avauis | Amcevs | Amcabs | Amowts | Amoabs

L 1 Hholww e 8 L

el
L

ST

1 :
ol 3 2 W | w | w ) )
o ‘mm—-m»n—n Amosas | Amorie st

[l e vt e I e i o E t
5s | Mmooy | Anoeva| Amonrs | Amones | Arant | Amcese | Amcabs Aows Arcats
s ] oy e | n )

Arcens Amosts | Ameyre | Amosrs An-- A-- Aeostn | Amosss| Anosie

1 s v |2 £ a | = n © | W

CP = Controle Positivo | CN = Controle Negativo | SS = Sem Soro

7- Selar os "strips” com a folha adesiva e incubar a 37° C + 1 °C por 30 min.

Obs.: Caso ocorra G fi de temp durante o periodo
de incubagéo, o técnico deveré invalidar o ensaio.

8- Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampao é sujeito acwngbo <aso isso ocorra, coloque em banho-

maria a 37 °C até a dissolugéo dos
a)vduﬂwsnméﬁosquandoseuﬂhshtemdev&wwnpemde
lavagem ou pipeta Pasteur:

mmursm n® REAGOES Tampho e Lavagem (20 n,omm

Ath 16
Q Até 32 3mL 57mL
Até 48 4mL 76mL
04 Até 64 SmL 9 mL
05 Até 80 7mL 133mlL
06 Até 96 8mL 152mL

12

b) volumes necessérios quando se utiliza lavadores autométicos:

n*STRIPS duplas  n?PLACAS  Tampio de Lavagem [20X]  H,0 destilada
A3 12 20ml 380 mL
A6 1 25mL 4785 mL
A9 1172 30 mL 570 mL.
A8 12 2 3B ml e85 mL
A 15 212 40 mL 760 mL
At 18 3 45 ml. 8ssmL
At621 31 somL. 950 mL
A6 24 4 s5mL 1045 mi

9- Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o conteddo e lavar 6
vezes com tampdo de lavagem (200 uL/orificio). Aguardar 30 a 60 segundos
entre cada lavagem.

10- Diluir o conjugado no dil de / do, preparad:

anteriormente.

Preparo do conjugado:

n?STRIPS duplas  n?REAGOES  Diluente de Amostras/ Conjugado

Woau‘do

o1 A 18 suL
] A 32 smL Syl
03 A 48 10mL 104
04 A B4 1omL 104
05 At 80 15mlL 15
6 At 96 15mL 15uL

11- Homogeneizar e distribuir 100 uL da diluigao do conjugado em cada
orificio dos strips.

12- Selar “os strips” com folha adesiva e incubar a 37°C = 1 °C por 30 min.
Aspirar e lavar conforme descrito no item 9.

13- Preparar o sub alguns mi
frasco escuro (ao abrigo da luz).

antes do uso, prefi

13
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n® STRIPS duplas  n? REAGOES Diluente do Cromégeno  Substrato

Substrato T™B H,0,
o At 16 25mL 25p SuL
[ At 32 4mL 40pL 8l
03 At 48 smL 60t 124l
04 At 64 smL 0L 18
05 At 80 10mi 1004l 200l
08 At 96 12ml 120l 24l

15- Distribuir 100 uL do substrato rapidamente em todos os orificios.
16- Deixar & temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 min.

17- Bloquear a reagao adicionando 50 ul. de acido sulfarico 2M em todos os
orificios. Em seguida, p der a leitura das

LEITURA

Ligar o espectrofotémetro para microplacas, equipado com filtro de 450
nm para leitura e sem a utilizagao de filtro de referéncia (620-630nm). Apos
alguns minutos, para estabilizagdo do feixe de luz, zerar o aparelho no ar
(sem a microplaca de teste) e, em seguida, iniciar a leitura.

Obs.: Caso a leitura seja feita com filtro de 450 nm, tendo como referéncia
outro de 620-630 nm, todas as densidades éticas (DO) ficarao abaixo do
esperado, prejudicando o célculo do cut-off e causando a ocorréncia de
resultados falso-positivos no ensaio.

Para o célculo do cut-off deve-se calcular a média das densidades Gticas
(DO) dos les p baixo e dos ! gativos dentro da
faixa de validagao do teste. Caso seja encontrada alguma densidade Gtica
fora da faixa de validagéo do teste, estadeveréserdesoarbdaeaméda
devera ser realizadas utilizando-se as demais densidades oticas,
demonstrado nos exemplos abaixo.

VALIDAGAO DO TESTE

- Controle Positivo: = 0,500 de DO
- Controle Negativo: > 0,050 < 0,120 de DO
Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

Célculo do Cul Off (CO)
CO = XCNx

XCN = média da densidade Gptica dos orificios do controle negativo.
DO = densidade 6tica

CN = controle negativo

Exemplo 1:

nnmx_no.mz.:.mm um.:.n.m.;mm - 0,099

DOO‘I-&IW

DOCN2 = 0,098

DOCN3 = 0,101

€O = XCHx3 =0,09x3 = 0.297

Exemplo 2
DOCHMI £ DOC2 ~ (110 + 0090 = 0,100

2 2
DOCN1 = 0110
DO N2 ~ 0,050
BOEMI—8:434 Fors da fatwo de validacho do teste = descartar
CO = XCNx3 = 0,100x 3 = 0,300
Bxermgio 3
Dn_an;.mmz- 0110+ 0080 = 0,095

2

DOCN1 = 0110
DO CN 2 « 0,080
BO-EHI~—6:040 Fora da faa de validagio do teste = descanar
QO = XCNx3 = 0,095x 3 = 0,265

Considerar o teste vélido quando os valores da densidade 6tica estiverem na Fﬂkvbc _cg‘Fl-;-wm
faixa descrita a seguir: RNl
FC=COx1.2
FC=0322x12
FC = 0,366
14 1%
INDICE DE SENSIBIUDADE E ESPECIFICIDADE
5 E p de izag&o do teste foram realizados por Bio-
AMOSTRAS NAO REATIVAS AMOSTRAS REATIVAS M inhos em 2 com o I Adolfo Lutz (IAL-SP). Foram
identificados 130 cbes com suspeita clinica de L Visceral
Americana (LVA) dos quais foram de soro e
RESULTADOS coletadas em papel de filtro. Estas amostras foram testadas tanto na IFl
quanto no EIE. Para os célculos de sensibilidade e especificidade a IFl foi
- g = As que ap Gtica igual considerado o teste padrao ("Gold Standard”), e os seguintes indices foram
ou superior ao Cut-Off. enc ibilidad: ra de soro dos caes: 94,54% e
especificidade de 91,76%. Ja para as amostras coletadas em papel de filtro
- nao = As que ap i Otica os indices de sensibilidade e especificidade foram de 79,45% e 90,24/%
inferior ao Cut-Off. respectivamente.
- A = As que ap de otica INDICE DE REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E
entre o cut-off e a faixa cinza. ESTABILIDADE
Obs. 1: a ic&o das que Diversos foram dos em nossos | 6rios utilizand
densidade ética na “faixa cinza", considerada neste teste, entre o valor amostras conhecidas e caracterizadas como padrbo sob os aspectos de
obﬂdopuaoCul-Oﬂoovalorobﬁdooomamulﬁp&cqbodeswponz reprodutibilidade e rej . As concl nos p

um penodc minimo de 6 meses de valldade para o produto, quando

Obs. 2: mantendo-se as amostras na “faixa cinza” upés a iG
recomendamos a utilizag&o de outras i
deste resultado, que deveré ser designado como INDEI'ERMINADO

Obs.3: operador devera observar os do teste,
que a DO obtida para o controle do conjugado (SS), ndo poderéa ser
superior a 1,5 x DO obtida para o soro controle negativo.

16

c as do Manual de Instrucdes de
Uso. Durante este periodo o produto manteve suas caracteristicas e seus
padroes de qualidade.
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