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RESUMO

A Leishmaniose visceral possui importancia mundial por ser uma
zoonose. Esta doenga possui como reservatério principalmente os cées e é
causada Leishmania infantum. Os caes possuem papel importante na
manutencao do parasito e infecgcdo em humanos. Esses animais sdo capazes de
se moverem por diversas regides, o que contribui para a dispersao do parasito.
Ha cerca 1,3 milhdo de novos casos/ano, ocasionando de 20 a 30 mil mortes.
Os testes diagnodsticos utilizados atualmente apresentam baixa sensibilidade e
especificidade, e ndo sdo capazes de detectar presenca da doenca em fases
assintomaticas, apresentando falsos negativos. Para contribuir com a melhoria
e acesso ao diagnostico nosso grupo desenvolveu previamente um novo
antigeno recombinante relacionado a cinesina de Leishmania braziliensis, a
Lbk39, no qual mostrou 59% de aminoacidos idénticos a L. infantum. A proteina
foi testada como antigeno em diagndstico de leishmaniose visceral canina. A
Lbk39 foi sintetizada utilizando o vetor pLEXSY-sat2 e transfectada em células
de Leishmania tarentolae por eletroporagao. No presente trabalho, tanto a Lbk39
quanto seus peptideos PepLi379 e PepLi409 foram utilizados como antigenos e
determinadas a sensibilidade e especificidade dos mesmos. A Lbk39 apresentou
100% de sensibilidade e 96,1% de especificidade, e seus peptideos, PepLi379
e PepLi409, 95% e 87,8% de sensibilidade, e 100% e 95% de especificidade,
respectivamente. Mostrando que ambos os antigenos tém potencial para serem
utilizados em testes para diagnoéstico em caes. Com isso, tanto a Lbk39 quanto
seus peptideos apresentaram potenciais para serem utilizados em diagndstico
de leishmaniose visceral canina. Em relagao a leishmaniose humana visceral, os
peptideos, PepLi379 e PepLi409, obtiveram 41,7 e 83,3% de sensibilidade e
95,8% e 100% de especificidade. Ja para leishmaniose cutdanea humana,
apresentaram 42,9 e 93,5% de sensibilidade e 91,7 e 87,5% de especificidade.
Mostrando que apenas o PepLi409 apresenta potencial para uso diagndstico,
tanto para leishmaniose visceral humana quanto para cutanea. A partir desses
resultados, foi estudado o potencial vacinal destes peptideos. Foram utilizados
camundongos BALB/c, os quais receberam duas doses de imunizagao por via
intranasal, com intervalo de 7 dias entre elas. Apos 7 dias da ultima dose da
vacina, os animais foram desafiados com 2x10° promastigota de L. infantum no
coxim plantar da pata direita via subcutanea. O perfil clinico da doenga foi
verificado pela observagao fisica e integridade dos animais. A carga parasitaria
do baco, do linfonodo popliteo e do figado foram quantificados pela técnica de
diluicdo limitante nos dias 60 e 90 pds-desafio, com a eutanasia dos animais. O
perfil das citocinas foi avaliado com o plasma dos camundongos. O grupo que
recebeu as composicoes PepLi409 e Mix dos peptideos, apresentaram diferenca
significativa na carga parasitaria dos 6rgéaos em relagao ao seu controle e aos
demais grupos vacinais e, a analise do perfil de citocinas no soro dos animais,
mostrou um aumento da producdo de IFN-y. Esses resultados sugerem que
estas composigdes sado candidatos ideias para uso vacinal contra leishmaniose
humana.
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ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis has worldwide importance because it is a
zoonosis. This disease has as a reservoir mainly dogs and is caused by
Leishmania infantum. Dogs play an important role in maintaining the parasite and
infection in humans. These animals are able to move through different regions,
which contributes to the dispersion of the parasite. There are about 1.3 million
new cases / year, causing 20 to 30 thousand deaths. The diagnostic tests
currently used have low sensitivity and specificity, and are not able to detect the
presence of the disease in asymptomatic phases, presenting false negatives. To
contribute to the improvement and access to diagnosis, our group developed a
new recombinant antigen related to Leishmania braziliensis kinesin, Lbk39, in
which it showed 59% of amino acids identical to Leishmania infantum. The protein
was tested as an antigen in the diagnosis of canine visceral leishmaniasis. Lbk39
was synthesized using the vector pLEXSY-sat2 and transfected into Leishmania
tarentolae cells by electroporation. In the present work, both Lbk39 and its
peptides PepLi379 and PepLi409 were used as antigens and their sensitivity and
specificity were determined. Lbk39 showed 100% sensitivity and 96.1%
specificity, and its peptides, PepLi379 and PepLi409, showed 95% and 87.8%
sensitivity, and 100% and 95% specificity, respectively. Showing that both
antigens have the potential to be used in diagnostic tests in dogs. Thus, both
Lbk39 and its peptides showed potential to be used in the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis. In relation to human visceral leishmaniasis, the peptides,
PepLi379 and PepLi409, obtained 41.7, 83.3% sensitivity, 95.8%, and 100%
specificity. As for human cutaneous leishmaniasis, they had 42.9, 93.5%
sensitivity, and 91.7 and 87.5% specificity. Showing that only PepLi409 has
potential for diagnostic use, both for human visceral and cutaneous
leishmaniasis. From these results, the vaccine potential of these peptides was
studied. BALB / ¢ mice were used, which received two doses of immunization
intranasally, with an interval of 7 days between them. 7 days after the last dose
of the vaccine, the animals were challenged with a 2x108 L. infantum
promastigote in the footpad of the right leg, subcutaneously. The clinical profile
of the disease was verified by the physical observation and integrity of the
animals. The parasitic load of the spleen, popliteal lymph node and liver were
quantified by the limiting dilution technique on days 60 and 90 post-challenge,
with the euthanasia of the animals. The cytokine profile was evaluated with the
plasma of the mice. The group that received the PepLi409 and Mix peptide
compositions showed a significant difference in the parasitic load of the organs
in relation to their control and the other vaccine groups, and the analysis of the
cytokine profile in the animals' serum showed an increase in IFN-y production.
These results suggest that these compositions are ideal candidates for vaccine
use against human leishmaniasis.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis 1. Visceral leishmaniasis 2.
Cutaneous leishmaniasis 3. ELIS4. Recombinant Protein 5. Synthetic peptides
6.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

A leishmaniose € um problema de saude publica mundial estando entre
as sete doengas tropicais negligenciadas mais importantes doengas tropicais
(ANDRADE-NARVAEZ et al., 2005; VARGAS-MARTINEZ et al., 2013), estando
presente em 98 paises (ALVAR et al., 2012). Ha cerca 1,3 milhdo de novos
casos/ano e, estima-se que mais de 350 milhdes de pessoas estdo em risco de
contrair pelo menos uma de suas formas (DESJEUX, 2004), ocasionando de 20
a 30 mil mortes por ano (WHO, 2015; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Nas
Ameéricas, a doenga esta presente em 19 paises, sendo o Brasil o pais mais
afetado, com cerca de 96% dos casos reportados no Brasil (PAH, 2019). Em
paises como Colémbia e Venezuela, a transmissdo da doenga € considerada
estavel, entretanto, na Argentina, no Brasil e no Paraguai ha expansdo em novos
territorios afetados pela doengca (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; PAH,
2019).

Em 2012, Alvar e colaboradores, reportaram que o numero de casos de
leishmaniose visceral (LV) era de 0,2-0,4 milhdo de pessoas por ano, sendo mais
de 90% na india, Bangladesh, Sudao, Etiépia e Brasil, apresentando taxa de
morte estimada em 10 a 20%, especialmente em areas pobres.

Além da LV em humanos, existe a forma de leishmaniose visceral canina
(LVC) que ocorre principalmente em regides endémicas, no qual ha alta
prevaléncia de caes infectados, e pode chegar a mais de 60% em algumas
regides brasileiras (DE FREITAS et al.,, 2010). Thomaz-Soccol et al. (2017)
mostrou que aproximadamente 24% dos caes em Foz do Iguagu apresentam
LVC. A prevaléncia de LVC no Brasil ocorre em varias regidées, como de 6,7% a
29,3% no Nordeste; de 47,8% a 59,3% no Norte; de 10-44,2% no Sudeste; de
9,3% a 65% no Centro-Oeste (MAIA-ELKHOUR et al., 2008; FELIPE et al., 2011,
BARATA et al., 2013; CARDIM et al. 2013; TEIXEIRA et al. 2013; PEIXOTO;
OLIVEIRA; ROMER, 2015; SILVA; MADEIRA; FIGUEIREDO, 2015; BRAZIL,

2016). A soroprevaléncia varia na populagdo em geral, incluindo caes com e sem
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sinais clinicos, entre 3,4% e 40%, revelando o potencial de vigilancia da infecgéao
canina como um marcador da transmissdo e dos desafios emergentes
(DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; DE ALMEIDA et al., 2009; DO
PRADO et al., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2011). No Brasil, estima-se que
a populacao canina é de 28 milhdes, incluindo mais de 22 milhdes de cachorros
ndo domiciliados (STEVENSON, 2004). Porém, n&o ha dados oficiais sobre o
numero total de caes infectados. Como medida de reducdo da disseminacgao da
doenca, visto que o cao € um dos principais reservatorios do parasito, uma das
estratégias é monitorar e controlar os casos de LCV (GRIMALDI et al., 2012).

As leishmanioses sdo causadas por parasitos intracelulares, pertencente
ao género Leishmania. A Leishmania é transmitida para humanos pela picada
do flebotominio, principalmente pertencentes aos géneros Phlebotomus,
presentes no Velho Mundo (Europa, Africa do Norte, Oriente médio, Asia) e
Lutzomyia presente em parte da América do Sul (VERA-IZAGUIRRE et al.,
2006). Os reservatorios da doenga sao varias espécies de animais selvagens e
domeésticos (REISEN, 2010).

Ha trés formas clinicas da doenca: leishmaniose cutanea (LC), a
leishmaniose mucosa (LM), e a LV. A LV é a maior causadora das mortes em
pacientes ndo diagnosticados precocemente, devido a auséncia de um teste
diagndstico rapido ou pelo longo tempo de tratamento (ARENAS et al., 2017).
Cerca de 75% dos casos de LC ocorrem em paises das Américas, destacando
a relevancia epidemioldgica do continente (READY, 2014).

As leishmanioses sdo causadas por 53 diferentes espécies (sp.) do
parasito, no qual 20 tem a capacidade de infectar humanos (AKHOUNDI et al.,
2016). Compreender essa variedade de espécies € relevante pelo fato de
algumas serem associadas a forma clinica da doengca e a resisténcia aos
tratamentos convencionais (AREVALO et al., 2007; DOWNING et al., 2011;
MOUTTAKI et al., 2014). O continente americano representa um cenario
especial para a doenga, nao so6 devido a grande quantidade de casos, mas pela
diversidade de espécies diferentes em um mesmo pais, alcangando até dez
espécies diferentes em um mesmo territério (RAMIREZ et al., 2016; MONTALVO
et al., 2017). A distribuicdo do parasito nas Américas € mostrada na FIGURA 1.
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FIGURA 1 - DISTRIBUICAO GEOGRAFIC}A DA OCORRENCIA DA LEISHMANIA NAS
AMERICAS

* Argentina * Mexico

* Belize * Nicaragua
* Bolivia * Panama
* Brazil * Peru

Colombia ¢ Surinam
* Costa Rica ¢ Uruguay
* Ecuador * Venezuela

Guatemala =1 América
* Honduras

500 ~, 1000 km
[ —

FONTE: “Um banco de dados interativo da distribuicao de espécies de Leishmania nas

Américas”. Herrera et al., (2020).

A TABELA 1 mostra a resumo das informagbes clinicas e

epidemioldgicas de leishmaniose nas Américas em 2020.

TABELA 1 - RESUMO DAS INFORMAGOES CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS DE
LEISHMANIOSE NAS AMERICAS EM 2020

Pais Nde | *NdR | NdR por NdR da | NdR pelo NdR por NdR por

sp. bidpsia pele sangue inseto aspirado
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Argentina 7 38 7 15 3 7 6
Belice 2 7 7 -- -- -- --
Bolivia 6 58 22 1 3 11 21
Brasil 15 470 229 13 159 60 9

Colombia 10 264 105 105 29 24 1

Costa Rica 3 20 1 -- - - 19

Equador 11 99 59 12 -- 28 --

Guatemala 2 5 2 -- - 3 -

Honduras 2 10 3 -- -- -- 7
México 9 138 100 3 12 5 18

Nicaragua 4 51 17 6 -- -- 28

Panama 4 6 2 1 -- -- 3
Peru 11 236 145 39 3 28 21
Suriname 5 14 9 -- -- 5 --
Uruguai 1 1 1 -- -- -- --
Venezuela 8 81 45 9 8 16 3
Total 1502 756 204 217 189 136

FONTE: Adaptado de “ Um banco de dados interativo da distribuigdo de espécies de

Leishmania nas Américas”. Herrera et al., (2020). *NdR: Numeros de registros.

Em relacdo a epidemiologia, nas Américas, o total de 940.396 novos
casos de LC e LM, e 59.769 de LV foram reportados nos paises endémicos, de
2001-2017, com média anual de 55.317 e 3.516 casos, respectivamente. Em
2017, 49,959 foram reportados pela Organizagao de saude Pan-Americana
destes, 72,6% casos foram no Brasil (17,526), sendo 3,78% (1,882) de LM. Ja
4.329 novos casos de LV foram reportados, com aumento regional de 28% de
casos no Brasil (PAHO/WHO, 2017).

De acordo com os dados do Sistema unico de Saude (SUS) do Brasil, a
taxa de morbidade hospitalar por regido de internagao, no ano de 2020, foi de:
15, 303.76 de LM, 52, 514.64 de LC, 181, 603.78 de LV, e 21, 033.64 de
leishmaniose ndo especificada, sendo as regides nordeste e sudeste com a
maior incidéncia de casos (SUS, 2020).

A LV, conhecida como Kala-azar, € a forma mais grave da doenca,
caracterizada por disseminagao do parasito pelo figado e bago, sendo fatal se
nao tratada. A L. infantum (sin L. chagasi) (MORENO et al., 1986; THOMAZ-
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SOCCOL, 1993) e L. donovani sao as principais causadoras da LV na Europa,
Africa e Asia (velho mundo), e L. infantum/L. chagasi nas Américas (novo mundo)
(MURRAY et al., 2005). As principais espécies e suas formas das doencgas estao
representadas na TABELA 2.

TABELA 2 - TAXONOMIA DAS ESPECIES DE LEISHMANIA

Regiao Complexos Espécies Manifestagoes clinicas
Velho L. donovani L. donovani LC, LV, PKDL, LM (raro)
Mundo L. infantum LC, LV (crianga), PKDL, LM (raro)
L. chagasi

L. tropica L. tropica LC, LM (raro), LV (raro)

L. major LC, LM (raro)

L. aethiopica LC,LCD
L. mexicana L. mexicana LC, LCD (raro)

L. amazonensis LC, LCD, LV (raro), PKDL (raro), LM

L. venezuelensis LC, LCD (raro)
L. (Viannia) L. braziliensis LC, LV, LM
L. guyanensis LC, LM
L. paramensis LC, LM
L. peruviana LC

FONTE: adaptado de “Infecgédo de Leishmania no novo e velho mundo. Uma revisao pratica”
(2015). Abreviagdes: LC (Leishmaniose cutanea); LV (Leishmaniose visceral); PKDL
(Leishmaniose dérmica pés Kala-azar); LM (Leishmaniose mucosa); LCD (Leishmaniose
cutanea difusa).

De todas as formas da doencga, a LC é a forma mais comum, podendo
apresentar ulceras na pele, no local de picada do flebotomineo, ou cicatrizes
altamente desfigurantes. E causada pela L. major, L. tropica, L. donovani, (Velho
Mundo) e L. braziliensis (Novo Mundo), dentre outras espécies (KAYE; SCOTT,
2011; SCOTT; NOVAIS, 2016). LC pode levar a leishmaniose cutanea difusa
(LCD) e LM, que s&o as formas mais severas da doenga, caracterizadas pela
migracdo do parasito para locais secundarios, e formacdo de lesdes
metastaticas (ADAUI et al., 2016; BOURREAU et al., 2016). Essas lesdes
secundarias, algumas vezes, apresentam baixo numero de parasitos, mas séo

acompanhadas por inflamagdes exageradas que provocam destruigdo dos
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tecidos. Essa disseminacédo e reativacdo da infecgdo em locais secundarios
podem ocorrer anos depois da infeccdo primaria e, sao observadas,
principalmente, nas infecgdes por L. braziliensis, L. guyanensis e L. aethiopica.
Geralmente, a LM esta associada com as condicdes socioeconOmicas,
condicdes precarias habitacionais, sistema imunolégico debilitado, e desnutrigao
(WHO, 2015).

As leishmanioses afetam principalmente pessoas de paises em
desenvolvimento, no qual, dentro destes, a populagao afetada sdo as de menor
nivel socioecondmico, e ndo possuem capacidade de assumir os custos da
doenga, como, diagndstico, hospitalizagédo e tratamento (THAKUR, 2000). A
migracao, desflorestamento, mudancas na susceptibilidade do hospedeiro,
urbanizacdo, e mudangas no ambiental natural, sdao fatores de risco que
contribuem para a prevaléncia da leishmaniose (DESJEUX, 2001), e vem se
espalhando rapidamente, para areas nao endémicas do mundo, devido a
globalizagdo, aumento de viagens internacionais (WEINA et al., 2004),
dificuldade de controlar os vetores (CLABORN, 2010), falta de vacinas eficazes
(ZOFOU et al., 2014).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a potencial aplicagdo do antigeno recombinante Lbk39 e seus
peptideos sintéticos, PepLi379 e PepLi409, no diagnodstico e em protocolos

vacinais da Leishmaniose.

1.2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar o desempenho do crescimento de L. tarentolae transfectada com
o plasmideo contendo a sequéncia da proteina recombinante Lbk39 em

cultura;
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Padronizar o método ELISA para validagao do potencial diagndstico da
proteina recombinante Lbk39, e seus peptideos;

Realizar, pelo método de ELISA, o sorodiagndstico de animais e
humanos infectados com leishmanioses;

Comparar método ELISA com TrDPP e cultura;

Imunodetecgao de peptideos antigénicos da Lbk39 em membrana;
Realizar analise in silico dos peptideos da Lbk39;

Avaliar por testes in vitro os peptideos;

Avaliar o potencial vacinal dos peptideos in vivo para humanos.
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1.3 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose continua sendo um grande problema de saude em
quatro regides eco epidemiolégicas no mundo: Nas Américas, na Africa
ocidental, no Norte da Africa, Asia Ocidental e Sudeste Asiatico. Ha 4 principais
formas da doenca, como a LV, a leishmaniose dérmica pds-kala-azar (PKDL), a
LC e LM. Enquanto LC é a forma mais comum da doencga, LV é a mais grave e
quase sempre fatal, principalmente em criangas (WHO, 2018).

Ao longo dos anos, muitos estudos tém sido realizados tentando
compreender a fisiopatologia da Leishmania, como este parasito é capaz de
evadir a resposta imune (RI), e como estes sdo capazes de se tornarem

resistentes a diversas drogas.

Os testes diagndsticos utilizados atualmente apresentam baixa
sensibilidade e especificidade, e ndo sdo capazes de detectar presenga da
doenga em fases assintomaticas, apresentando falsos negativos. Por esse fator,
a presente tese aplica o antigeno LBK39 e peptideos derivados na plataforma
ELISA para diagndstico de leishmaniose visceral humana (LVH), leishmaniose
cutanea humana (LCH) e LVC, pois ja foi observado que a Lbk39 é um potencial
antigeno para uso no diagnéstico de LVH e LCH (de SOUZA et al., 2019).

Até o presente momento ndo ha vacinas contra leishmaniose aprovadas
para uso em humano, apesar dos tratamentos com a quimioterapia serem
eficazes, estes apresentam diversos efeitos adversos, fazendo com que o
tratamento nao seja facilmente administrado. Nao ha também uma terapia que
seja ideal e funcional contra a leishmaniose. Com isso, resolvemos avaliar o
potencial vacinal dos peptideos sintéticos da proteina recombinante Lbk39

contra a leishmaniose visceral murina.
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2 REVISAO TEORICO-EMPIRICA

2.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

De acordo com o Guia de Vigilancia em Saude (2017) tém sido
registrados surtos frequentes de LV. Inicialmente, sua ocorréncia estava limitada
a areas rurais, e pequenas localidades urbanas. A leishmaniose esta em
constante expanséao para os grandes centros, acometendo 21 estados das cinco
regioes, devido aos aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados.
Nos anos 90, 90% dos casos eram apenas na regido Nordeste do Brasil, hoje
em dia, os dados mostram a Peri urbanizacdo e urbanizacédo da LV, que sao
areas de colonizagao (zoonoses de matas residuais) que houve adaptacéo do
vetor ao peridomicilio (antropozoonoses), destacando-se as cidades do Sudeste,
como Rio de Janeiro (Rio de Janeiro), Belo Horizonte (Minas Gerais) e Aracatuba
(Séo Paulo). A doenga € mais frequente em criangas com menos de 10 anos
(41,9%), e o sexo masculino € o mais afetado (61,8%). As criangas sdo as mais
afetas devido a maior suscetibilidade que estas apresentam, devido a relativa
imaturidade imunoldgica, agravado pela desnutricdo, além da maior exposi¢cao
ao vetor peridomicilio (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) apresentou mudanca no
seu comportamento. Antigamente, era considerada zoonose de animais
silvestres, que acometia pessoas que tinham contato com florestas, ocorrendo
principalmente em zonas rurais e periurbanas. Devido a fatores como garimpos,
expansao de fronteiras agricolas e extrativismo, a LTA apresentou aumento no
crescimento da endemia, hoje sendo encontrada em todos os estados do Brasil.
A grande maioria dos casos sdo encontrados no Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

2.2 TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA



34

A Leishmaniose € causada por varias espécies do protozoario
digenético, da ordem kinetoplasta, que pertence a familia tripanossomatidae e é
do género Leishmania, no qual afeta humanos e animais (LAINSON; SHAW,
1987).

Existem varios tipos de hospedeiros vertebrados, os mamiferos tais
como roedores, caes, marsupiais, carnivoros, primatas e humanos (PISCOPO;
AZZOPARDI, 2007), e invertebrados, os insetos vetores. Os vetores sdo insetos
fémeas, denominados de flebotomineos, da ordem Diptera, da familia
Psychodidae e género Phebotominae, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo
Mundo. Dependendo da localizagdo no qual sdo encontradas no Brasil, sdo
conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros
(REY, 2001a; COURA, 2005; GRIMALDI; TESH, 1993; MIRANDA et al., 2011).
Cerca de 700 espécies de flebotomineos tém sido descritos, dos quais, destes,
aproximadamente 30 espécies sao vetores do parasito, e mais de 40 espécies
sdo suspeitas de agirem como vetores (AKHOUNDI et al., 2016). A Leishmania
apresenta duas formas de vida: a forma promastigota (FIGURA 2A), no qual
possui flagelo livre em sua porgao anterior, e € encontrada no tubo digestivo do
vetor, e a forma amastigota (FIGURA 2B), as quais sdo encontradas dentro dos
macréfagos (Mg@) dos hospedeiros vertebrados. As formas amastigotas séo
esféricas ou ovais, e medem cerca de 2,5-5,0 ym em didametro, ja as
promastigotas alongadas, com cerca de 5,0-15,0 ym de comprimento (BATES;
ROGERS, 2005).

FIGURA 2 — FORMAS PROMASTIGOTA E AMASTIGOTA DE LEISHMANIA SP.

(A) Promastigota (B) Amastigota
FONTE: (A) Foto experimentacéo (B) Pereira et al., 2017.
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As formas amastigotas possuem um kinetoplasto localizado préximo do
nucleo e podem se multiplicar dentro do sistema mononuclear fagocitico dos
hospedeiros vertebrados. Assim, como apresentado na FIGURA 3, a fémea do
flebotomineo torna-se infectada durante a alimentagdo do sangue ou de linfa
intertical contendo macréfagos parasitados por amastigotas de Leishmania
(BATES; ROGERS, 2005).

No trato digestivo do inseto, a amastigota se diferencia em promastigota,
que possuem kinetoplastos localizados entre o nucleo e a extremidade anterior.
Ainda no trato digestivo do vetor, a promastigota sofre os estagios prociclico,
nectomonato, leptomonato, haptomonato, até eles tornarem-se promastigotas
metaclicias, que é a forma infectante da doenga (BATES; ROGERS, 2005).

Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, as promastigotas séo
internalizadas pelos Mg e, dentro dos vacuolos parasitoforos (VP), elas se
transformam em amastigotas, no qual se replicam intensivamente até a lise da
célula parasitada. Assim, as amastigotas infectam outros Mg, e o ciclo comeca
novamente (DE MENEZES et al., 2016). Varios mecanismos de adaptagao tém
sido desenvolvidos pelos parasitos do género Leishmania para garantir sua
sobrevivéncia, no hospedeiro, em diferentes ambientes que eles enfrentam
durante o seu ciclo de vida. Lidam com as condigbes digestivas presentes no
flebotomineos, e impedem sua destruicdo pelo sistema imunoldgico (Sl) do
hospedeiro vertebrado, o que garante sua sobrevivéncia dentro dos Mg
(CUNNINGHAM, 2002).



FIGURA 3 - CICLO DE VIDA DE PARASITO DO GENERO LEISHMANIA SP.
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Ciclo de vida da Leishmania
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FONTE: (https://labvet.com.br/laboratorio-veterinario/41/2/19/Leishmaniose-canina-
%E2%80%93-desafios-diagnosticos,-tratamento-e-prevencao). 2019.

2.3 TIPOS DE LEISHMANIOSE

A LC é endémica na América Central e do Sul, Africa do Norte, Oriente
Médio e partes da Asia, e s&o estimados 1 milhdes de novos casos por ano. A
LC é aforma mais comum das leishmanioses, ocorrendo em 90% dos pacientes
(VON STEBUT, 2015). Semanas ou meses apos a infec¢dao, nodulos se
desenvolvem e crescem ao longo de semanas, causando lesdes arredondadas
com bordas elevadas e centro granulomatoso, podendo eventualmente ulcerar,
dependendo da espécie do parasito. Estas podem torna-se dolorosas caso haja
superinfecgdo ou quando esta sobreposta a uma articulagao (KEVRIC; CAPPEL;

KEELING, 2015). As lesdes geralmente cicatrizam a partir do centro, em um
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periodo de meses, e podem deixar cicatrizes com um halo hiperpigmentado
(SCHWARTZ; HATZ; BLUM, 2006; AKILOV; KHACHEMOUNE; HASAN, 2007).

A LC pode apresentar formas atipicas, como eritematosa, eczematosa,
ou lesdes endurecidas. Os locais mais afetados sao as areas expostas da pele
(rosto, pescoco, bragos, pernas). A Leishmania pode se manter nas cicatrizes e
nos linfonodos da LC curada, mesmo com tratamento. O que pode resultar em
reativacdo da doenga em periodo de imunossupressdo (BOGDAN, 2012). Essa
doenga pode levar a leishmaniose recorrente (que pode ocorrer até oito anos
ap6s o tratamento) e Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD), com lesdes
disseminadas e nao ulceradas (VON STEBUT, 2015).

A LCD (conhecida como leishmaniose anérgica ou virchowiana) é a
forma mais grave de LC, com incidéncia de 2,4% no Brasil. Nesta forma ha
auséncia de imunidade celular especifica, com resposta terapéutica geralmente
fraca e, portanto, ocorre recidivas com mais frequéncias (FRANKE et al., 1990;
ZERPA; CONVIT, 2009). A doenca é crbnica, e é caracterizada por papulas ou
nodulos disseminados na pele, ndo apresenta ulceragdo, mas podem apresentar
lesdes verrucosas, € nao causam viscerilizagdo (LUPI et al., 2009). Outra
gravidade que a doenga apresenta, € a negativagdo do teste Montenegro.
Porém, podem ser detectadas por histopatologia e em exames de distingdo, no
qual apresentam numerosas formas amastigotas (MACHADO-PINTO et al.,
2006).

Uma outra forma de LC, é a leishmaniose Mucosa (LM), também
conhecida como LM “metastatica”, a qual afeta aproximadamente 5% dos
pacientes com leishmaniose, e geralmente esta associada com tratamento
inadequado ou ineficiente da infeccado primaria, sendo os homens o0os mais
afetados (VON STEBUT, 2015).

Os primeiros sintomas sdo congestao nasal persistente e hemorragica,
e rouquidao (LUPI et al., 2009). Geralmente, o eritema e edema progridem para
ulceragao com exsudato mucoso purulento (SCHWARTZ; HATZ; BLUM, 2006;
LUPI et al., 2009). De 2 a 10 anos pos infecgao, ha severa destrui¢ao do tecido,
comegando no septo nasal com perfuragdo potencial, atingindo nariz, boca,
garganta e tecidos circundantes. Estudos mostram que a progressao da LM, néo

tratada, desenvolve-se em cerca de 2-10% dos casos de LC causada pela L.
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braziliensis no novo mundo (PEREZ-AYALA et al., 2009; JIRMANUS et al.,
2012).

() Leishmaniose Visceral

A doenca € conhecida como Kala-azar e caracterizada por longos
periodos de febre recorrente, aumento do bago e figado
(hepatoesplenomegalia), linfodenopatia, perda de peso, anorexia, fraqueza,
palidez, tosse, retardo do crescimendo de criangas (MALTEZIY et al., 2000),
pancitopenia e hipergamaglobulinemia policlonal (IgG e IgM) (BADARO et al.,
1986). A hipoalbuminemia esta associada com edema e outros fatores de
desnutricdo. Diarréia pode occorer como resultado de infecgdo dos parasitos no
intestino e ulceracdo. Com o tempo, quando a LV nao é tratada, causa severa
caquexia e graves sangramentos devido a trombocitopenia. A perda de
trombadcitos pode resultar em hemorragia de mucosa grave que pode facilitar a
sepse. E, devido a eventual perda de leucécitos, os pacientes tornam-se
imunossuprimidos, ficando vulneraveis a infeccbes bacterianas sao causa
comum de morte nos casos letais por LV (KUMAR; NYLEN, 2012).

Na PKDL, ha o surgimento de maculas difusas hipopigmentadas,
eritema malar, papulas e nédulos em todas as partes do corpo (MALTEZOU et
al., 2000; AKILOV; KHACHEMOUNE; HASAN, 2007; WHO, 2014), e quando nao
tratada, € fatal dentro de 2 anos (WHO, 2014). Também pode causar a
linfodenopatia com infiltrados inflamatérios em macréfagos e plasma celular, e
lesdes na pele, que sao os principais sinais observados (de ALMEIDA et al.,
2012; LIMA et al.,, 2004). Alves (2009) mostrou a presenca de formas
amastiogotas nos linfonodos caninos naturalmente infectados com L. infantum
(sin L. chagasi). Hipertrofia/hiperplasia do linfonodo ocorre principalmente em
caes sem sinais clinicos, enquanto atropia € predominante em caes com sinais
clinicos (GIUNCHETTI et al., 2008). Apesar do estado clinico, a pele e o bago
sao os principais locais de alta densidade parasitaria durante o curso da LVC
(REIS et al., 2009). Anemia, uremia, hiperproteinemia e hiperglobulinemia sao

anormalidades hematolégicas e bioquimicas comuns observadas na LV.
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Anormalidades clinicas dignas de nota incluem linfadenopatia, alteragbes
cutaneas, anorexia, onicogrifose, emagrecimento, mucosas palidas,
oftalmopatias, febre e diarréia (FEITOSA et al., 2000; MAGALHAES et al., 2012).

2.4 FISIOPATOLOGIA DA LEISHMANIA

A resposta contra o parasito & determinada pela resposta imunologica
(RI) do hospedeiro, e varios polimorfismos genéticos relacionados ao Sl tém sido
associados a gravidade da doenga. Leishmania sendo um parasito
obrigatoriamente intracelular, eles precisam rapidamente localizar suas células
hospedeiras. A Rl envolve uma complexa gama de células. Apos o flebotomineo
realizar a hematofagia, células fagociticas sédo recrutadas para o local que foi
feita a hematofagia. Para estabilizar a infeccdo, algumas espécies de
Leishmania recrutam mondcitos inflamatorios, Mg e neutréfilos, para o local da
infeccdo. Uma vez dentro da célula hospedeira, a Leishmania € capaz de
modular o Sl a seu favor e se propagar no organismo e sobreviver. Assim, a
Leishmania desenvolve diferentes estratégias para moldar a Rl desde o inicio da
infecgao, afetando tanto a imunidade inata quanto a adaptativa para promover
sua sobrevivéncia (ROSSI; FASEL, 2018). Células como as células dentriticas
(CD), neutrofilos e eosindfilos, sdo essenciais na regulacdo da entrada do
parasito. Eles estdo envolvidos ndo sé na prevencao da entrada do parasito mas,
sdo responsaveis pelo controle da multiplicagdo pela produgdo de citocinas
(BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; NATHAN; SHILOH, 2000; GREGORY;
OLIVIER, 2005; BHATTACHARYA; ALI, 2013; ROSSI; FASEL, 2018).

Nos mamiferos, a Leishmania € localizada principalmente nos Mg
residentes, aonde eles sao diferenciados das formas promastigotas para as
formas amastigotas, e entdo sobrevivem em organelas, como os fagolisossomos
(ROSSI; FASEL, 2018).

Para que isso aconteca, as primeiras horas apos a infeccao séo cruciais
para que o parasito seja capaz de infectar fagécitos e colonizar o hospedeiro. No
estagio inicial, as propriedades pro-inflamatérias da saliva do flebotomineo tem
papel importante para determinar o curso da infecgdo (CHAGAS et al., 2014), e

essa fase ¢é afetada pelo duplo papel do sistema complemento (SC), pois a lise
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mediada por ele elimina os parasitos, enquanto a opsonizacéao, realizada pelo
fagécitos, promove a fagocitose da Leishmania, o que favorece a infecgdao. O
lipofosfoglicano (LPG), que € o glicoconjugado majoritario da superficie de
Leishmania, e protege a Leishmania da lise mediada pelo SC e, ao mesmo
tempo, induz ativagdo deste, promovendo assim a fagocitose do parasito
(FRANCO et al., 2012), porém, atrasa da formacéo do fagolisossomo e permite
que os parasitos se diferenciem em amastigota (VINET et al., 2009).

O maior efeito da resposta anti-Leishmania dos M@ é pela producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) (ILES; FORMAN,
2002; FANG, 2004), processo regulado para matar qualquer patdégeno sem
causar danos na célula hospedeira. Esse processo é ativado pela fagocitose e
envolve diversas enzimas, como a fosfato dinucledétido de nicotinamida e
adenina (NADPH) oxidase 2 (NOX2) e sintese de 6xido nitrico induzido (iNOS),
a qual produz superéxido (O2) e éxido nitrico (NO), respectivamente (AKTAN,
2004; PANDAY et al., 2015). Porém, a Leishmania é capaz de interferir nesse
processo, através do LPG que as protegem dos ROS, RNS e do NO, o que
interfere na produgcdo de NOX2 e O2 (CARNEIRO et al., 2018). Estudos tém
mostrado que a L. braziliensis e L. amazonensis tem aumentado a expressao de
superdxido dismutase (SOD), através da indugdo de interferon tipo-l,
favorecendo a sobrevivéncia do parasito (KHOURI et al., 2009).

As formas promastigotas e amastigotas podem ser capturados pelos
neutréfilos que sado rapidamente recrutados nos locais da infecgdo, onde
produzem “armadilhas extracelulares de neutréfilos” (NETs), que s&o estruturas
constituidas de componentes intracelulares, como fibras de cromatina e
proteinas derivadas de granulos citoplasmaticos. As NETs séo liberadas em
resposta a varios estimulos, tais como de microrganismos, citocinas e complexos
antigeno-anticorpo, e estes possuem o papel de capturar microrganismos e até
mesmo mata-los. Mesmo tendo vida muito curta, os neutréfilos sdo altamente
expandidos durante uma inflamacdo. Porém, o impacto dos neutréfilos no
resultado da leishmaniose provavelmente é especifico da espécie (HURRELL et
al., 2016). L. amazonensis sao eficientemente destruidas por NETs, L. donovani
e L. infantum sao mais resistentes e podem até se beneficiar com a formacéao de
NETs (GABRIEL et al., 2010). Em estudos realizados por Guimaraes-Costa et
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al. (2009), as NETs demonstraram ser capazes de capturar as L. amazonensis,
e tais parasitas quando capturados por estas estruturas apresentavam sinal de
dano celular e morte do parasita. A adicdo de um anticorpo anti-histona
aumentou a sobrevivéncia de tais parasitas capturados pelas NETs em até 42%,
e o efeito letal das histonas sobre os parasitas foi confirmado incubando histonas
purificadas e promastigotas de L. amazonensis, onde 38% dos parasitas
continuaram vivos (GUIMARAES-COSTA et al., 2009). Além disso, o rapido
recrutamento de neutréfilos durante a infecgdo por L. mexicana contribui para a
progressao e cronicidade da doenga (HURRELL et al., 2015).

Apos as células hospedeiras terem sido infectadas, a Leishmania
provavelmente é transformada em amastigota nos linfonodos drenantes mais
proximos, no qual depende do tipo de microambiente, para disseminar a infecgao
e replicacdo, assim como o desenvolvimento da resposta imune adaptativa
composta por células B e T (CD4, CD8 e células T duplo negativo) (MURRAY et
al., 2005; KAYE; SCOTT, 2011).

A diferenca genética dos hospedeiros pode levar a resposta efetiva
induzida ou falha destas, e determinar o maior desenvolvimento da doenca ou
patologia (BACELLAR et al., 2002; CASTELLUCI et al., 2006; DUTRA et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2011).

2.5 IMUNOLOGIA DA LEISHMANIOSE

(A) Infeccdo Humana

Devido a complexidade da infeccdo por Leishmania em humanos a
mesma nao é tdo bem caracterizada como as infecgdes experimentais em
camundongos. A resposta a infecgdo envolve os papéis de citocinas, das
moléculas co-estimulatorias, e da saliva do flebotomineo (ROGERS et al., 2002).
Em todas as formas de leishmaniose, a Rl das células T e a diferenca entre a
resisténcia e a susceptibilidade estao relacionadas com o nivel de expansao de
células T-helper (Th) -1 e -2 (PIRMEZ et al., 1993; BACELLAR et al., 2002).

Inicialmente, na infeccdo em humanos é observada a polarizacdo Th1 e Th2, e
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as citocinas produzidas pelas células T sdo responsaveis pela eliminacdo do
parasito e a consequente cura (DA CRUZ et al., 1994; COUTINHO et al., 1996;
COUTINHO et al., 1998), ou pelo desenvolvimento da doenga (CARVALHO et
al., 1985; BOFIM et al., 1996; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998), ou pela
eliminagao do parasito (MENDONCA et al., 1995).

As ceélulas Natural Killer (NK), na leishmaniose humana, estédo
associadas de maneira inversa com a manifestacdo da doenca, onde elas se
apresentam em grandes quantidades na melhora da infecgdo (BOGDAN, 2012),
e sao importantes na produgao de interferon gamma (IFN-y), o qual executa
efeito microbicida realizada por Mg@. Os neutréfilos sdo encontrados em lesdes
iniciais na infeccdo por L. major em camundongos, e sao detectaveis pela
histopatologia em varias formas de leishmaniose humana (NC et al., 2008;
CARNEIRO et al., 2018).

A infeccdo em LCD é caracterizada pela auséncia da producao de IFN-
Y, quando avaliado por estimulo in vitro com Antigeno (Ag) de Leishmania em
cultura de linfécitos isolados de pacientes, devido a falha na expressdo de
receptores interleucinas (IL)-2, e pela alta produgcdo de citocinas anti-
inflamatorias, tais como IL-4 (KEVRIC et al.,, 2015), IL-10 e Fator de
transformacao do crescimento (TGF-3), (BOMFIM et al., 1996). Na LM, o local
da infecgao apresenta exacerbada RI celular (BACELLAR et al., 2002), Th1 e
Th2; apresenta reagado de Montenegro positiva (PIRMEZ et al., 1993; FARIA et
al., 2005; CONVIT et al., 1993), ha altos niveis de citocinas pré-inflamatorias,
como TNF-a e IFN-y (FARIA et al., 2005), e IL-4, e baixos niveis de IL-10 e TGF- (3,
o qual explica a destruicdo cronica e severa do tecido, escassez de parasitosna
lesado e regulacao (AMATO et al., 2003).

Na LC ha uma mistura de citocinas inflamatérias e regulatériasnos
tecidos. As TCD4*, na fase inicial da infecgao, sdo as maiores fontes produtoras
de IFN-y (BOTTREL et al., 2001; ANTONELLI et al., 2005), e junto com o TNF-
a, sao capazes de controlar a multiplicagdo do parasito. O TNF-a é produzido
por diferentes tipos de células, incluindo Mg e linfocitos (ANTONELLI et al.,
2004). A IL-10 é produzida por diversas células, como Mg, T reguladora (Treg),
TCD8*, dentre outras, e entretanto, estudos mostram que a IL-10 poderia atuar

como inibidora dos possiveis efeitos protetores causados pelo IFN-y, no qual
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atuaria bloqueando a secrecéo de IL-12 por Mg e CD (GAAFAR et al., 1999;
BOURREAU et al.,, 2002; GOMES-SILVA et al., 2007). A IL-10 atuaria na
homeostase, regulando a producdo exacerbada do IFN-y. Isso foi observado em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com a forma
cutanea da doenga (BACELLAR et al., 2002), no qual a IL-10 auxiliou no controle
da Rl dos pacientes com LC, porém, auxiliou na patologia da doenga, diminuindo
0 mecanismo de morte do Mg e levando a persisténcia do parasito
(CAMPANELLI et al., 2006; CARNEIRO et al., 2009). Franca-Costa (2012)
mostrou que as promastigotas de L. amazonensis obtidas a partir de pacientes
portadores de LM e LC, revelaram que os parasitos derivados da LM tendem a
formar grandes VPs com forte infeccdo nos Mgs, sugerindo uma correlagao
positiva entre a viruléncia do parasito e os tamanhos dos VPs. As amastigotas
de L. amazonensis sdo mais resistentes aos efeitos leishmanicidas derivados de
neutréfilos ou Mg comparados as amastigotas de outras espécies (MUKBEL et
al., 2007; WANG et al., 2011).

O aspecto imunolégico da LV ndo é bem definido. Nesse caso, o
paradigma Th1-resistente e Th2-susceptivel pode ser uma banalizagdo de uma
rede de interacbes muito mais complexa, dado que altos niveis de anticorpos
sdo observados nesta forma da doenca (BHATTACHARYA; ALI, 2013). Estudos
mostram que as citocinas Th1, IFN-y e IL-12 permanecem com producdes
suprimidas em LV ativa (MONDAL et al., 2010; SAHA et al., 2007). Entretanto,
os niveis de IFN-y no soro permanece alto, sugerindo que as fontes deste pode
ser os orgaos linfoides onde o parasito se prolifera (ANSARI; SALUJA;
SALOTRA, 2006; KHOSHDEL et al., 2009; MONDAL et al., 2010). De fato,
estudos confirmaram a alta expressdo de mRNA de IFN-y em medula 6ssea,
linfonodo e aspirados de baco (KARP et al., 1993; NYLEN et al., 2007).

A Leishmania modula ativamente as células Treg para seu sustento nos
tecidos locais, e induz um estado de competéncia imune ao reconectar a
sinalizacdo do Mg hospedeiro, alterando, por exemplo, o equilibrio do
microambiente do tecido na proporg¢ao de IL-12 pré-inflamatéria para IL-10 anti-
inflamatdria. Esse ambiente de tecido transformado, por sua vez, alteraria o
equilibrio das fungdes das células T CD4*, regulando negativamente as citocinas

pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a. Além disso, o parasita subverte a
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sinalizagao de IFN-y que € necessaria para a producédo de oxido nitrico sintase
induzivel (iINOS) que lisaria os parasitas. Entdo, a modulacdo das redes de
citocinas das células mieloides e linféides em interacdo pelo parasita
desempenha papel fundamental na prevencdo da resposta imune produtiva
necessaria para a eliminagao do parasita (FALEIRO et al., 2014; IZUKA-KOGA
et al., 2017). As Tregs naturais timicas, as quais constituem quase 5% das
células T CD3", funciona para preservar a tolerancia central e periférica. As
células Treg bloqueiam a ativagdo exagerada dos subconjuntos de células Th
para manter a autotolerancia (SAKAGUCHI et al., 2008). A fungao e identidade
das células Treg sdo moduladas pelo fator de transcri¢ao forkhead box protein 3
(FoxP3) que, por sua vez, é regulado pela metilagdo do promotor e modificacéo
pos-traducédo (FALEIRO et al., 2014; IIZUKA-KOGA et al., 2017; MORIKAWA;
SAKAGUCHI, 2014; DENG et al., 2019). As Tregs séo identificadas por sua co-
expressao de CD25hi e CTLA-4" junto com a expresséo de FoxP3. CD25 é o IL-
2Ra (receptor de IL-2) de alta afinidade que é super expresso nas Tregs. A
receptividade reduzida de IL-7 (CD127low) é outra marca registrada das células
Treg, principalmente em humanos (KONDELKOVA et a., 2010; YU et al., 2012).
Com isso, a IL-2 e a IL-7 desempenham um papel fundamental na regulagéo do
desenvolvimento e fungao dessas populagdes. A diversidade de células Treg em
termos de origem, fendtipo, tecidos residentes e seu papel na leishmaniose é
recente e continua sendo estuda. A L. major recruta e expande células T CD4*
CD25* FoxP3* (nTregs) para os locais de infeccdo durante CL experimental e
sdo encontrados extensivamente nas lesbes de pele de pacientes com CL. A
origem desses nTregs pode ser 0 pool desses Tregs encontrados na pele e em
outros tecidos epiteliais que fornecem protecdo mais geral contra exposi¢des
regulares a patdégenos evasivos (NYLEN; GAUTAM, 2010.). Ja em pacientes
com LV foi relatado que estes apresentam uma abundancia dessas Tregs em
sua medula éssea e inibem a ativacédo de células T de maneira dependente de

IL-10, levando a persisténcia do parasita (RAl et al., 2012).

Ao longo dos anos vem se dado atengéo especial para o papel da Th17 na
RI contra a leishmaniose. Essas células sao diferenciadas a partir da TCD4" naive
na presenca de TGF-3 and IL-6, e secreta citocinas como IL-21, IL-17 e IL-22, no

qual opera nos processos inflamatorios, e atuam em LV (ANSARI; SALUJA;
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SALOTRA, 2006). Entretanto, o papel especifico dessas células na leishmaniose
ainda permanece inconclusivo, dado estudos controversos como eles contribuem
para resisténcia ou susceptibilidade a infecgdo (NASCIMENTO et al., 2014;
TERRAZAS et al.,, 2016). Korn (2009) e Anderson (2005) mostraram que os
fendtipos Th17 e Treg parecem possuir importantes fungdes, tanto na indugao
quanto no controle da resposta inflamatéria, respectivamente. As células Treg
CD4* sao divididas em duas categorias: as células Treg natural CD4* CD25*
FoxP3*, que sdo produzidas no timo, e células Treg induzidas pelos antigenos,
que sao geradas na periferia, como o Th3, que pode ou nao expressar FOXP3.
Essa é fonte de IL-10 e participa na resposta regulatéria, impedindo dano tecidual,
e alguns estudos mostram que a falta dessa célula esta relacionada as doencas
autoimunes (KANE; MOOSER, 2001). Na doenga em humanos, as Treg TCD4*
CD25* sdo encontradas nas lesbdes cutaneas, e ja as células FOXP3* e IL-10
intralesionais esta associada com a falta de resposta ao tratamento nas infeccoes
causadas pela L. amazonensis (BOURREAU et al., 2009).

Outro tipo de RI é dado pelas quimiocinas, as quais sdo mediada por
células que exibe atividade antileishmanicida através do recrutamento de
diferentes células imunes no local da infecgéo (figado e bago). Na leishmaniose,
citocinas e quimiocinas interagem fortemente juntas na defesa do hospedeiro
contra o parasito (BHATTACHARYA; ALI, 2013).

Ja a citocina IL-27 é expressa em altos niveis no sangue periférico e em
tecidos de pacientes LM e LC (TRINCHIERI, 2003; YOSHIMURA et al., 2006;
MURUGAIYAN et al., 2009). Estudos mostram que a TCD8* tem papel importante
no controle de patdgenos intracelular, incluindo protozoarios e infecgdes virais.
Em alguns estudos, as TCD8*, em cooperagdo com as TCD4"*, parecem estar
envolvidas na indugao de imunidade do hospedeiro contra a infeccdo primaria
(MULLER et al., 1993; HERATH; KROPF; MULLER, 2003; TSAGOZIS;
KARAGOUNI; DOTSIKA, 2003), e tem papel importante na protegdo depois da
reinfeccdo (da SILVA SANTOS & BRODSKYN, 2014), produzindo altas
quantidades de IFN-y (SANTOS et al., 2013) e disparando sua atividade citotoxica
(DA CONCEICAO-SILVA et al., 1994)
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Diferente das TCD8*, as TCD4" ndo sao capazes de fazer citdlise das
células infectadas, nao sendo encontrada, portanto, correlagdo entra células
TCD4* e imunopatologia/tamanho da lesdo (SANTOS et al., 2013). A maioria dos
humanos sao capazes de montar Rl adaptativas inadequadas para combater a
infeccao por L. infantum, e desenvolvem a doenga, porém, apés tratamento com
antimoniais pentavalentes ou anfotericina B, conseguem reprogramar suas RI
mantém a replicacdo do parasito sob controle e ndo mostram recorréncia da
doencga especificas (CARVALHO et al., 1994; BACELLAR et al., 1996).

(B) Infeccao Canina por Leishmania

A LVC pode evoluir de uma infeccdo nao aparente para uma doenca
grave e sistémica, que geralmente culmina com a morte do animal. Caes podem
estar co-infectados por L. infantum e L. braziliensis, assim como humanos
(MADEIRA et al., 2006; DANTAS-TORRES et al.,, 2010; QUARESMA et al.,
2011; PIRES et al., 2014); e o fato que a maioria dos caes, que sao positivos
para PCR, sdo saudaveis e ndo apresentam sinais clinicos (BANETH et al. 2008;
MIRO et al. 2008). Coura-Vital e colaboradores (2011b) mostraram que alta
percentagem de cdes que nao apresentam sinais clinicos geralmente sao
resistentes a infeccado por L. infantum, apresentam resultados de testes PCR
positivo, mas s&o soronegativos. Nestes caes os diferentes tipos de Rl determina
a capacidade de fazer com que estes sejam resistentes, caracterizada pela Rl
eficiente (Th1), células B CD21%, alta producao de IFN-y (COURA-VITAL et al.,
2011; MENEZES-SOUZA et al., 2011; REIS et al., 2006), IL-2 e IL-12 (PINELLI
et al., 1994; PINELLI et al., 1995; SANTOS-GOMES et al., 2002), com ativagao
de mecanismos leishmanicida em Mg infectados (ALVES et al., 2009; PANARO
et al., 2001). Os componentes da RI inata e adaptativa apresentam interagdes
que sao diversas e complexas. A progressao da LVC esta interconectada com a
RI do cao, e a persisténcia e a proliferacdao dos parasitos através na pele e
orgaos viscerais (REIS et al., 2009; 2010).

Ja os caes que apresentam sinais clinicos sdo susceptiveis a infeccao,
desenvolvem a doenca de forma severa apresentando supressdo de tipos

especificos de imunidade mediada por células, particularmente TCD8* (PINELLI
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et al., 1994), que pode ser acompanhada pelo aumento da produgéo de IL- 10
(BOGGIATTO et al., 2010). A expressao aumentada da proteina de morte celular
programada 1 (PD-1) e do ligante de morte programado 1 (PD-L1) podem suprimir
a linfoproliferacéo e alterar a produgao de citocinas Th1, contribuindo para o
desenvolvimento da doenca (OLIVEIRA SILVA et al., 2019). Manipulagdes de
certas vias de sinalizacao de citocinas podem favorecer o controle sobre o parasito
em individuos infectados (CARVALHO et al., 1994; PINELLI et al., 1994; PINELLI
et al., 1995; BACELLAR et al., 1996; D'OLIVEIRA JUNIOR et al., 1997;
STRAUSS-AYALI et al., 2005; BOGGIATTO et al.,, 2010). A resisténcia esta
associada com resposta do tipo Th1, com predominéncia de IL-12, IFN-y, IL-2 e
TNF-a, no qual aumenta a eficiéncia das células fagociticas e dos linfocitos
citotdéxicos desencadeando a RI protetiva.

A susceptibilidade a infeccao pode estar associada com resposta Th2,
com predominancia de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-B (PINELLI et al., 1995;
1999a; CORREA et al., 2007; LAGE et al., 2007; MENEZES-SOUZA et al.,
2011). Estudos indicam que para resolucéo da infeccao por Leishmania depende
da habilidade do hospedeiro de montar a resposta T especifica, com ativagao de
Mg mediados por citocinas derivadas de células T (CARRILLO; MORENO,
2009).

Modelos experimentais caninos sdo usados para investigar o
mecanismo imune envolvido em doencgas tais como Leishmaniose e Doencgas de
Chagas. Além disso, pela similaridade entre LVC e a LH, o modelo animal tem
sido de grande valor para o teste clinico de novas drogas e vacinas (COBBOLD;
METCALFE, 1994). No entanto, disponibilidade de ferramentas e reagentes para
uso no estudo dos mecanismos imunopatologicos nestes modelos experimentais

ainda é um tanto limitada.

(C) Infeccdo Murina

A infeccao em modelos murinos tem sido caracterizada e varia de acordo
com a espécie do parasito e a genética do hospedeiro (VON STEBUT et al., 2003;
VON STEBUT; UDEY, 2004; ROSAS et al., 2005; ALEXANDER; BROMBACHER,
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2012; VELASQUEZ et al., 2016; MUXEL et al., 2018). A progressividade da
doenga ocorre devido a imunidade celular prejudicada, com disfungao das células
T, Mg ou ambos (KONG et al., 2017). A regulagdo da RI tem sido bem descrita
em modelos de infecgao por L. major com BALB/c, a qual é susceptivel a infeccao
devido a explosao inicial de IL-4 que leva a progressao da doenca. Ja o C57BL/6
€ resistente a infecgao devido a resposta Th1 dominante, que leva ao controle da
infecgdo (HIMMELRICH et al., 1998; VON STEBUT et al., 2003; VON STEBUT;
UDEY, 2004; ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; ROSSI; FASEL, 2018). Tais
variagdes na infeccao tém sido observadas como a diferenga entre os tamanhos
das lesdes, as cargas parasitarias e as ativacdes celulares (SOONG, 1997; JI et
al., 2002; VELASQUEZ et al., 2016).

Na infeccao murina por L. infantum/L. chagasi e L. donovani ocorre o
espalhamento sistémico destas, com objetivo de se propagarem em Mg dos
orgaos internos, como figado, bago, medula 6ssea, linfonodos, diferentemente
das espécies que causam a LC, que geralmente residem nos Mg da pele e de

linfonodos drenantes da pele.

Apods a infecgdo intravenosa ou intracardiaca (usando principalmente
amastigotas), os parasitos multiplicam-se rapidamente no figado nas primeiras
semanas. A Rl mediada por células controla o crescimento do parasito, como é
observado na infecgao em seres humanos, onde no bago murino é caracterizado
por uma resposta mista (regulatéria e inflamatéria). E gerada uma producéo
elevada de IL-10 quanto de TNF-a no baco. TNF-a, responsavel pelo
desenvolvimento de imunidade protetora no figado (SUNDAR et al., 2000), causa
a destruicdo dos Mgs da zona marginal e das células estromais GP38*, um
subconjunto de células do estroma confinado a zona da célula T do bago de
camundongos, e a IL-10 que prejudica a migracao de CD para dentro das areas
de células T. O que leva o inicio de células T ineficientes e altera a fungao das
células do baco, promovendo o desenvolvimento seletivo de CDs produtoras de
IL-10 com propriedades imunomoduladoras (CARRION, 2006; STANLEY;
ENGWERDA, 2007).

L. amazonensis, que é agente etiolégico de amplo espectro de

leishmanioses nos paises da América do Sul, pode causar a LCL,aLC e LV rara
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(SILVEIRA et al., 2004). Para avaliar a relagcdo do parasito-hospedeiro, como
resisténcia e o controle genético de susceptibilidade, a resposta imune mediada
por células e a interacdo parasito — Mg vem sendo realizado estudos
experimentais com modelo murino (HANDMAN et al., 1979; SCOTT; FARRELL,
1998). Diversos estudos mostram que a polarizagdo das respostas Th1/Th2,
através da producgéo de IFN-y pelas células Th1 em C57BL/6 (resistentes) e, da
producao de IL-4 pelas células Th2 em BALB/c (suscetivel), ajudaram a entender
sobre os mecanismos de protecdo e patogenicidade na infec¢gao por L. major
(MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004). Camundongos das linhagens
C57BL/6 e C57BL/10 desenvolvem lesdes crbnicas e metastaticas quando
infectados com L. amazonensis (AFONSO; SCOTT, 1993; SOONG, 2012).
Camundongos susceptiveis e resistentes a infeccdo por L. amazonensis nao
apresentam diferenciagdo polarizada Th1 e Th2 (AFONSO; SCOTT, 1993;
SOONG et al., 1996). Outras espécies membros do complexo de L. mexicana, sao
capazes de formar enormes VP. Esses VP servem como "escudo", diluindo os
efeitos leishmanicidas do NO e ROS em células infectadas (WILSON et al., 2008).
Subtipos das populagdes de Leishmania podem apresentar assinaturas
moleculares similares de células apoptotias (apoptose-like), no qual expde uma
molécula que liga Anexina V em sua superficie, facilitando sua invaséo e inibindo
a producdo de NO através da producdo de TGF-B e IL-10 (De FREITAS
BALANCO et al., 2001). As promastigotas de L. amazonensis s&o capazes de
provocar ativagédo da CD, Mg, porém, o espectro de produgdo de citocinas séo
frequentemente muito mais baixos do que as desencadeadas por promastigotas
de L. major e L. braziliensis (XIN et al., 2007; VARGAS-INCHAUSTEGUI; XIN;
SOONG, 2008).

As linhagens puras de camundongos séo geneticamente susceptiveis a
L. amazonensis, no qual apresentam células que contém VP, cargas parasitarias
altas e, desenvolvem lesdes que nao cicatrizam progressivamente (SOONG et al.,
1997), devido ao fato das células T CD4* produzirem niveis baixos de IL-10, IL-
17, IFN-y, e outras citocinas (SOONG et al., 1997; XIN et al., 2007). As respostas
mistas Th1/Th2, observadas nos camundongos infectados com L. amazonensis,
sdo muito semelhantes as observadas em infeccbes humanas (SILVEIRA et al.,

2009), confirmando a importancia biolégica do estudo de doengas humanas nesse
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modelo murino. No modelo murinho, notou-se que as células Th1 que produzem
IFN-y podem ser fontes de IL-10, atuando como um mecanismo de auto regulagéo
para minimizar a imunopatologia mediada pelas células T (ANDERSON et al.,
2005).

Na infecgdo por L. major em BALB/c com CD8* depledadas, durante a
lesdo curada, a frequéncia de IFN-y produzido por TCD4*, e a quantidade de IFN-y
diminuidas resultou na maior carga do parasito (HERATH; KROPF; MULLER,
2003). E, em C57BL/6, a infeccdo com baixa dose de L. major, induziu uma
resposta transitoria do tipo Th2 pra Th1 associado a cura (ROSTAMI et al., 2010).
A indugao desse tipo de resposta Th1 depende, em partes, da ativagao das células
TCD8* produtoras de IFN-y e, na auséncia de células TCD8*, a resposta Th2 é
sustentada (UZONNA et al., 2004). Em ambos os modelos, TCD8" tem sido
mostrada como fonte de producao de IFN-y, e contribui rapidamente para a cura
da lesdo secundaria no qual é desenvolvida depois do desafio primario com L.
major (MULLER et al., 1993) e no processo de cura de LC desenvolvida por L.
braziliensis (COUTINHO et al., 1998; DA-CRUZ et al., 2002; 2005; BITTAR et al.,
2007).

2.6 CONTROLE E PREVENCAO

Para controlar a dispersdo da LV em paises da América Latina (Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai) tem sido realizado medidas instituidas, como
diagndstico precoce e tratamento de casos humanos, controle do vetor utilizando
sprays inseticidas, protecdo individual e identificagdo e selecdo de caes
soropositivos (ECHENIQUE, 2010; BRASIL, 2006; PARAGUAY, 2011,
URUGUAY, 2016). De acordo com o 3° encontro dos Programas Nacionais de
Leishmaniose dos Paises Prioritarios da América, promovido pela Organizagao
de Saude Pan Americana (PAHO), foram recomendados controles e vigilancias
de Leishmania spp. mantidos em reservatoérios, incluindo a eutanasia de caes
(PAHO, 2015). A eutanasia € um método controverso e, experiéncias brasileiras
tém mostrado que a selecdo ampla (ex: a eliminacdo de 176.000 caes

soropositivos durante 1990-1997) néo foram associados com a redugédo dos
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numeros de casos humanos e caninos da doencga e infegao (DIETZE et al., 1997;
COURTENAY et al., 2002; GRIMALDI et al., 2012; COURA-VITAL et al., 2014).
Pelo contrario, o numero total de casos em humanos nos paises tem aumentado,
e a doenga se tornando um sério problema de saude publica nos estados do
Brasil (COSTA, 2011; BRASIL, 2017a). Porém, alguns autores ainda acreditam
que a eutanasia de caes infectados diminuiria a incidéncia de casos de LV
humana e canina (ASHFORD et al., 1998; COSTA et al., 2007; NUNES et al.,
2010).

De acordo com Sundar e Olliaro (2007), outra dificuldade no controle é
devido a grande diversidade biologica dos parasitos, a existéncia de muitas
espécies de vetores e outros mamiferos que podem atuar como fontes de
infeccao, aos fatores socioecondmicos das populagdes afetadas, as diferentes
formas clinicas da doenca, incluindo aquelas formas graves e resistentes a
quimioterapia, medicamentos de alto custo e com grande toxicidade para o
hospedeiro e, ainda, a inexisténcia de uma vacina eficaz.

O uso de inseticidas, especialmente colares, pode reduzir o risco de
infeccao de caes por L. infantum. Essa medida pode ser integrada no programa
de controle de LV (DANTAS-TORRES, 2009; DAVID et al., 2001; MIRO et al.,
2008; OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013; REITHINGER et al., 2004). Um dos
problemas do uso de colares € o alto prego destes e a situagdo socioecondmica
do dono do animal, que geralmente vivem na zona rural ou suburbana
(REITHINGER et al., 2004; DANTAS-TORRES, 2009).

Com isso, para que haja controle eficiente da doenga, dos reservatorios
e agentes etioldgicos, € importante ter conhecimento da populacéo afetada pelas
leishmanioses. Deste modo, as agdes sao centradas no diagndstico e tratamento
precoce dos casos confirmados; reducao da populacdo de flebotomineos;
redugado do contato homem-vetor; e atividades educativas em saude (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; COSTA, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.7 TRATAMENTO
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Os farmacos utilizados até hoje como primeira linha de tratamento de LC
e LV, em diversas partes do mundo, sdo os antimoniais pentavalentes (Sb*°),
que foram desenvolvidos em 1945. Eles existem sob duas formas: o antimoniato
de N-metil-glucamina e o estibogluconato de soédio (este ultimo nao
comercializado no Brasil). Porém, a LM exige maior cuidado, pois pode gerar
respostas mais lentas e maior possibilidade de reincidéncia (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; TIUMAN et al., 2011). A OMS recomenda que a dose seja
calculada em mg/Sb*>/Kg/dia. No subcontinente indiano, eram aplicadas doses
de 20 miligramas por kilo (mg/kg) de peso corporal de antimoniais, por 28 a 30
dias, como tratamento padrdo de LV por muitas décadas. Porém, se tornou
ineficaz, devido ao desenvolvimento de resisténcia (SUNDAR et al., 2000; RIJAL
etal., 2003). Embora ele seja efetivo em alguns paises, principalmente na Africa,
ele é altamente toxico, causando cardiotoxicidade na forma de arritmias
cardiacas, batimentos ventriculares prematuros, taquicardia e fibrilagdo
ventricular, dentre outros.

Os Sb*S possuem acao leishmanicida, no qual sdo capazes de interferir
na bioenergética das formas amastigotas in vivo, inibindo processos como
glicélise e oxidagao dos acidos graxos. A inibicado é acompanhada por redugéo
de sintese de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP). Porém,
estudos mostraram que essas drogas exercem pouco efeito sobre as formas
promastigotas in vitro do parasito. Portanto, acredita-se que o antimonial
pentavalente aja como um pré-farmaco, e que necessite da conversao in vivo de
Sb*® para Sb*3, a sua forma ativa e mais toxica, para que exerga acao
leishmanicida (MINISTERIO DA SAUDE, 2007, FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009).

Para tratamento de LC, sdo usados antimoniais por via intralesional (IL)
(1-5 mL por sessao de 3-7 dias, de 1-5 infiltragdes) e os sistémicos (20 mg/kg for
20 dias para LC e 28-30 dias para LM); estes tém mostrado excelente taxa de
cura na Arabia Saudita, Iraque, Turquia, SriLanka e india (SHARQUIE et al.,
1988; TALLAB et al., 1996; UZUN et al., 2004; BUMB et al., 2010; RANAWAKA;
WEERAKOON, 2010). A taxa de cura no Novo Mundo varia de 30-91%,
dependendo da severidade da doenga (FRANKE et al., 1990, 1994; LLANOS-
CUENTAS et al., 1997; De OLIVEIRA-NETO et al., 2000), e foi observado que o
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aumento da duracdo do tratamento, de 28 para 40 dias, ndo melhorou o
resultado (FRANKE et al., 1994). Os antimoniais pentavalentes sdo usados na
clinica ha décadas, porém possuem inumeras restricdes, sendo contraindicados
para gestantes, pacientes acima de 50 anos, pacientes co-infectados com o virus
HIV, e portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias ou doenga de
Chagas. Estes farmacos s&o extremamente téxicos, pois sao retidos nos tecidos,
e os efeitos adversos incluem: artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos,
plenitude gastrica, epigastralgia, pancreatite, febre, entre outros. A cardio, nefro
e hepatotoxicidade constituem uma importante limitacdo a sua seguranga
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Se nao houver resposta satisfatoria ao tratamento ou nédo seja possivel o
uso, sao adotadas drogas de segunda escolha, tais como, anfotericina B e as
pentamidinas. Esses farmacos, apesar de serem eficazes, apresentam elevada
toxicidade e sdo administrados pela via parenteral, o que limita seu uso clinico
(LIMA et al., 2007)

A anfotericina B € um antibidético poliénico que possui acio
leishmanicida, agindo sobre as formas amastigotas in vivo de Leishmania, por
ter alta afinidade por esterdis da membrana plasmatica do parasito (ergosterol
ou seu precursor, episterol), causando alteracbes na permeabilidade da
membrana através da formacgédo de poros, e por fim, a sua morte (MISHRA,
SAXENA; SINGH, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

E considerada eficaz na LM, e sua administracdo é feita por via
intravenosa (IV), com dose de 1 mg/Kg/dia, em dias alternados, dado gota a gota,
com 4 horas de infusdo. Devido a esses processos, € necessario pessoas
treinadas e ambiente hospitalar. Por serem altamente toxicos, os efeitos
colaterais mais comuns sao: febre, nauseas, vomitos, anorexia, hipopotassemia,
insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteracdes cardiacas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2000; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Para minimizar esses efeitos
adversos, formulagbes lipidicas de drogas foram introduzidas, no qual o
desoxicolato é substituido por outros lipideos. Essas novas formulagbes sao
rapidamente absorvidas pelos 6rgaos, tais como figado, bago, e concentrado no
tecido reticuloendotelial, no qual € o local da LV; e entdo essas drogas sao

capazes de distribuir largas doses em um periodo curto de tempo. Trés
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formulagdes tém sido testadas, anfotericina B lipossomal (comercializada sob o
nome Ambisome®, Gilead Sciences; L-AmB), complexo lipidico de anfotericina B
(Abelcet®, Enzon pharmaceuticals) e dispersdo coloidal de anfotericina B
(Amphocil®, InterMune Corp). Porém, esses farmacos sdo extremamente caros,
0 que torna seu uso inviavel na maioria dos paises (SUNDAR et al., 2010).

Uma segunda linha de tratamento contra a leishmaniose desde 1939 sao
os dois tipos de pentamidinas, o isotionato e o mesilato de pentamidina (este
ultimo nao é comercializado no Brasil). David e Craft (2009) mostrou que um dos
possiveis mecanismos de agao € a modificagdo morfolégica do cinetoplasto e
fragmentacao mitocondrial e a interferéncia na sintese de DNA. A administracédo
¢é feita pelas vias IM ou IV, e a dose recomendada é de 4 mg/Kg/dia, em dias
alternados, com duracgao de 3 —4 semanas. Por exercerem agao no metabolismo
da glicose, estes farmacos podem causar hipoglicemia seguida de hiperglicemia
e inducéo de citdlise das células B do pancreas, levando ao aparecimento de
diabetes insulino-dependente (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; MISHRA,
SAXENA; SINGH, 2007). Este tipo apresenta alta toxicidade e efeitos adversos,
como anorexia, astenia, nauseas, vOmitos, mialgia, cefaleia, hipotenséo,
taquicardia, insuficiéncia renal, hipoglicemia e hiperglicemia. E recomendando
que pacientes tratados com pentamidinas tenham a dosagem da glicemia
medida antes de cada administracdo da droga (BLUM et al., 2004; MINISTERIO
DA SAUDE, 2007, 2014).

Todos os medicamentos acima citados podem ser usados para o
tratamento convenciona para leishmaniose, porém, por serem injetaveis, eles
possuem um alto custo de administragdo, pois além de pessoas qualificadas,
necessitam de material adequado. Muitas pacientes abandonam o tratamento,
devido ao longo periodo terapéutico, e a toxicidade que estes apresentam, o que
favorece o surgimento de cepas resistentes. Por esse fato, cada vez mais vem
se estudando novos tratamentos alternativos e novas formulacoes.

A miltefosina, que foi inicialmente desenvolvida como droga anticancer
e foi usada em tratamentos de LV na india, onde pacientes apresentaram taxa
de curas de 94%. Entretanto, décadas depois, 0 uso no pais, mostrou varios
casos de recorréncia e diminuicdo da eficacia do tratamento (SUNDAR et al.,

2012). Tornou-se o primeiro farmaco por via oral usado no tratamento contra a
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leishmaniose, com doses de 2.5 mg/kg/dia por 28 dias. Ha diversos estudos da
atividade terapéutica da Miltefosina (www.clinicaltrials.gov, consultado em
27/05/2020 as 16:28).

O uso deste em pacientes com LC no Brasil, onde apresentou uma taxa
de cura inicial e final, e cicatrizacdo completa da ulcera, 2 e 6 meses apos o
tratamento, que durou 20 dias (Fase lll concluida em fevereiro de 2020)
(MACHADO et al., 2020). No estudo em pacientes com LC no Novo Mundo,
apresentou taxa de cura inicial, 90 dias ap6s o inicio do tratamento, com 100%
da re-epitelizacao da leséao, e cura final apds 180 dias do tratamento, porém com
alta frequéncia e severidade de estenose aodrtica (AE), no dia 45 (VELEZ;
LLANOS-CUENTAS, 2019). O uso em pacientes com LV no Brasil, no qual
apresentou taxa de cura no 6° més (Fase | e Il concluida em outubro 2007)
(DIETZE, 2007). O Uso em pacientes com LM (Fase Il concluida em 2014), que
mostrou cura, com re-epitelizagdo de Ulceras mucosas ou regressao dos
sintomas, porém apresentou efeitos adversos no periodo de 6 meses (SILVA;
SAMPAIQ, 2015).

O mecanismo de ac&o da Miltefosina n&o é totalmente conhecido, mas
acredita-se estar envolvido com danos @ membrana flagelar, interferéncia no
metabolismo de alquil-fosfolipidios, e inducdo a morte do parasito por apoptose
(MISHRA; SAXENA; SINGH, 2007). Os efeitos colaterais geralmente sdo menos
severos, reversiveis e associados ao trato gastrointestinal, como nauseas,
vomitos e diarreia. A principal limitagdo € o uso por mulheres gravidas ou em
idade fértil, devido ao seu potencial teratogénico (MONZOTE, 2009; WHO,
2010).

Outro medicamento em estudo € a paramomicina, que apresenta
atividade leishmanicida para LC e LV, mas possui pobre absorgao por via oral,
entao foi-se necessario o desenvolvimento de formulagdes tépica no tratamento
da LC e por via parenteral no tratamento da LV (CROFT; YARDLEY; KENDRICK,
2002; TIUMAN et al., 2011). Este envolve inibicdo da sintese protéica e
alteragbes na permeabilidade da membrana do parasito, como mecanismo de
acao. Porém, para tratar a LC, a paramomicina deve ser associada a outros
farmacos, pois sozinha nao apresenta eficacia. Entdo, novos estudos vém

associando a paramomicina, como:



56

Uso da paramomicina com gentaminica em pacientes com LC no Peru,
aplicada por 20 dias na lesdo, que mostrou a cura da lesao clinica inicial e final,
e 100% da re-epitalizagao no dia 63 do tratamento (Fase Il concluida em 2011)
(RAVIS et al., 2013). No Panama, a fase Il foi concluida em 2011, onde mais de
50% apresentaram cura e re-epitelizagdo no dia 63, e 100% no dia 100 (RAVIS
et al., 2013).

Em paciente com LV, a fase Ill concluida em 2007, com tratamento por
21 dias, via IM, mostrou cura final 6 meses ap6s o final do tratamento, e a cura
inicial no final do tratamento (SUNDAR et al., 2007). E fase IV, concluida em
2010, mostrou que esse farmaco apresenta resultados semelhantes a
anfotericina B (SUNDAR et al., 2009).

O uso da miltefosina com a paramomicina em LV em pacientes no leste
da Africa, apresentou uma cura definitiva apés 6 meses de acompanhamento
(Fase Il concluida em 2019). A cura inicial se deu apés 28 de tratamento, no
qual o paciente ndo apresentou sintomas, sinais e auséncia de parasitos na
microscopia. Porém, apresentou efeitos adversos desde o inicio do tratamento
até o dia 210, como frequéncia de encefalomielite autoimune experimental (EAE)
e EA, que requerem a descontinuagao do tratamento (MBUI et al., 2019).

Ainda que estas associagbes tenham mostrado resultados variaveis,
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da situacao epidemiologica,
torna-se clara a necessidade de mais pesquisas na area (MISHRA; SAXENA;
SINGH, 2007; MONZOTE, 2009).

O sitamaquine é um antileismanicida oral que esta em fase Ill na india e
Quénia, para LV. Com doses de 1.75 a 2 mg/kg/dia por 28 dias, apresentando
de 89-100% de cura, respectivamente, ou 2 mg/kg/dia por 21 dias apresentou
85% de cura (PENICHE et al., 2015; PATTERSON et al., 2016).

Os derivados azodlicos tem sido utilizado em LC. O uso oral de 200
mg/dia de fluconazol para L.major do Velho Mundo, por 6 semanas, apresentou
taxa de cura de 44-59%, e efeitos adversos como sintomas gastrointestinais e
hepatotoxicidade (MEISSNER et al., 2003; PINTO et al., 2014). No Novo mundo,
para L. braziliensis, a dose foi de 5-8 mg/kg de 4-12 dias, mostrou de 75-100%
de cura (KOUTINAS et al.,, 2001). Porém, estudos randdbmicos recentes

controlou a infecgdo da L. braziliensis no Brazil, com uso de fluconazol de 6.5-8
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mg/dia, por 28 dias, mostrou 22% de taxa de cura, comparada com antimonial
que foi 53% (VELEZ et al., 1997). O itraconazol mostrou taxa de cura de 60%
para L. braziliensis no Brasil, com doses de 4 mg/kg/dia por 5 semanas,
enquanto no Equador foi de 23% depois de 12 semanas de tratamento
(KROLEWIECKI et al., 2007). Cetoconazol mostrou eficacia no Kuwait e
ineficiéncia na Turquia, mesmo com o uso de 600 mg/dia para adultos e 10
mg/dia/kg pra criangas, com duragao de 4-6 meses. No novo mundo, apresentou
eficacia de 76-89% na LC causada pela L. panamensis e L. mexicana na
Guatemala e Panama, mas nao efetivo para L. braziliensis (SALMANPOUR et
al., 2001; EL-SAYED; ANWAR, 2010).

Outros farmacos como nitroimidazoles, terapias locais, combinacdes de
terapias com multiplas drogas, tem sido realizada. Os resultados variaram
dependendo da espécie do parasito envolvida, o que mostra a necessidade de
mais estudos.

De acordo com a Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS,
assinada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e pelo
Ministério da Saude, o tratamento da LVC pode ser feito com uso do Milteforan,
SP 000175-9.000003, de propriedade da empresa VIRBAC SAUDE ANIMAL. O
licenciamento deste medicamento foi emitido respeitando-se as determinacgdes
da Portaria Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, que regulamenta o
tratamento de caes, no qual proibe o tratamento da LV com produtos de uso
humano ou néo registrados no MAPA. O Ministério da Saude emitiu um Parecer
Técnico, no qual explica que a Miltefosina, que o principio ativo do Milteforan,
nao é uma droga utilizada para o tratamento da doenga em humanos no Brasil
e, de acordo com as evidéncias cientificas geradas até a data da Nota Técnica,
nao apresenta eficacia para ser utilizada no protocolo terapéutico da LV. E, o
tratamento de caes com LVC nao é uma medida de saude publica para controle
da doenca e, portanto, trata-se unica e exclusivamente, de carater individual, de

uma escolha do proprietario do animal (MAPA, 2016).

2.6 TESTES DIAGNOSTICOS
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Em paises desenvolvidos, cées infectados sdo sujeitos a diferentes
protocolos de tratamento que melhora a condigdo clinica, mas nao elimina o
parasito. Nos paises em desenvolvimento, a eutanasia de caes infectados é
recomendada como medida de controle da doencga, gerando conflitos éticos e
sociais (NUNES et al., 2010; PASSANTINO et al., 2010; REGUERA et al., 2016).
Algumas das técnicas de diagndsticos utilizadas em LVC, LVH e LCH séo
abordagens moleculares e sorologicos.

A sensibilidade analitica de testes moleculares sugere que eles podem
detectar entre 0.001 e 0.1 parasitos/reagcées (FRANCINO et al., 2006; CARSON
et al., 2010; CASTELLANOS-GONZALEZ et al., 2015; GAO et al., 2015). No
entanto, a eficacia diagndstica depende do estagio de infecgao no hospedeiro
vertebrado, que de acordo com as diretrizes da OMS, foram estabelecidas
categorias, como oligossintomaticos ou polissintomaticos de acordo com o
numero de sinais de LVC, e sintomaticos pode variar entre os estudos, sendo
dificil de comparar os resultados. Alguns testes moleculares podem ser utilizados
no diagndstico de leishmaniose, utilizando fontes de amostras, no qual as
amostras biolégicas a serem testadas tém uma influéncia significava na
capacidade de testes moleculares para identificar caes infectados. Amostras da
medula ¢6ssea e de linfonodo produzem melhores resultados positivos
comparado com outras amostras biologicas, independentemente do quadro
clinico do animal (LOMBARDO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013). Métodos de
diagnostico menos invasivos e sensiveis, como distender o “swab” na conjuntiva
e mucosa oral ou focinho permitiu detectar maior carga parasitaria que no
sangue (STRAUSS-AYALI et al., 2004; LEITE et al., 2010; LOMBARDO et al.,
2012; ASCHAR et al., 2016). Utilizacdo de ITS-1 cPCR ou kDNA PCR hibrido
mostrou que 91-92% de caes infectados naturalmente foram positivos em
amostras de conjuntivas (STRAUSS-AYALI et al., 2004; FERREIRA et al., 2008).

No entanto, os resultados dependem do estagio da infecgao.

A deteccéo do parasito alvo utilizando mini-DNAs circulares contidos no
kinetoplasta do DNA da Leishmania (kKDNA) tem sido a base para a maioria dos
testes moleculares, destinados a detectar espécies de Leishmania. Embora
outros alvos tém sido utilizados, como o “espagador transcrito interno-1” (ITS-1),
o RNA ribossomal (rRNA) 18S e a glicoproteina-63 (gp-63) (RODGERS,



59

POPPER; WIRTH, 1990; GUERBOUJ et al., 2014; AKHOUNDI et al., 2017). A
especificidade de testes moleculares varia de 95-100% (STRAUSS-AYALI et al.,
2004; MOREIRA et al., 2007; CARSON et al., 2010; MOHAMMADIHA et al.,
2013). Muitos estudos tém mostrado que o kDNA-baseado na reagdo em cadeia
de polimerase (PCR) convencional (cPCR) tem sensibilidade de 89-100% em
amostras de sangue de caes polissintomaticos (CARSON et al., 2010;
LACHAUD et al., 2002; MANNA et al., 2004). Porém, a sensibilidade diminui
quando o método € aplicado em amostras de cdes sem sinais clinicos
(FRANCINO et al., 2006; GAO et al., 2015). A PCR quantitativa (QPCR) é
considerado o método mais confiavel devido a alta sensibilidade que apresenta.
Alguns testes mostraram que o qPCR é mais sensivel (91%) que o kDNA cPCR
(72%), o ITS-1 PCR (54%), o teste-OligoC (70%), e o PCR hibrido (61%)
(CARSON et al., 2010). E alguns estudos, quando material biolégico usado é a
medula 6ssea, o qPCR (TaqgMan) foi capaz de detectar 0,2 parasito/mL
(FRANCINO et al., 2006). Um teste rapido de gPCR de baixo custo foi otimizado
pela reducao dos volumes de reacao e tempo de amplificacdo do DNA. O teste
amplificou L. infantum ou L. braziliensis com boa sensibilidade (0.002
parasito/mL) (DANTAS-TORRES et al., 2017). Ja os métodos para deteccao
usando PCR em tempo real (RT-PCR) séo classificados em dois principais
grupos, de acordo com o agente fluorescente usado na reagdo (NAVARRO et
al., 2015), agentes intercalantes de DNA de fita dupla, como SYBR Green |, ou
fluoréforos ligados a oligonucleotideos (sondas) que detectam apenas produtos
de amplificagdo de PCR especificos, como sondas TagMan ou LightCycler
(COPOLILLO et al., 2018). Weirather (2011) padronizou varios ensaios de RT-
PCR para detectar, quantificar e genotipar todas as espécies de Leishmania de
amostras clinicas e experimental de humanos e parasitas. No qual analisaram
41 primers especificos para Leishmania, e destes, pelo menos 3 ensaios
seriados de RT-PCR para detectar/quantificar, e realizar a identificacdo do
parasita em amostras de soro de pacientes com LV ou espécimes de bidpsias
de lesbes de LC (COPOLILLO et al., 2018).

“New point-of-care” (POC): métodos POC utiliza polimerases capazes

de amplificar DNA em temperaturas constantes, ndo requer equipamentos
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sofisticados ou pessoas altamente qualificadas para realizar os testes. A
amplificagdo mediada por loop (LAMP) (Eiken Chemical Company, Tokyo,
Japan) usa a DNA polimerase com atividade de deslocamento de fita e quatro
iniciadores que reconhecem seis regides diferentes de DNA, tornando-a
altamente especifica (MORI; NOTOMI, 2009). Esse método € previsto pra ser
avaliado com amostras de sangue de pacientes com LV (L. donovani) com
sensibilidade de 90.7-96.4% e especificidade 98.5-100% (KHAN et al., 2012;
VERMA et al., 2013). Na China, o LAMP em amostras conjuntivais, identificou
61% dos caes infectados, que foi similar ao cPCR (58,6%), e significantemente
maior que microscopia (10,8%) e ELISA (40,5%) (GAO et al., 2015). Entretanto,
esses iniciadores de kKDNA projetados a partir de uma linhagem de L. infantum
isolada na China nao amplificaram linhagens de outros paises. Ainda é
necessaria uma tipificagcdo adicional dessas cepas usando métodos padrao
(TRAVI et al., 2018).

A soroconversao para antigenos de parasitos geralmente ocorre um més
apos a picada infectiva do flebotomineo (MORENO; ALVAR, 2002). LVC ativa é
usualmente significantemente associada com os titulos de anticorpos de todas
as classes, e baixos niveis de anticorpos sao caracteristicos de infeccbes
subclinicas ou cdes expostos ao parasito, mas nao infectados
(SARIDOMICHELAKIS, 2009). Estudos mostraram que altos niveis de
imunoglobulina G2 (IgG2) estava associado com resposta protetiva, enquanto
baixa producdo de IgG1 foi considerada como prognaostico ruim (INIESTA et al.,
2005). As imunoglobulinas IgE e IgA tém sido detectadas em LVC ativa, mas
com baixo valor preditivo em caes assintomaticos (INIESTA et al., 2005; REIS et
al., 2006; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007). Os testes sorolégicos envolvem
0 parasito bruto, extratos de parasitos soluveis, ou proteinas recombinantes
derivados do gene de interesse, e esses tem mostrado a capacidade de detectar
anticorpos especificos durante a doenga ativa ou infeccdo assintomatica
(METTLER et al., 2005; PALTRINIERI et al., 2010).

Outros tipos de testes sao utilizados, como testes soroldgicos, que
podem ser feitos por teste de aglutinagao direta (DAT), no qual é baseado na
aglutinagdo de promastigotas de Leishmania tripsinizadas, coradas com

Coomassie. Esse foi o primeiro teste sorolégico desenvolvido para tal uso. E
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simples, barato, e realizavel, com acuracia clinica comprovada (SOUSA et al.,
2011; ADAMS et al., 2012). Além disso, pode ser usada em laboratérios, ndo
requer equipamentos elétricos, e possui 2 anos de vida util. Em contrapartida o
DAT tem longos periodos de incubacgéo e requer pessoas especializadas para
realizar e ler o teste (ADAMS et al., 2012; GOMEZ-OCHOA et al., 2003).
Apresenta sensibilidade e especificidade de 91-100% e 72-100%,
respectivamente. Contudo, a leitura subjetiva dos titulos de ponto final leva a
discrepancia entre os responsaveis pela leitura do exame (ADAMS et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2016). Apesar dessas desvantagens, o DAT é bem aceito como
teste de rotina geralmente aplicado a um grande numero de amostras
(SCHALLIG et al., 2002)

O teste rapido de rastreio de aglutinagao (FAST) € o DAT modificado,
baseado em diluicbes simples do soro acima do “cut-off’ do soro controle
negativo. O teste requer menor tempo de incubacao e tem sido otimizado para
rastreio em populagdes de caes (SCHALLIG et al., 2002).

Ja o teste de anticorpos para imunofluorescéncia (IFAT) é o teste de
referéncia qualitativa contra promastigotas em diagnésticos de LVC
(PALTRINIERI et al., 2016). Tem especificidade e sensibilidade proximo de
100% em animais sintomaticos, porém, apresenta reagao cruzada com outros
patogenos tripassomatideos, como E. canis, A. phagocytophilum, R. conorii and
T. gondii (SOLANO-GALLEGO et al., 2014; PALTRINIERI et al., 2016), e tem
menor sensibilidade para identificar cies assintomaticos comparado com o teste
de ensaio de imunoabsorcéo (ELISA). E restrito em laboratérios pois precisa de
equipamentos especializados e pessoas treinadas para a realizacdo do exame
(SOLANO-GALLEGO et al., 2014).

A Citometria de fluxo que é uma tecnologia (GOETZMAN, 1993) que
quantifica anticorpos contra antigenos de Leishmania na superficie, evitando
reatividade cruzada contra estruturas intracelulares mais conservadas. Usa pro
ou amastigotas, apresenta alta sensibilidade e especificidade, e tem sido capaz
de distinguir perfis sorolégicos de caes infectados e saudaveis (SILVESTRE et
al., 2008).

Com objetivo de melhorar a sensibilidade e especificidade dos testes

para leishmaniose, principalmente para LV, cada vez mais vem se estudado e
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utilizando métodos soroldgicos para detectar anticorpos com varios antigenos,
incluindo proteinas recombinantes, peptideos sintéticos e proteinas com
multiepitopos (COSTA et al., 2011; FARIA et al.,, 2011; FARIA et al., 2015;
MENDES et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018). O mais conhecido dos antigenos é
a proteina recombinante K39 (rK39), no qual é constantemente utilizadas para
sorodiagnostico de LV e LVC em varios paises, como o0 uso de métodos ja
citados anteriormente, de aglutinagcéo latex (KAtex - Kalon Biological Limited,
USA), o DAT ou teste rapido de imunocromatografia (rK39 - In Bios, USA)
(SINGH et al., 2010). Esses métodos mostraram a sensibilidade de 87-98% e
especificidade de 89-98%. No entanto, a validagao para detecgcao de casos de
infeccao por L. infantum tem variado de acordo a proteina recombinante, e
variabilidade clinica e soroldgica dos pacientes, além da variabilidade genética
observada entre diferentes cepas da mesma espécie, principalmente quando
isoladas de locais distantes (ZIJLSTRA et al., 2001; SINGH et al., 2010). Isso
mostra a necessidade urgente de melhora dos testes soroldgicos atuais para o
diagnostico de LV e para LVC. Para isso, cada vez mais vem se estudando a
bioinformatica, pois essa tem sido usada para descoberta de novos antigenos,
mais sensiveis e especificos (COSTA et al.,, 2011; MENDES et al., 2017). A
estratégia é baseada em analise in silico de sequéncias de proteinas para prever
epitopos de células B. Com isso, varios antigenos, peptideos, proteinas
recombinantes e proteina quimera foram obtidas para uso diagnéstico de LV e
LVC (FARIA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2018). Assim, usa-se 0 conhecimento
em imunoinformatica para descoberta de novos alvos para diagnosticos de
doencgas infecciosas (TOLEDO-MACHADO et al., 2015a; 2015a; COSTA
DUARTE et al., 2016; LAGE et al., 2016).

Ja o isolamento do parasito de Leismania em cultura é feita a partir do
cultivo in vitro de promastigostas de aspirados dos érgaos, raspado da lesdo ou
bidpsia sdo importantes para a rotina diagnostica. A recuperacéo do parasito em
cultura raramente é mais que 70% de eficiéncia, e € um método demorado, caro,
requer instalagdes sofisticadas de laboratorio (BERMAN, 1997). A partir da
cultura, é possivel fazer a detecgao de amastigotas por microscopia, que é o
teste padrao ouro segundo o Ministério da Saude. Porém, este ndo € pratico para

ser usado em larga escala. Esse método € utilizado para diagndstico de lesdes
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de LC, e aspirados de figado, medula 6ssea e linfonodos para LV (AKHOUNDI
et al., 2017). E um método rapido e barato, porém invasivo, e ndo é possivel
diferenciar a espécie de Leishmania e quantificar esta. A sensibiliade é alta
dependendo do numero e dispersao dos parasitos na biopsia, bem como o
processamento da amostra e dos profissionais que a executaram. A grande
maioria desses testes ndo sdo efetivos em LV humana, devido a diferenga na Rl
entre humanos (GOMES et al, 2008, ROMERO; BOELAERT, 2010;
SRIVASTAVA et al., 2011; MAIA et al., 2008; SRIVIDYA et al., 2012).

Sao feitos também testes dérmicos, como o teste de Montenegro que
mede a reacao de hipersensibilidade tardia (DTH). No caso de positividade ha a
reacdo de enduracdo a uma injecao intradérmica no antebraco de uma
suspensao de promastigostas mortas de Leishmania. A reacdo € comparada
com a enduragédo no local de aplicagdo de um controle negativo, que € injecéo
de salinafenolada. E um teste importante devido a sua simplicidade,
sensibilidade e especificidade mas n&do permite descriminar qual a espécie do
parasito que causou a infecgdo (WEIGLE et al., 1991).

O teste rapido de duplo caminho (Tr-DPP) é um teste rapido para
diagndstico da LVC e usa uma plataforma de caminho duplo (DPP®) (Bio-
Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), para detectar anticorpos contra a
proteina de fusao rkK26 / rK39. O dispositivo pronto para uso descartavel tem
potencial aplicabilidade em massa (GREENWALD et al., 2009). O teste foi
avaliado usando um painel de soros cées considerado verdadeiramente positivo
para o parasito, caes negativos e reativo cruzado. Os resultados indicam que o
kit DPP® LVC é improvavel que seja sensivel o suficiente para detectar animais
assintomaticos portadores de L. infantum, mas pode ser util por confirmar casos
clinicamente suspeitos devido a sua alta especificidade em caes com sinais
clinicos (GRIMALDI et al., 2012).

Diversos antigenos vém sendo estudado ao longo dos anos, um dos
principais e mais estudados € o antigeno rK39, que é uma proteina recombinante
derivada de L. infantum no qual contém 6.5 cépias do epitopo antigénico de
célula B composto por 39 aminoacidos. Esse antigeno € uma proteina motora, a
cinesina, bem conservada em L. infantum e L .donovani, € o 0 gene

correspondente revela uma unica estrutura de leitura aberta que codifica um total
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de 298 aminoacidos com uma massa molecular prevista de 32,7 kDa (BURNS
et al., 1993). A proteina motora de Leishmania estd envolvida em varios
processos intracelulares e nas amastigostas de muitas espécies.

A produgdo da proteina antigénica de Leishmania, por expressao
heteréloga desses epitopos especificos no sistema procariético, tais como
Escherichia coli é uma técnica relativamente direta, barata e rapida para
processar a proteina recombinante alvo. O protozoario L. tarentolae, a qual néo
€ patogénico para humanos e outros vertebrados, tem sido explorado como
hospedeiro eucaridtico para desenvolver a plataforma que permite que o
complexo de proteinas eucaridticas sejam altamente expressa, e tenham
habilidade de produzir proteinas com processamento pos-traducional apropriado
(BASILE; PETICCA, 2009). Utilizando esse processo, foi desenvolvida a proteina
recombinante Lbk39, a qual foi utilizada no presente estudo.

A Lbk39 é um fragmento génico do gene relacionado a cinesina de L.
braziliensis (Burns et al., 1993), constituida por 843 pb, 6,5x repeticbes de 39
aminoacidos (aa), e codifica aa imunoldgicos repetitivos. Este fragmento foi
inserido no vetor recombinante pLEXSY-sat2 (Bioscience Jena). Esse vetor foi
transfectado dentro da L.tarentolae (de SOUZA et al., 2019). A Lbk39 utilizada
como antigeno na deteccéo de leishmaniose humana no Brasil, apresentou 88%
de sensibilidade e 98% de especificidade para LC, comparada com 98% de
sensibilidade e 100% de especificidade para LV (de SOUZA et al., 2019).

Os antigenos também podem ser usados para sorodiagnésticos. Esses
métodos que utilizam como antigeno o extrato bruto do parasito sdo altamente
sensiveis para detectar infecgdes clinicas e subclinicas. Porém, tém menor
especificidade que os outros métodos que utilizam antigenos purificados
(GOMEZ-OCHOA et al., 2003; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2010). Proteinas
recombinantes sdo boas candidatas para serem utilizadas como antigenos
porque elas sao facilmente absorvidas em varias superficies (LAURICELLA et
al., 2016; PATTABHI et al., 2010; SOLANO-GALLEGO et al., 2014; VENTURIN
et al., 2015). A proteina rK39 tem sensibilidade de 90-100% em LVC na regiao
Mediterranéa e Africa do Sul (BADARO et al., 1996; OZENSOY et al., 1998;
RHALEM et al.,, 1999; SCALONE et al., 2002), mas € menos especifico e
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sensivel em infecgdes assintomaticas e em leishmaniose humana (BADARO et
al., 1996; RHALEM et al., 1999).

Além deste, também é utilizado o ensaio de imunoabsorcao enzimatica,
conhecido como ELISA, que permite o screening de grandes numeros de
amostras utilizando antigenos sensibilizados em microplacas, e espectrometria
que determinada titulos de anticorpos por densidade 6ptica. A sensibilidade e
praticidade dos sistemas de ELISA sdo também evidentes nos testes de
deteccdo de IgG, pois muitos soros podem ser testados em um unico dia em
pequenas quantidades e sem tratamento prévio das amostras. Duas variacdes
do teste ELISA IgG tém sido descritas na espécie humana, Chungue et al.
(1989) usaram um ensaio de captura para mensurar anticorpos IgG semelhante
ao sistema utilizado para detecgdo de IgM; outro sistema mais sensivel foi
desenvolvido por Kuno et al. (1991) onde o antigeno € adsorvido diretamente na
placa, sempre usando um anticorpo de captura. O potencial para quantificagao
absoluta de anticorpos torna o ELISA uma ferramenta poderosa e menos
suscetivel ao viés do operador. Um de seus pontos fortes € a possibilidade de
usar combinagdes de varios antigenos, aumentando assim a sensibilidade e/ou
especificidade do método (SOTO et al., 1998; SANTAREM et al., 2010). No
Brasil é utilizado o teste rapido rK39 que tem especificidade menor que 80%
quando comparado com o teste ELISA convencional (MOHEBALI et al., 2004).
A variancia da eficacia de testes com rK39 é vista em regides endémicas e levou
a busca de melhores alternativas para avaliar LVC ativa e em infecgbes
assintomaticas. Exemplo disso sao os rKLOS8 e rK26, que foram propostos como
antigenos capazes de aumentar a precisdo diagnéstica da LVC (ABAD et al.,
2017), que em conjunto, aumentou para 85% a sensibilidade e 93% a
especificidade. Proteinas com multi-epitopos tém sido utilizado para deteccéo
de caes parasitados mas sem sinais clinicos. No ELISA, proteinas tém
apresentado em torno de 100% de sensibilidade e especificidade em amostras
de cées doentes e saudaveis infectados com L. infantum. Kits comerciais, usado
em humanos e caes, empregam os antigenos recombinantes como rK39, rK26
e rKE16 (da COSTA et al.,, 2003; FARAHMAND et al., 2015), e podem ser
avaliados os anticorpos em diferentes tipos de fluidos bioldgicos, como plasma,

soro, sangue total. Estes testes apresentam alta especificidade (90%) e variada
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sensibilidade (30 a 90%) (REITHINGER et al., 2002; METTLER et al., 2005;
LAURENTI et al., 2014; FARAHMAND et al., 2015). Todavia, o diagndstico em
humanos € menos satisfatorio que em caes (MAIA et al., 2012; QUINNELL et al.,
2013).

2.9 TIPOS DE VACINAS

A maioria das vacinas que sao utilizadas hoje em dia sao ou inativadas
ou viva atenuada, e tais tem obtido sucesso em diversas doencas humanas e
veterinarias. Entretanto, ambas as tecnologias tém suas limitagdes e problemas

associados. Existem diversos tipos de vacinas, como explicadas a seguir.

2.9.1 Vacinas inativadas

Esse tipo deve ser totalmente inécula e ndo infecciosas. Problemas com
surtos de campo no passado foram ocasionalmente atribuidos a inativacao
incompleta. Tais problemas n&o deveriam e ndo existiriam se mais procedimento
de inativagao, de ativagao e testes de in6culo fossem usados dentro do processo
de fabricagdo da vacina. Além da produc¢do envolver grandes quantidades de
culturas do agente infeccioso, ha risco potencial para o pessoal envolvido e o
meio ambiente. As vacinas que s&o cultivadas em ovos, culturas de tecidos ou
meio de cultura podem conter proteinas “estranhas” indesejaveis, que podem
afetar a imunogenicidade ou ser potencialmente alergénicas/reatogénicas. Ou
seja, este tipo de vacina tem certas limitagdes em seu modelo de apresentacgéo,
a resposta pode ser limitada ou de curta duracéo, e requer o uso de adjuvantes
ou imunoestimulantes para aumentar sua eficacia/imunogenicidade (FRANCIS
et al., 2020).

2.9.2 Vacinas atenuadas
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Estas sao precisamente controladas e caracterizadas a fim de promover
o nivel requerido de imunidade protetora sem causar sintomas significantes da
doenga no animal hospedeiro. Ha baixo risco de antigeno atenuado se
transformar em virulento, e reversao cuidadosa aos estudos de seguranca de
viruléncia devem ser realizadas. Além disso, no cultivo do antigeno vacinal, é
possivel que outros agentes infecciosos possam ser introduzidos, o que pode
levar a efeitos colaterais indesejados, quando a vacina for usada em campo. Por
esses e outros motivos, incluindo eficacia protetora, economia de manufatura, e
se o0 agente infeccioso possa ser produzido in vitro, cada vez mais tem se dado
atencao a novas tecnologias vacinais (FRANCIS et al., 2020). Essas podem se
destacar em vacinas de subunidades e separagdo dos produtos naturais,

vacinas de acido nucléicos, vacinas de proteinas e subunidade recombinante

2.9.3 Vacinas de subunidades e separacao dos produtos naturais

Ao identificar antigenos adequados de subunidades, proteinas ou
peptideos como candidatos a vacinas, devem ser entregues aos animais alvo a
fim de obter resposta imune protetora desejada. A forma mais simples e basica
da vacina de subunidade é a qual o agente infeccioso teve seus componentes
divididos, tendo como exemplo a vacina de influenza. Esta consiste no virus
inativado com formalina que foi tratado para lisar o envelope viral e liberar as
proteinas externas deste envelope e as proteinas nucleares e matriciais internas.
Porém, essa vacina apresenta imunogenicidade reduzida comparada com
produtos virais inteiros. Como alternativas para tentar uma melhoria, foi
modificada a apresentagcao do antigeno, fornecendo glicoproteinas virais nas
vesiculas lipidicas, que podem ser compostas por lipideos derivados de virus
(virossomas) ou néo virais (lipossomas) (ALMEIDA et al., 1975). Assim, podem
ser criados virus vazios que podem exibir melhor imunogenicidade. Vem sendo
feitas preparagdes poliméricas de proteinas isoladas na forma de micelas, que
sd0 mais imunogénicas do que mondmeros de proteinas (MOREIN; SIMONS,
1985), estas sdo conhecidas como particulas semelhantes a virus (VLPs)
(CRISCI et al., 2013). O complexo imunoestimulador (ISCOM) tem sido
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desenvolvido oferendo polimeros para apresentagdo e atividade adjuvante
incorporada (MOREIN et al., 1984), esse tipo teve sucesso na vacina contra
influenza equina (MUMFORD et al., 1994), com administragdo em mucosa. Outro
exemplo de vacinas dividas em produtos e subunidade de cultura é a utilizada
contra o virus da leucemia felina (FeLV) (OSTERHAUS et al., 1985).

2.9.4 Vacinas de acido nucléicos

Estas utilizam técnicas baseadas em DNA clonado dentro de um
plasmideo ou a direta injecdo de RNA mensageiro. Esse tipo de vacina é
produzido de maneira econdmica, e a sintese proteica endégena simula uma
infeccdo natural. Assim, os antigenos sao apresentados em sua forma nativa,
desencadearao respostas de tipo MHCI e MCII, bem como respostas de
anticorpos, nao ha risco de infecgdo e podem ser usadas para contornar a
imunidade (DONNELLY et al., 1997). A primeira vacina licenciada dessa
tecnologia foi em 2005, para o controle da doenca infecciosa do virus da necrose
hematopoiética no salméo do Atlantico canadense (TONHEIM et al., 2008), e
para o virus do Nilo Ocidental em cavalos (LEDGERWOOD et al., 2011).

2.9.5 Vacinas de proteinas e subunidade recombinante

Sado vacinas produzidas utilizando alta expressao de proteinas
recuperadas de E. coli geneticamente modificadas, que fornecem uma ligagao
entre vacinas de subunidades naturais e aquelas derivadas usando a tecnologia
do DNA recombinante. De fato, uma vez identificada as proteinas imunogénicas,
tornam-se objetivo de muitos pesquisadores, no qual desejam produzir grandes
quantidade dessas proteinas em uma forma suficientemente pura para gerar
vacinas seguras e eficazes. A técnica de DNA recombinante fornece uma fonte
relativamente inesgotavel e barata de proteinas do agente infeccioso, e podem
ser expressas em bactérias (vacina contra FeLV), fungos (vacina contra hepatite
B humana), célula de inseto (vacina contra circovirus suino tipo 2 (MARTELLI et
al., 2011) e peste suina classica (ROMERO et al., 2001), células de mamiferos
(contra diarreia viral bovina) (THOMAS et al., 2009) e CSF (HUA et al., 2014b;
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2014b), VLPs para encefalite japonesa (HUA et al., 2014), célula de planta
(contra a infecgao pelo virus de Newcastle em aves) (VERMIJ; WALTZ, 2006) e
sendo investigada para aplicagao em bronquite viral, doenga infecciosa da bolsa
(também conhecida como doenca de Gumboro), virus causador de herpes
bovina, dentre outras (LIEW; HAIR-BEJO, 2015; TAKEYAMA et al., 2015).

A vacina de peptideos utiliza regides que identificam sequéncias
imunogénicas dos agentes infectantes, que podem ser em muitos casos
mimeéticos a cadeias curtas de aminoacidos (peptideos). A primeira indicagao
que peptideos tinham potencial vacinal foi demonstrada em 1963, usando um
virus de planta, o virus do mosaico do tabaco, no qual isolou hexapeptideos da
proteina de revestimento do virus acoplado a albumina sérica bovina, e usada
para obter anticorpos de coelho que neutralizariam o virus infeccioso
(LANGBEHEIM et al., 1976). A técnica mais acessivel foi 0 sequenciamento de
proteinas em 1977, com a habilidade de sintetizar peptideos desenvolvido por
Merrifield em 1963 (MERRIFIELD, 1963), o que levou a um aumento na pesquisa
experimental de vacinas peptidicas nos anos 80 (FRANCIS, 1990).

Depois que um peptideo candidato é identificado ou predito, ele deve ser
entregue ao sistema imunoldgico de maneira adequada, a fim de obter ndo
apenas uma resposta antipeptidica, como anticorpos antipeptidicos que
reconhecerdo e neutralizardo o agente infeccioso. E devido ao tamanho
molecular relativamente pequeno, os peptideos sdo fracos imundgenos e,
portanto, requerem acoplamento para aumentar sua imunogenicidade. Por esse
motivo, existem muitos exemplos de peptideos definidos que, ao serem
acoplados de maneira descontrolada a grandes proteinas carreadores,
produziram anticorpos antipeptidicos que falharam totalmente em reconhecer a
proteina nativa.

Em 2003, o Ministério de Agricultura, Pecuaria, e Abastecimento do
Brasil garantiu a licenga para a vacina Leishmune®, comercializado
originalmente pra Fort Dodge Animal Health e posteriormente pela Zoetis. Foi a
primeira vacina disponivel contra a LVC, consistindo em uma fragao purificada
(ligante fuco-se-manose; FML) de promastigostas de L. donovani utilizando
saponina como adjuvante. No entanto, em 2014 a vacina foi retirada do mercado

por ndo atender aos requisitos da fase Ill em relacédo a avaliagdo da eficacia da
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vacina (MAPA, 2014). Em 2006, outra vacina foi langada no mercado brasileiro,
a Leish-Tec® (Hertape Calier), que consiste na proteina recombinante A2,
expressa em amastigotas de Leishmania, utilizando saponina como adjuvante,
e atualmente é a unica vacina contra a LVC comercializada no Brasil (CAMPOS
et al., 2017). E esta apresentou reducao na infeccdo em comparagdo com o
placebo de 7,4% x 17,7%). A vacinacdo ndo tem sido adotada devido a falta de
evidéncias cientificas sobre a eficacia na reducéo da incidéncia da doenca em
caes e humanos (TRAVI, 2014). A Argentina e Paraguai utilizam a vacina para
caes que consiste em sobrenadante de cultura de promastigotas de L. infantum
(LIESAp), composta de uma proteina com 54 Quilodalton (kDa), a qual é
excretada por L. infantum com dipeptideo muramil (MDP), a CaniLeish® (Virbac
Animal Health), licenciada para uso na Europa desde 2011 (WYLIE et al., 2014).
Estudos verificando a sorologia dos animais que fizeram uso das vacinas citadas
mostraram que alguns animais, apos o0 uso das vacinas, sofrem soroconversao,
ou seja, se antes eram negativos, apés um periodo se tornam positivos. Como
no caso da Leish-Tec®, onde um dos caes que foram vacinados se tornou
positivo, em teste ELISA e DPP® (TESTASICCA et al., 2014). Ja4 em outro
estudo, Testasicca (2014) mostrou que 30.9% dos caes vacinados, apés 11
meses da primeira dose, sofreram soroconversdo. Esses dados indicam a
necessidade de mais estudos para avaliar se a vacinagcdo de caes contra a
leishmaniose visceral pode ser uma ferramenta util no controle da doencga
(MARCONDES; DAY, 2019).

2.10 PEPTIDEOS EM USO VACINAL

Por muitas décadas as medidas tradicionais profilaticas, como uso de
inseticidas, controle de roedores, controle de reservatérios domésticos, dentre
outros, tém sido usadas para o controle das leishmanioses (DESJEUX, 2004;
MAIA-ELKHOURY et al., 2008). No entanto, nenhuma dessas estratégias sao
capazes de diminuir efetivamente o numero de casos caninos e humanos (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008). Entdo, o desenvolvimento de vacinas profilaticas para
leishmaniose se tornou uma ferramenta promissora em areas endémicas, com

impacto potencial na epidemiologia da doengca (MOHEBALI et al.,, 2004). A
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resposta imune Th1 tem papel crucial ndo sé na protegdo contra a infecgao
primaria, mas promovendo a imunidade contra a reinfec¢ado por Leishmania
(DIKHIT et al.,, 2017). Células TCD4*, sao cruciais na protecao imune pela
produgdo de varias citocinas associadas a resisténcia, como IFN-y e TNF-a
(KAYE; AEBISCHER, 2011). Assim, a vacina ideal € a que promova forte
resposta Th1 (DIERING, 2018).

A pratica de imunizagédo € a leishmanizag¢ao, no qual promastigotas vivas
e virulentas s&o injetadas em individuos ndo infectados que moram em areas
endémicas. Porém, o aparecimento de efeitos severos torna o protocolo de
imunizagdo em larga escala inadequado (MODABBER, 2000). As vacinas
parasitarias, testadas em caes e humanos, utilizando parasitos mortos ou
geneticamente atenuadas, oferecem um imenso repertério de antigenos e
promove protegao significante contra a infecgdo. Em contraste, essas vacinas
apresentam baixa estabilidade e seguranga em comparagdo com outros tipos
(MOHEBALI et al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2007; ROATT et al., 2012; FIUZA
et al., 2013). Vacina baseadas em subunidades do parasito sdo mais populares
atualmente devido a sua habilidade de estimular resposta imune especifica.
Porém, elas nao sao completamente seguras e podem apresentar efeitos
adversos (FERNANDES et al., 2008; CARCELEN et al., 2009; MARTIN et al.,
2014; OLIVA et al., 2014). Nao ha vacinas licenciadas para uso contra a LVH
(MOHEBALI et al., 2004), mas ha diversos estudos com diferentes estratégias
para identificagdo de novos antigenos (REZVAN; MOAFI, 2015), no qual sao
vacinas baseadas em peptideos, que possuem epitopos antigénicos para
desencadear a Rl. Essa opg¢do pode ser tornar uma estratégia promissora,
promovendo ndo sO a protecdo contra leishmanioses, mas uma ferramenta
terapéutica potencial para tratar a doenga (MODABBER, 2000). Epitopos
minimos, como peptideos, sdo capazes de induzir forte resposta especifica de
células T, que sado fundamentais para eliminar o parasito intracelular
(SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016).

Um exemplo de candidato vacinal contra LV, com formulagbes de
proteinas recombinantes associadas com adjuvantes, bem como o modelo
animal utilizado no teste, é utilizando o antigeno especifico de amastigotas, o

A2, usado para indugao de imunidade protetora contra LV. Foi codificada por
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uma familia multigénica que €& abundantemente expressa nas formas
amastigotas de algumas espécies de Leishmania capazes de causar LV
(FERNANDES et al.,, 2008), e esta tem apresentado eficacia em modelos
animais, sendo administrada com adjuvantes (ANTONIO et al., 2003; GHOSH et
al., 2001), vacinas de DNA (ZANIN et al., 2007), virus nao replicativo atenuados
(RESENDE et al., 2008), bactérias ndo patogénicas (YAM et al., 2011) e L.
tarentolae nao virulenta (MIZBANI et al., 2009). A imunidade protetora anti-A2
estd associada com a geragao de IgG2 especifico para o parasito, altos niveis
de IFN-y e baixos de IL-10 por células T. Outro exemplo que vem sendo
estudado sao as cisteinas proteinases (CP), da superfamilia da papaina, tendo
3 classes (CPA, CPB, CPC) e tem sido identificada em Leishmania. Tem se
mostrado efetiva contra L. major em BALB/c, juntamente com adjuvantes ou
vacinas de DNA, porém, ainda nao foram testados contra LV (ZADEH-VAKILI et
al., 2004). O uso de vacinas combinando diferentes proteinas pode promover o
aumento de eficacia e diminuicdo de custos de producao, no qual seria capaz de
produzir uma unica vacina contra varias espécies de Leishmania, entretanto,
poucos estudos tém avaliado vacinas quiméricas contra LV (DUARTE et al.,
2016).
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3. METODOLOGIA

Duas frentes de trabalho foram desenvolvidas para buscar melhores
alternativas de diagnéstico para a LVC e LVH e LC humana. Na primeira fase os
antigenos produzidos (proteina recombinante e peptideos sintéticos) foram
validados em testes soroldgicos, e na segunda fase foram avaliados o potencial

vacinal dos peptideos sintéticos.

3.1 FLUXOGRAMA

Como o trabalho foi dividido em duas frentes, o fluxograma 01 a seguir
ajuda no entendimento cronologico dos experimentos (FIGURA 4). A descricéo

da metodologia seguira a ordem apresentada no fluxograma.



FIGURA 4 FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS
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Producao da proteina recombinante LBK39

Primeiramente, um litro (1L) do meio “Brain Heart Infusion” (BHI) foi
suplementado com 2 mL de hemina porcina (Jena Bioscience), 5 mL de
penicilina e estreptomicina, 1 mL de antibidtico Nourseithricin (NTC) (Jena
Bioscience) (de SOUZA et al., 2019), e armazenado na geladeira, sobre o abrigo
de luz. Posteriormente, uma aliquota de 1 mL de Lbk39 transfectada de acordo
com o manual LEXSYcon2 Expression Kit com glicerol foi descongelada, e
colocada em frascos de cultura de tecidos com 10 mL de meio suplementado.
Esses frascos foram mantidos na incubadora tipo BOD, a 24° C, por 7 dias, que
€ o tempo de repique inicial utilizado nessa cultura. Depois do repique inicial, os
repiques posteriores foram feitos de 4 em 4 dias, para a obtencédo de 1,5 L de
cultura. As culturas foram entédo centrifugadas a 5000 x g por 10 min a 4°C, o

pellet foi separado do sobrenadante e estocados no -20°C até seu uso.

Purificagao da proteina recombinante LBK39

Para cada etapa da purificagdo da proteina LBK39, foram usados 250
mL do sobrenadante da cultura de L. trantolae transfectada com o plasmideo
Lbk39 e cultivados em meio BHI (de SOUZA et al., 2019). A Lbk39 foi purificada
a partir do meio sobrenadante utilizando cromatografia em coluna HisTrap HP
(GE HealthCare), carregando o sobrenadante do meio de cultura na coluna, e
eluindo a proteina purificada de acordo com as instru¢des do fabricante. Para
remover os sais e o imidazol presentes foi realizada a dialise em tampao PBS
7.2 a 4 °C, uma vez durante a noite e duas vezes durante o dia, com intervalo
de 2h entre cada troca. No dia seguinte, os 25 mL purificados foram distribuidos
em frascos de 2,5 mL e liofilizados para concentrar a proteina recombinante
Lbk39. Para determinar a concentragcao da proteina Lbk39 foi utilizado o kit de
ensaio de proteina Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fischer Scientific),

seguindo o manual do fabricante.
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ii. SDS PAGE LBK39

A pureza da proteina recombinante apos purificacdo foi verificada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil- sulfato de sdédio
(SDS) a 15%. O gel foi corado com nitrato de prata a 0,01% (SGARBIERI, 2005).

3.2.1.1 COLECAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS CANINAS

Desde 2010, o laboratério de Biologia Molecular da UFPR recebe
amostras de caes infectados naturalmente com LV de areas endémicas do
Brasil. Para esse estudo foram utilizados soros de caes infectados com L.
infatum (comprovado por isolamento do parasito) e nao infectados. Para
avaliagao do potencial de reconhecimento antigénico da proteina Lbk39 foram
utilizados 153 soros de céaes classificados como positivos e negativos (TABELA
3). Todos os caes tiveram o diagndstico clinico e laboratorial realizados. Os
animais foram diagnosticados com base em exames parasitologicos
(amastigotas na medula 6ssea ou ganglio popliteo e coradas com Maygrunwald-
Giemsa, e em cultura realizada em meio NNN (Novy, Neal e Nicolle). O teste
sorologico (teste TrDPP) foi usado para confirmagao do status da sorologia. As
amostras de animais (usados como controles negativos) foram obtidas da
Unidade de Controle de Zoonoses (UCZ) de Araucaria, Parana (PR). As
amostras de sangue foram coletadas por pung¢do venosa da veia jugular,
transferidas para tubos de polipropileno de 10 mL e processadas 3-4h apds
coleta. No laboratdrio, o sangue foi centrifugado a 1000 x g por 5 min, e 0s soros
foram separados e armazenados a -20°C até serem analisados por métodos
soroldgicos, conforme recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil.

As amostras de células da camada leucocitarias ou puncao de
linfonodos foram inoculadas em meio NNN suplementado com 10% de sangue
de coelho. As culturas foram incubadas a 24° na BOD para permitir o
crescimento da Leishmania e as culturas foram inspecionadas se havia ou nao

presencga de promastigotas por microscopio optico (OLYMPUS BX41).
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Para a coleta de amostras de caes, todos os procedimentos foram
realizados orientando o cumprimento das normas definidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e todos os esforgos
foram feitos para minimizar o sofrimento. O trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parana sobre o numero de
protocolo 044/2014. Os proprietarios assinaram um termo de consentimento

para o uso das amostras.

TABELA 3 - CARACTERISTICAS E LOCAIS DE COLETA DE SORO CANINO

Caracteristicas Local N Teste diagndstico

Avaliagao do potencial antigénico da Lbk39

Cultura, ELISA, Tr-

Com sinais clinicos* de areas Foz do Iguacu - PR 52 e
endémicas

Sem sinais clinicos de area Foz do Iguagu - PR 26 CUItura’DIEDIE!SA’ Tr-
endémica

Negativos UCZ - Curitiba — PR 75 Culture, ELISA, Tr-

DPP

* Sinais clinicos: Os principais aspectos clinicos observados para esta classificagdo foram:
alopecia, descamacgao da pele seca e quebradiga, nédulos na pele, ulceras, fraqueza, magreza
e lesdes oculares.

3.2.1 PADRONIZACAO E VALIDAGAO DO ELISA DA PROTEINA
RECOMBINANTE LBK39

O teste ELISA foi utilizado para determinar os niveis de anticorpos anti-
Leishmania em soros de caes, infectados ou ndo com Leishmania. Para
utilizacdo dos ensaios de ELISA primeiramente foram realizados testes de
padronizagao de antigeno, soro e anticorpo secundario. As diluigdes dos
antigenos avaliadas foram de (0,031, 0,062, 0,125, 0,250, 0,500 e 1,000
Mg/poco), a diluigdo dos soros foram 1:100 e 1:200, e a diluigdo do conjugado foi
1:3500, 1:5000, 1:7500 e 1:10000 representado no esquema abaixo (FIGURA
5).
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FIGURA 5 - ESQUEMA DA PADRONIZAGCAO DO ELISA LBK39
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LEGENDA: Esquema com os valores da concentragdo de antigeno, diluicdo de soro e

conjugado.

Como controle positivo foram testados soros de caes comprovadamente
infectados com L. infantum. Os ensaios foram realizados em placas de
poliestireno de alta afinidade (PVC) flexivel de 96 pogos (Stripwell Plate, Costar,
US). Cada poco foi adsorvido com 100 pL/pogo da concentracdo ideal diluida em
coating buffer (Carbonato de sédio (Na2COs) 0.16%, Bicarbonato de sédio
(NaHCOs3) 0,29%, pH 9.6), e incubado overnight a 4°C. A solucéo inicial foi
descartada e a placa lavada duas vezes com solugédo de lavagem (Cloreto de
Sadio (NaCl) 0,9%, Tween 20 a 0,05%) para remogao do antigeno nao fixado.
Ap0ds a sensibilizacao, a placa foi bloqueada com tampao PBS 7,4 acrescidos de
2% de caseina durante 60 minutos, a 37 °C. Apds o bloqueio, toda a solugéo dos
pocos foi removida por aspiracao. A seguir, 100 uL dos soros diluidos conformea
diluicbes acima citadas em PBS 7,4 com caseina 0,2% foram adicionados aos
pocos e incubados a 37°C por 60 minutos. As placas foram lavadas quatro vezes
com a solucédo de lavagem (PBS 7,4, 0,05%, Tween20) e, em seguida, foi
adicionado aos pogos 100 pL do anticorpo anti-lgG (SIGMA) humano ou canino
diluidos 1:200 em PBS 7.4-caseina 0,2%. Apo6s incubacdo a 37°C por 60

minutos, as placas foram novamente lavadas por 4x com a solugéo de lavagem,
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e 100 pL da solugéo reveladora, contendo acido citrico 0,1 molar (M), fosfato de
sodio dibasico (Na2P0O4) 0,2 M, OPD 2 mg e peréxido de hidrogénio (H202) 0,1
% foram adicionados. As placas foram incubadas a 25-37°C ao abrigo de luz por
10 a 30 minutos com a solugao reveladora, quando a reagao foi interrompida
pela adigédo de 25 pL de acido sulfurico (H2SO4) 5M. A absorbancia resultante foi
lida em no leitor Powerwave HT (BioTek) de ELISA a 492 nandbmetro (nm). As
seguintes condi¢cdes foram padronizadas para os futuros ensaios.

Para controle funcionalidade das reacgdes, foram utilizados como
antigeno o extrato bruto das culturas de L.infantum, cinco soros de controle
positivo e cinco soros controle negativo. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

3.2.1.3 TESTE DE REAGAO CRUZADA FRENTE A LBK39

Para avaliar se havia reacdo cruzada da Lbk39, com outras doencgas
foram avaliados soros de caes portadores de titulos de anticorpos contra
Toxoplasma gondii (N = 23).

3.2.2 PRODUCAO ANTIGENOS SINTETICOS

3.2.2.1 ENSAIO DE IMUNODETECCAO

Peptideos sobrepostos cobrindo toda a sequéncia da Lbk39 foram
montados sobre uma membrana de celulose (Abimed-Langenfield, Alemanha).
Na tentativa de mimetizar os possiveis epitopos, foram sintetizados peptideos

continuos, compostos por uma sequéncia de quinze residuos.

Apos a sintese, a membrana foi congelada no freezer -20 °C até seu uso.
Para realizacido do ensaio de imunodeteccao para selecionar e avaliar os pontos
reativos, foi necessario fazer o tratamento da membrana com metanol, por 2 min,

seguidos por lavagem com TBS 1x e T-TBS 0,1%, ambos por 10 minutos. A
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membrana de celulose foi primeiramente incubada com caseina para bloqueio
de regides nao especificas por agitagao durante a noite, com caseina 3% (p/v),
0,5% (p/v) de sacarose dissolvida em T-TBS 0,1% Tween 20 (v/v) a 4°C. Apds
isso, a membrana foi lavada novamente com T-TBS 0,1%, por 10 min sob
agitacao, e incubada, por 90 min a 37°C com o “pool” de cinco soros de pacientes
humanos com anticorpos para L. infantum (realizado para soros positivos e
negativos). Estes foram diluidos 1:100 em tamp&o de bloqueio caseina 3% (p/v),
0,5 % de sucrose (p/v) e T-TBS 0,1%. Apds esse processo, a membrana foi
novamente lavada com T-TBS 0,1%. Adicionou-se o conjugado marcado com
biotina, diluido 1:30.000 em tampao de bloqueio por 60 min a 37°C, seguido por
uma etapa de incubagado com estreptavidina, na diluigdo de 1:10.000 diluido em
tampao de bloqueio, por 60 min a 37°C. Apds duas lavagens, os pontos positivos

foram visualizados pelo sistema ECL ™.,

3.2.2.2 ANALISE IN SiLICO E SELECAO DOS PEPTIDEOS

Para complementar a selecado dos 15 peptideos reativos, as sequéncias
foram analizadas utilizando ferramentas do ABCPred (Saha and Raghava,
2006), com base em métodos de aprendizado de maquina que aplicam uma rede
neural recorrente (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred) e, o IEDB (Vita,
2015), que se baseia em recursos de acessibilidade de superficie, antigenicidade

e hidrofobicidade (https://www.iedb.org/).

3.2.2.3 SINTESE QUIMICA DOS PEPTIDEOS SELECIONADOS

Dos 15 peptideos selecionados pelo ensaio de imunodetecgdo e
analizados por bioinformatica, 3 foram sintetizados quimicamente pela estratégia
9-florenyl-methoxy-carbonyl (Fmoc), utilizando-se, para tal, um protocolo de

sintese de peptideos em fase sélida (resina como suporte sélido insoluvel), que
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usa aminoacidos especiais para a sintese in vitro. Esses aminoacidos possuem
0 grupamento amina protegido pelo grupamento Fmoc e s&o acoplados a resina.
O protocolo foi realizado conforme descrito em MERRIFIELD, (1965) usando o
sintetizador de peptideos automatico MultiPep RS (Intavis Bioanalytical
Instruments, Nattermannallee, Alemanha). Esta técnica consiste em fixar o
aminoacido C-terminal do peptideo sobre um suporte sélido insoluvel e depois
alongar a cadeia peptidica por adigdes sucessivas de residuos da porgao C-

terminal para N-terminal.

Estes aminoacidos possuem o grupamento amina protegido pelo
grupamento Fmoc, sua cadeia lateral esta protegida por um grupo protetor para
evitar reacdes indesejadas. Ciclos de acoplagem (de aminoacidos com seus
ativadores) e desprotecao (remogao do grupamento Fmoc pela presenca de
piperidina 20%) sao realizados até que todos os aminoacidos do peptideo
estejam acoplados. Apds o término do ultimo ciclo, os peptideos ja sem o
grupamento Fmoc do ultimo aminoacido é removido da resina por uma etapa
chamada de clivagem. Nesta etapa se elimina os grupamentos protetores da
cadeia lateral. Em seguida esta solugao foi filtrada e precipitada com éter etilico
gelado obtendo-se assim os peptideos. Apds centrifugagao o éter é eliminado
por evaporagcdo. Em seguida os peptideos foram liofilizados, pesados,
dissolvidos em agua ultra-pura e armazenados a -20°C ou -80 °C em aliquotas
na concentragcdo de 1 mg/mL. Os peptideos selecionados foram denominados
de PepLi- 335, PepLi- 379 e PepLi- 409.

3.2.2.4 DOSAGEM DOS PEPTIDEOS
As concentracdes dos peptideos foram dosadas utilizando o kit Micro

BCA™ (ThermoFischer), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os

peptideos foram diluidos 100x para a dosagem.

3.2.2.5 CONJUGACAO DOS PEPTIDEOS COM BSA
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Utilizou-se 10 mg de BSA dissolvidos em 10 mL de PBS (pH 7,2). A
preparacao da solucao de trabalho, de cada peptideo, foi feita separadamente.
Para o peptideo PepLi379, foi pesado 5 mg deste e dissolvida em 5 mL de PBS.
Para o peptideo PepLi409, foi realizada a conta a partir da concentracédo que se
encontrava, pois nao havia 5 mg, para poder ser utilizada na proporgao
recomendada. Para preparo da solugao de BSA a 0,3 pmol e, peptideo 0,6 umol,
foram adicionados 2 mL de solugdo BSA, a solucédo dos peptideos. Adicionou-
se, aos poucos, a solugdo 0,2% glutaraldeido na solugdo de proteina
carreadora/peptideo, agitando lentamente. Essa solugdo foi incubada sob
agitagdo por 1 h em temperatura ambiente (TA). Apds esse processo, foi
adicionado 1,3 mL de glicina 1 M diluida em PBS 7,2 e, mantida sobre agitacédo
por 1 h em TA. Apds isso, os peptideos conjugados foram quantificados
utilizando Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fischer Scientific) seguindo a

protocolo do fabricante, aliquotados e, estocados no -20°C.

3.2.3 ANALISE DO POTENCIAL ANTIGENICO DOS PEPTIDEOS

3.2.3.1 COLECAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS
CANINAS

Para avaliagao do potencial antigénico dos peptideos selecionados na
membrana, os soros utilizados nessa etapa foram os mesmos descritos no item
3.2.1.1. Porém, em numero menor, e utilizados para cada peptideo
separadamente (TABELA 4). Para avaliar se havia reacado cruzada de outras
doencgas contra a Lbk39, os peptideos foram avaliados frente a soros de caes
com T. gondii (N = 23). Em adicdo, a aprovagao ética para realizagdo dos
experimentos, foi obtida pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal do Parana sobre o numero de protocolo 044/2014.
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TABELA 4 - CARACTERISTICAS E LOCAIS DE COLETA DE SORO CANINO

Caracteristicas Local N Testes diagnésticos

usados para a

dos soros confirmagao
Positivos de areas endémicas Foz do Iguagu - PR 40 Cultura, ELISA, Tr-
DPP
Negativos UCZ - Curitiba — PR 40 Cultura, ELISA, Tr-
DPP

3.2.3.2 COLEGAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS
HUMANAS

Para avaliagdo do potencial antigénico dos peptideos, além dos soros
caninos, foram avaliados para diagnéstico da LV e LTA em soros humanos. Os
grupos foram divididos de acordo com a TABELA 5. Os pacientes saudaveis
passaram por exames para detectar se havia a presenga de L.infantum ou
L.braziliensis. A partir dessas amostras foi calculado o cut-off para os testes
ELISA, realizados nessa tese. Pacientes com L. infantum foram diagnosticados
por PCR e sorologia, ja os pacientes com L. braziliensis foram diagnosticados a
partir do isolamento do parasito na les&o. Pacientes positivos para leishmaniose
foram atendidos, de acordo com as diretrizes do Ministério da Saude Brasileira,
conforme descrito no Manual de vigilancia e controle da Leishmaniose
Tegumentar Americana (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Amostras de soros
dos pacientes foram estocados a -20°C até o uso. Esse estudo foi conduzido de
acordo com as Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisa Biomédica em
Seres Humanos. Além disso, foi obtida aprovacdo ética do Comité de Etica da
Universidade Federal do Parana sob o numero 23075.067805/2018-01 e, de

acordo com a lei do Tratado do Mercosul, Resolugéo n°® 129/96.
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TABELA 5 - CARACTERISTICAS E LOCAIS DE COLETA DE SORO HUMANO

Caracteristicas Local N Teste diagndstico
Individuos saudaveis Curitiba - PR 24 Cultura, PCR
de areas néo
endémica
Pacientes positivos Foz do Iguacgu - PR 24 Cultura, PCR

para LV (PepLi379)

Pacientes positivos Foz do Iguagu - PR 24 Cultura, PCR
para LV (PepLi409)

Pacientes positivos Curitiba - PR 7 Cultura
para LC (PepLi379)

Pacientes positivos Curitiba - PR 46 Cultura
para LC (PepLi409)

3.2.3.3 PADRONIZACAO E VALIDAGCAO DO ELISA PEPTIDEOS

O teste ELISA foi utilizado para determinar os niveis de anticorpos anti-
Leishmania em soros de caes, e humanos, infectados ou ndo com Leishmania,
e soro de T. gondii. Para utilizagao dos ensaios de ELISA usando a proteina
recombinante, primeiramente foram realizados testes de padronizacdo dos
diferentes parametros (antigenos, diluicdo de soros, diluigdo de conugado e,
concentragdo da solugdo de bloqueios). As diluigdes dos antigenos foram de
:0,031 ug/pocgo, 0,062 pg/pocgo, 0,125 ug/pogo, 0,250 ug/pogo, 0,500 ug/pogo e
1,000 pg/pogo). As diluigdes de soro (foram: 1:100, 1:200, 1:400 e 1:600) e, de
conjugado 1:3500, 1:5000, 1:7500 e 1:10000 (esquema abaixo). Nesse
experimento com os peptideos foram testados tipos diferentes de solucdes de
bloqueios, como caseina 2% e BSA 4%. Foram testados soros de cédes e de

humanos infectados com L. infantum e L. braziliensis.
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FIGURA 6 — ESQUEMA DA PADRONIZACAO DO ELISA LBK39
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LEGENDA: Esquema com os valores da concentragédo de antigeno, diluicao de soro e

conjugado.

Os ensaios foram realizados em placas de policloreto de vinila (PVC)
flexivel de 96 pogos (Costar). Cada pocgo foi sensibilizado com 100 yL/pogo da
concentragao ideal do antigeno diluida em “coating buffer” (Carbonato de sddio
(Na2COs3) 0,16%, Bicarbonato de sddio (NaHCO3) 0.29%, pH 9,6), e deixadas
overnight a 4°C. A solugdao inicial foi descartada e a placa lavada com solugéo
de lavagem (Cloreto de Sédio (NaCl) 0,9%, Tween 20 a 0,05%) para remogéo
do antigeno né&o fixado. Apds a sensibilizagao, a placa foi bloqueada com tampéo
PBS 7,4 acrescidos de 2% de caseina por 60 minutos, a 37 °C. Apds o bloqueio,
toda a solugéo dos pogos foi removida por aspiragao. A seguir, 100 pL dos soros
diluidos na diluicao ideal em PBS 7,4 com caseina 0.2% foram adicionados aos
pocos e incubados a 37°C por 60 minutos. As placas foram lavadas quatro vezes
com a solugédo de lavagem (PBS 7,4, 0,05%, Tween20) e, em seguida, foi
adicionado aos pogos 100 pL do anticorpo anti-IgG (SIGMA) humano ou canino
diluido 1:200 em PBS 7,4-caseina 0,2%. Apds incubagao a 37°C por 60 minutos,
as placas foram novamente lavadas por 4x com a solugao de lavagem, e 100 L
da solucao reveladora, contendo acido citrico 0,1 molar (M), fosfato de sodio
dibasico (Na2P0O4) 0,2 M, OPD 2mg e peroxido de hidrogénio (H202) 0,1 % foram
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adicionados. As placas foram incubadas a 25-37°C ao abrigo de luz por 10 a 30
minutos com a solugao reveladora, quando a reacéo foi interrompida pela adicao
de 25 pL de acido sulfurico (H2SO4) M. A absorbancia resultante foi lida em no
leitor Powerwave HT (BioTek) de ELISA a 492 nandmetro (nm). Para controle
funcionalidade das reagdes, foram utilizados como antigeno o extrato bruto das
culturas de L.infantum e L.braziliensis, 5 soros de controle positivo e controle
negativo. Ambos os experimentos foram mensurados em triplicata. Apds os
resultados da padronizacao, que serao apresentados nos resultados, foi optado
por seguir com as concentragées mais baixas, concentragao de 0,031 ug/pogo
para antigeno, diluicido de peptideo 1:200, e 1:7500 de conjugado, pois

obtiveram melhores resultados.

3.2.3.3 AVALIACAO DE REACAO CRUZADA FRENTE AOS PEPTIDEOS

Para avaliar se havia reagcado cruzada de outras doencas contra os
peptideos, foram avaliados soros de cdes com T. gondii (N = 22) frente os

mesmos.

3.2.4 TESTES DOS PEPTIDEOS COMO IMUNOGENOS

3.2.4.1 PARASITOS

Nessa etapa do trabalho foi utilizada apenas a espécie L. infantum (cepa
MHOM/BR/84/LTB300). As promastigotas foram cultivadas a 24°C em meio
completo M-199 (ThermoFischer 11150067) acrescido de 10% de soro fetal
bovino (SFB) (ThermoFischer 1600044) e 0,05% de hemina e 1% de antibidtico
Penicilina e Estreptomicina. Os parasitos foram relancados para cultivo a partir
de cepas congeladas a -196° C. Nos experimentos in vitro e in vivo, as culturas
foram mantidas em meio M-199 (acima descrito) até a quinta passagem em
cultura para realizagcdo dos experimentos de infecgdo. Infecgbes foram

realizadas com cultura em fase estacionaria.
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3.2.4.2 ANALISE IN VITRO

Foram utilizados trés camundongos BALB/C para obtengdo de
macrofagos peritoneais. Os camundongos receberam injecdo por Vvia
intraperitoneal de 250 pg de concanavalina-A, que atua como ativador de Mg,
diluidas em 1mL de PBS 7,2. A injecao foi dada no quadrante inferior direito, com
angulo de 45°, com intuito de aumentar a estimulagdo de macrofagos. Apos trés
dias, os camundogos foram eutanaziados e receberam injecéo de 5 mL de RPMI
gelado, desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute, na cavidade peritoneal.
Foi feita a massagem abdominal e, os macrofagos foram removidos com o
auxilio de uma seringa. Os macréfagos foram centrifugados a 400 x g por 10 min
a 4°C. Estes foram ressuspendidos em meio RPMI acrescido de 10% de SFB e
1% de antibidtico, corados com azul de tripan e, contados (1x10°
macrofagos/pogo) em camara de neubauer. 1x10° de macrofagos foram
plagueados, em uma placa de 12 pogos e, incubados na estufa a 37°C com 5%
CO2 por 1h, para os macrofagos aderirem a superficie. Apos incubagao, as
placas foram lavadas 3x com PBS 1x morno. Foram entdo adicionados 500
puL/poco de RPMI com 10% de SFB e 1% de antibidtico Penicilina e
Estreptomicina e, incubadas por 1h. Apds 1h, os peptideos conjugados foram
adicionados aos pogos, com as concentragdes variando de 0-15 pg/pogo. Apos
1h, as placas foram lavadas e infectadas com 5x10° L.infantum/pogo e incubadas
por 4 horas. Passadas as 4h, as placas foram lavadas 3x com PBS 1x morno e,
adicionados 500 uL/po¢co de RPMI com 10% de SFB e, comecgou-se a contar o
tempo 0 da infecgdo. As placas foram observadas por 48h e 72h. Esse
experimento foi realizado em triplicata. Foi feito um “pool” com o sobrenadante
das triplicatas e, separados em duas partes, uma parte foi adicionado a tubos
com meio de cultura NNN com sangue de Coelho, para avaliagdo da carga
parasitaria e, a outra parte foi realizado a avaliagcéo de citocinas foi determinada
por teste ELISA utilizando kits comerciais (BD OptEIA), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

3.2.4.3 ANIMAIS
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Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c foram originalmente
obtidos da Fiocruz Parana, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério do
CPPI com agua e comida, maravalha esterilizada, e utilizados com idades de 6-
8 semanas em todos os experimentos descritos neste trabalho foram aprovados
pelo comité de ética (23075.067805/2018-01). Para realizacdo dos

experimentos, os animais foram mantidos por 60 e 90 dias.

3.2.4.4 NOMENCLATURA DOS GRUPOS

Nesse experimento foram utilizados camundongos BALB/c (N = 60),
divididos em 6 grupos de 10 animais, porém, sendo separados em caixa com 5
animais cada, e divididos em 60 e 90 dias, ou seja, 5 animais/grupo por periodo

de tempo:

Grupo 1: Sem infecgéo (N = 10).

Grupo 2: Com infec¢ao por Leishmania infantum (N = 10).

Grupo 3: Imunizados com BSA + adjuvante (N = 10).

Grupo 4: Imunizados com PepLi-379 + BSA + adjuvante (N = 10).
Grupo 5: Imunizados com PepLi-409 + BSA + adjuvante (N = 10).
Grupo 6: Imunizados com Mix (PepLi-379+ PepLi-409) + BSA +
adjuvante (N = 10).

3.2.4.5 IMUNIZACAO

FIGURA 7 - METODOS ESQUEMATICOS DAS IMUNIZAGOES DOS ANIMAIS E DESAFIOS
COM L. INFANTUM

1% dose 2° dose Infecgdo na pata com 1x10¢ de L.
vacing vacina infantum

Acompanhar o crescimento les@o e
sintomas
7 dias 7 dias
— —

40 dias
20 dias
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Uma semana apos serem recebidos do biotério fornecedor (Fiocruz-PR),
0s animais foram vacinados duas vezes, com intervalor de 7 dias entre cada,
com 20 pL de cada composigao de acordo com seu grupo, por via intranasal.

Grupo 1: imunizagao: 20 uL PBS.

Grupo 2: imunizagao: 20 uL PBS.

Grupo 3: imunizagao: BSA (0,3 umol/ml + 3,25 uL de adjuvante).

Grupo 4: imunizagao: 20 yL (15 pug do PepLi379 conjugado com BSA
+ 3,25 L de adjuvante completo de Freud).

Grupo 5: imunizagao: 20 uL (15 pug do PepLi409 conjugado com BSA
+ 3,25 pL adjuvante completo de Freud).

Grupo 6: imunizagao: 20 uL (7 pg do PepLi379 + 7 ug do PepLi409

conjugados com BSA + 3,25 pL adjuvante completo de Freud).

3.2.4.6 DESAFIO COM L. INFANTUM

Sete dias apds o término da vacinagao, os animais foram infectados®
pela via subcutanea:

Grupo 1: 20 uL de PBS - coxim plantar da pata traseira direita.

Grupo 2: 1x10° L.infantum em 20 pyL de PBS — coxim plantar da pata
traseira direita*.

Grupo 3: 1x10° L.infantum em 20 pL de PBS — coxim plantar da pata
traseira direita*.

Grupo 4: 1x108 L.infantum em 20 yL de PBS — coxim plantar da pata
traseira direita®.

Grupo 5: 1x108 L.infantum em 20 uLde PBS — coxim plantar da pata
traseira direita*.

Grupo 6: 1x10° L.infantum em 20 pyL de PBS — coxim plantar da pata
traseira direita*.

*Os animais foram sedados com Isofluorano, pela via inalatéria.

3.2.4.7 ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS
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Os animais foram acompanhados semanalmente, durante 90 dias. Para
medi¢do da espessura da pata infectada, com auxilio de um paquimetro (em
mm), descontando a medida da pata ndo infectada. E, para observacdo das

caracteristicas fisicas que estes apresentavam ao longo do experimento.

3.2.4.8 COLETA DE SANGUE E DOS ORGAOS DOS ANIMAIS

Os animais foram anestesiados, por grupo, em dessecador com algodao
embebido com isofluorano. Foram colocados no suporte de isopor, e tiveram as
quatro patas fixadas no suporte. A coleta de sangue foi feita com seringa de
insulina com 0,1 mL de Citrato dissolvido em soro fisiolégico. Os sangues foram
centrifugados a 28884 x g por 10 min e separados em duas partes, plasma e
camada leucocitaria. O figado, baco e linfonodo popliteo foram retirados,
colocados em microtubo com M199 e, pesados para posterior maceragao. Foram
capturadas fotos do baco para verificar se havia diferenga no tamanho dos

mesmaos.

3.2.4.9 CARGA PARASITARIA

No experimento com L. infantum apos 60 e 90 dias, os camundongos
foram eutanasiados e a pata infectada de cada animal foi retirada, colocada em
banho no alcool 70% por um minuto e individualmente pesada. Os demais
orgaos foram colocados em microtubo nomeados, pesados, e mantidos em gelo
para serem homogeneizados.

O numero de parasitos na pata infectada, no linfonodo popliteo direito,
no baco e no figado dos animais foram determinados pela técnica de diluicao
limitante, que permite a contagem do numero de microrganismos de amostras
com concentracdes muito elevadas.

Os homogenados destes 6rgédos foram obtidos por maceragao manual
das lesdes com adicao de 1 mL de meio M199, e apds sedimentacao das
particulas mais pesadas. 10 uL foi recuperado do sobrenadante e resuspenso

em 990 pL de meio, obtendo-se assim uma pré-diluicdo de 1:100. Os macerados
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foram diluidos, em placas de cultura de 96 pocos, e as mesmas foram incubadas
a 26 °C durante 15 dias para seguir a multiplicagcdo das promastigotas. As
culturas foram observadas ao microscopio optico, e registrado a ultima diluicao

onde havia promastigotas (Técnica de diluicao limitante).

3.2.4.10 DETECGAO DE CITOCINAS PELO METODO ELISA

As concentragdes das citocinas presentes nos soros dos camundongos
foram determinadas pelo método ELISA usando kits comerciais (BD OptEIA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Foram avaliadas as citocinas IFN-y, IL-
10 e IL-4 de murinas. Os limites de detecgéo para esses testes sdo 31.3 pg/mL
para IFN-y, IL-10 e 15,72 pg/mL para IL-4.

3. 3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos resultados dos ELISAs, e reatividade cruzada, além das curvas
ROC, as sensibilidades, as especificidades, e as comparagdes entre os testes
foram analisadas pelo MedCalc, versao 18.9 (R Core Team, 2018) e GraphPad
Prism versao 5.0 para Windows e a significancia estatistica das diferengas entre
os grupos de camundongos foi determinada pelos t testes student com desvio

padrao (DP), com nivel de confianga a = 0,05%.
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4 RESULTADOS

4.1 PRODUGAO E PURIFICAGAO DA PROTEINA RECOMBINANTE LBK39

A Lbk39 foi separada em sobrenadante e pellet, onde o sobrenadante
apresentava concentragao de 8.286,52 ug/mL. Foram utilizados 250 mL da
cultura gerada para purificagéo por coluna de cromatografia HisTrap HP de 1 mL
(GE HealthCare), seguindo as instrugcbes do fabricante. Apds purificacdo e
dialise o produto foi liofilizado, a proteina foi ressuspendida em 700 ug de agua
ultrapura, e sua concentragao foi de 337,68 ug/mL, determinada pelo kit de Micro
BCA™ e armazenadas em aliquotas no -20°C.

O procedimento de purificacédo e a expressao da proteina foi confirmada
por SDS-PAGE, com a proteina recombinante apresentando massa molecular
de aproximadamente 35 kDa (FIGURA 8). A proteina recombinante Lbk39 foi
obtida na concentragéo final de 0,4 mg/mL.
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FIGURA 8 - EXPRESSAO DA LBK39 PURIFICADA POR SDS-PAGE
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LEGENDA: Coluna 1: marcador de peso molecular (10-225 kDa); Coluna 2: o extrato
bruto de L.tarentolae nao transfectada; Coluna 3: Lbk39 purificada; Coluna 4: extrato bruto de

L.tarentolae transfectada.
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4.2 PADRONIZAGAO DO METODO ELISA PARA A PROTEINA LBK39

Utilizando a padronizagao escolhida, 0,125 ug/mL de antigeno por pogo,
nao foram observadas diferengas significativas entre as diluicbes testadas de
sono. Porém, a diluicdo de 200x foi escolhida devido a menor utilizagao de soro,
e com relagado ao conjugado anti-cao IgG HRP diluido 1:7500. Esses resultados
apresentaram aumento de 34x o valor da absorbancia dos controles positivos

em comparagdo com os controles negativos.
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43 ELISA UTILIZANDO A PROTEINA LBK39 COMO ANTIGENO
DEMONSTROU ALTA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE PARA O
DIAGNOSTICO DA LVC

O teste ELISA foi avaliado quanto a sua capacidade de determinar o
nivel de anticorpos anti-Leishmania nos soros de cées infectados e nao
infectados com L. infantum, utilizando como antigeno a proteina recombinante
Lbk39. O valor de cut-off foi calculado utilizando a anélise da curva ROC.

Foi utilizada a padronizacéo descrita acima. Para determinar o cut-off da
reagao, foram utilizadas as amostras dos caes verdadeiramente negativos (73
amostras), no qual apresentaram um cut-off de absorbancia de 0,156.

ApoOs a padronizacgao, foi utilizada a otimizacdo do teste ELISA com
Lbk39 para analisar os 153 soros de caes. Para essa analise, 78 soros de LVC
eram de regido endémica, Foz do Iguacu, onde 75 foram positivos, e 03 foram
negativos para o ELISA. Desses 03 animais negativos, 2 eram do grupo dos
animais sem sinais clinicos. O resultado negativo do cao com sinais clinicos foi
positivo para o teste ELISA de extrato bruto de Leishmania e Tr-DPP. Todos os
soros negativos, de cées provenientes do UCZ de Araucaria, regidao nao-
endémica, apresentaram resultados negativos para Lbk39.

A analise da curva ROC da distribuicao de absorbancia contra o antigeno
Lbk39 foi dividida em diferentes grupos (todos positivos do ensaio, todavia,
continham cades com sinais clinicos e caes sem sinais clinicos), como mostrado
na FIGURA 9. A diferenga de resultados nas amostras caninas foi significativa
entre esses grupos (P<0,001). O grupo positivo (78 amostras) (FIGURA 9A)
apresentou alto valor de acuracia (AUC 0,998), similar aos animais sem sinais
clinicos (0,998) (FIGURA 9B), enquanto os animais com sinais clinicos
apresentaram maior acuracia (0,999) (FIGURA 9C).
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FIGURA 9 - COMPARAGAO DA REATIVIDADE DO ELISA DE SORO CANINO CONTRA
PROTEINA RECOMBINANTE LBK39.

a) Todos os positivos b) Positivos sem sinais clinicos  c) Positivos com sinais clinicos
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LEGENDA: A) Reatividade de todos os positivos. B) Reatividade dos positivos sem sinais
clinicos. C) Reatividade dos positivos com sinais clinicos. AUC: acuracia
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4.4 COMPARACAO DA SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E ACURACIA
ENTRE OS GRUPOS

Foram avaliados um conjunto de 56 amostras de caes que apresentaram
cultura positiva. A TABELA 6 mostra os resultados da sensibilidade e
especificidade para Lbk39 dos soros de cées divididos em grupos de com e sem
sinais clinicos. A proteina recombinante Lbk39 apresentou alta sensibilidade e
especificidade para esses grupos.

Analisando a curva ROC para Lbk39 contra os animais de cultura
positiva, foi confirmado que o teste apresenta diferenca significativa (P<0,001)
(Figura 10A, B, C). O grupo que possui todos os animais positivos apresentam
acuracia de 0,999, assim como os animais com sinais clinicos, enquanto o grupo
sem sinais clinicos apresentou menor acuracia (0,997).

A comparacao da distribuicdo de absorbancia do teste ELISA para a
proteina Lbk39 nos diferentes grupos (negativos, positivos com e sem sinais
clinicos) foi mostrada na FIGURA 10D. A distribuicdo dos grupos com cultura
positiva foram apresentados na FIGURA 8E. Todos os grupos e subgrupos de
animais positivos apresentaram diferenga significativa em comparagdo com o
controle negativo. Quando a analise foi confinada apenas aos animais com

cultura positiva, como esperado, tiveram maior distingao.

TABELA 6 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO TESTE PARA AS 56 AMOSTRAS DE
CAES COM CULTURA POSITIVA, DE ACORDO COM A CLASSIFICACAO CLINICA (COM OU
SEM SINAIS CLINICOS)

Cultura Positiva Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Lbk39 Estimado Cl min Clmax Estimado  Clmin Cl max
Com sinais clinicos 100 90,3 100 98,7 92,8 100
Sem sinais clinicos 100 80,5 100 96 88,8 99,2

Cl: intervalo de confianga
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FIGURA 10 - COMPARAGAO DA REATIVIDADE DO ELISA DE SORO CANINO CONTRA A
LBK39 EM SOROS COM CULTURA POSITIVA E, DA DISTRIBUICAO DAS ABSORBANCIAS
NOS DIFERENTES GRUPOS

a) Todos os positivos

b) Positivos sem sinais clinicos

c) Positivos com sinais clinicos
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LEGENDA: A) Reatividade de todos os positivos. B) Reatividade dos positivos sem sinais
clinicos. C) Reatividade dos positivos com sinais clinicos. D) Analise de todas aas amostras. E)
Andlise de todos os conjuntos de ELISA positivos que apresentaram cultura positiva. Os
simbolos representam os animais que apresentaram absorbancia isolada dos demais, aonde
cada um corresponde ao resultado obtido com soro individual. AUC: acuracia
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4.5 COMPARACAO DOS RESULTADOS DO TESTE SOROLOGICO USANDO
A PROTEINA LBK39, TR-DPP, CULTURA E ELISA EXTRATO BRUTO

Para comparar o desempenho da Lbk39 com os outros testes
parasitologicos e clinicos utilizados como diagnostico de leishmaniose, o teste
aqui padronizado foi comparado com o teste ELISA utilizando extrato bruto de
L.infantum, o teste de fluxo lateral Tr-Dpp e cultura. Para essa comparacgao,
utilizamos todos os soros positivos e negativos dos animais listados na TABELA
3. Essa avaliacao mostrou que a proteina recombinante Lbk39 apresentou os
melhores resultados quando comparada com todos o0s outros testes, para os
parametros de sensibilidade (TABELA 7). Para o paradmetro especificidade a
Lbk39 obteve 96,1% e o teste Tr-DPP apresentou 97,2%. A cultura apresentou
alta especificidade, como ja era esperado, porém, baixa sensibilidade (77%). Os
caes com LVC séao primeiro identificados por sinais clinicos e, em seguida, o
teste Tr-DPP ¢é aplicado, as vezes esse € o unico teste realizado. Portanto, o
grupo positivo foi dividido em caes com sinais clinicos e caes sem sinais clinicos,
e foi avaliado a sensibilidade e especificidade de Lbk39 em comparagdo com o
ensaio Tr-DPP (TABELA 8). Quando analisados os grupos individuais, o grupo
de cades com sinais clinicos apresentou sensibilidade e especificidade
semelhantes e altas para ambos os testes, sendo o Tr-DPP um pouco mais
especifico. No entanto, em cades sem sinais clinicos, o teste ELISA com a

proteina Lbk39 foi significativamente mais sensivel.

TABELA 7 - COMPARAGCAO ENTRE O ANTIGENO LBK39 E OUTROS METODOS (TR-DPP,
ELISA E CULTURA EM MEIO ARTIFICIAL), COM 78 AMOSTRAS DE CAES POSITIVAS E 75
CONTROLES NEGATIVOS

Testes Sensibilidade (%) Especificidade (%)

Estimado  CI min Clmax Estimado Clmin Cl max

Antigeno Lbk39- ELISA 100 95,3 100 96,1 89 99,2
Tr-DPP 93,8 90 96,3 97,2 95,7 98,2
ELISA de extrato bruto 98,1 95,5 99,2 86,9 84,5 89

Cultura 77 69,8 82,9 100 - -
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TABELA 8 - COMPARACAO ENTRE O ANTIGENO LBK39 E O TR-DPP PARA AS 78
AMOSTRAS UTILIZADAS COMO CONTROLE POSITIVO, DE ACORDO COM A
CLASSIFICACAO (COM OU SEM SINAIS CLINICOS)

Teste Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Estimado CImin Clmax Estimado Cl min Cl max
ELISA Lbk39
Com sinais clinicos 98 89,6 100 98,7 92,9 100
Sem Sinais clinicos 100 86,3 100 96,1 88,9 99,2
Tr-DPP
Com sinais clinicos 98 90 100 100 95 100

Sem Sinais clinicos 88 70 98 100 95 100
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4.6 TESTE DE REAGAO CRUZADA PARA LBK39

Para verificar o potencial de reacao-cruzada com outro parasito
intracelular, avaliamos o ELISA com Lbk39 contra amostras de soro de caes

positivos para T. gondii (FIGURA 11). Observamos que a Lbk39 nao apresenta
reagao-cruzada com T. gondii.

FIGURA 11 - ANALISE DE REAGCAO-CRUZADA COM LBK39 CONTRA TOXOPLASMA
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4.7 PEPTIDEOS: IMUNODETECCAO, IDENTIFICACAO DE EPITOPO,
ANALISE IN SILICO E SINTESE QUIMICA

Os peptideos gerados foram submetidos ao ensaio de imunodeteccao
com pool de amostras de soros humanos, obtidos de 5 humanos infectados com
L. infatum e 5 humanos ndo infectados. Os soros de humanos ndo infectados
nao apresentaram reatividade comparados com os soros de humanos
infectados. Igualmente foram testados os soros de caes com T. gondii para
verificar reatividade cruzada.

Como resultado 15 peptideos foram imunodetectados, e analisados in
silico nos programas ABCpred e |IEDB (dados nado apresentados por
apresentarem resultados individuais de cada aminoacido, foi optado por mostrar
apenas o resultado do ABCpred). Na avaliacdo pelo software ABCpred
obtivemos o score que variou de 0,89 a 0,91 ver TABELA 9, e foi optado por
escolher o peptideo que teve o maior score, sendo representado pelo peptideo
409, e o segundo melhor, que apresentou uma maior parte da sequéncia que o
programa apresenta como melhor antigenicidade, peptideo 379. O peptideo 335
nao foi escolhido por apresentar baixa solubilidade em agua. Com base nos
valores de score, e das caracteristicas apresentadas pelo software IEDB, os 2
peptideos quimicamente soluveis foram sintetizados usando a quimica 9-florenil-
metoxi-carbonil (Fmoc) no sintetizador automatizado. Apoés sintetizados, os
peptideos foram conjugados com BSA, para uso como antigenos em testes
ELISA.

FIGURA 12 - SEQUENCIA PROTEINA RECOMBINANTE LBK39

MKPMAGNRQSPAGGESLANTKRQATYFQFDHVFWSYV
ETPDACGARPATQADVFRTIGHPLVQHAFDGFNSCLFA
YGQTGSGKTYTMMGADVKTLGGEGSGVTPRICLEIFE
RKASVEAEGHSRWSVELGYVEVYNERYVSD GRS

VHVDVREHPNRGVFLEGQRVVEVGCLDDVYV
RLIELGNGVRHTAATKMNER SSRESHEIIEEEREE R ™V
TTTSGETIRTAGKNSRMNLVDLAGSERVAQSQVEGQQ
FKEATHINLSLTTLGASTCSRMAKKGARAQYTVAPFRD
SKLTFILRDSLGGNSKTFMIATVSPSALNYEETLSTLRY
ASRARDIVNVAQVNEDERARRIREEEEE VM ADMRKAMA
GGDPAYVSELKEKLTLLESEAQKRAADLQALEREREHN
QVQERLLRATEAEKSELEARAAALQKEMTATRRQADE
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LEGENDA: Em vermelho sao as sequéncias ou parte das sequéncias que foram positivas na
membrana por spot sintese (e repeticbes destas ao longo da sequéncia da proteina). Marcadas
com quadrado azul, os peptideos escolhidos para sintetizar e em negrito as repeticdes das

regides antigénicas dos peptideos a serem sintetizados



104

TABELA 9 - PEPTIDEOS REATIVOS NA IMUNODETECGAO E ANALISE IN SILICO

Linha Coluna Numero PM Sequéncial/parte positiva Sequéncia da predicdo Score
no SPOT ABCpred

8 (H11) 11 221 1586,2 LLGKRKKGAKDGGEE KKGAKDGGEEVHVD 0,8
8 (H23) 23 233 1773,3 KMNERSSRSHAIIML - -
8 (H24) 24 234 1755,3 SSRSHAIIMLLLREE - -

9 (123) 23 263 19111 NEDPRARRIRELEEQ RARRIRELEEQMAD 0,89
11 (K5) 5 305 1828 NDREQLSNDLQRIQV - -
12 (L5) 5 335 1501,9 SQLGATAAAKTLLEQ LASQLGATAAAKTL 0,9
13 (M19) 19 379 1741,2 ERLQDAKKRAAELGR EERLQDAKKRAAEL* 0,89
13 (M20) 20 380 1600,1 AKKRAAELGRQLAST EERLQDAKKRAAEL 0,89
13 (M21) 21 381 1545 AELGRQLASTATAKK EERLQDAKKRAAEL 0,89
14 (N19) 19 409 1745 TTANLEERLRGAEER LLEQERDSTTANLE** 0,91
19 (S11) 11 551 1757,3 MRDAKKRAAELARQL EERLQDAKKRAAEL 0,89
19 (S12) 12 552 1557 KRAAELARQLASTAA EERLQDAKKRAAEL 0,89
20 (T12) 12 582 1713,2 RLRDAKKRAAELASQ EERLQDAKKRAAEL 0,89
20 (T13) 13 583 1545 KKRAAELASQLASTA EERLQDAKKRAAEL 0,89

* Aparece 6x na sequéncia da proteina recombinante

** Aparece 23x na sequéncia da proteina recombinante
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4.8 PADRONIZACAO DO METODO ELISA USANDO OS PEPTIDEOS COMO
ANTIGENOS

Os peptideos sintetizados foram ressuspendidos em agua ultrapura, e
avaliada sua concentragdo por kit de Micro BCA™, no qual apresentaram
concentracao de 4.039,3 ug/mL para o peptideo 379, e 4.783,3 pg/mL para o
peptideo 409. Os peptideos foram nomeados como PepLi379 e PepLi409.

Apos sintetizados, os peptideos foram conjugados ao BSA. Para
utilizagcdo dos peptideos como antigenos no diagnostico de Leishmaniose, foi
necessario, primeiramente, realizar a padronizagao do método conforme descrito
previamente. Para realizacdo da padronizacdao do ELISA de caes, foram
utilizados pools de soros de cinco cées positivos e cinco caes negativos, ja para
a padronizagdo do ELISA de humanos, utilizamos pools de soro de cinco
pacientes infectados e nao infectados. As padronizagdes escolhidas como
padrao, tanto para humanos quanto para caes, foram determinadas a partir dos
resultados que apresentaram maior diferenga entre os controles positivos e
negativos.

Foi escolhida como padrao tanto para humanos quanto para caes, a
utilizagao de 0,031 pg de proteina por pogo, soro diluido 1:200, conjugado diluido
1:7500, e bloqueio com caseina 2%, ao invés de BSA 4%, pois ao analisar os
resultados, foi optado por seguir com o padrao utilizado no laboratério. Esses
apresentaram o aumento de 10,6x para o peptideo PepLi379, e 8,3x para o
PepLi409. O valor da absorbancia dos caes controles positivos em comparagao
com os controles negativos.

Em relacdo ao teste ELISA humanos, os peptideos apresentaram
aumento de 10,6x para o PepLi379, e 8,3x para o PepLi409 para humanos.
Como controle da reacdo do teste ELISA, foi utilizado como antigeno a Lbk39,
com concentragao de antigeno de 0,125 pg de proteina por pogo, com diluicao
de soro 1:200, e conjugado 1:7500, que s&o as concentragdes e diluicdes

padronizadas no presente estudo.
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4.9 USO DO PEPLI379 PARA SORODIAGNOSTICO POR ELISA DE LVC

O peptideo PepLi379 foi testado como antigeno do teste ELISA para
LVC, utilizando 40 amostras de soros de LVC, e controles negativos. A partir da
padronizagao, foram utilizados como padrdo, 0,031 de concentragdo de
antigeno, 1:200 de diluicdo de soro e, 1:7500 de diluicdo de conjugado. O valor
de cut-off, e a curva ROC foram obtidas pelo MedCalc 2.0 (FIGURA 13).

A Curva ROC foi aplicada utilizando os controles positivos e negativos
das amostras, no qual, gerou o valor de sensibilidade, especificidade, AUC e
indice de Youden J (TABELA 10). O indice foi sugerido por Youden (1950) como
forma de resumir o desempenho de um teste diagndstico. Seu valor varia de 0 a
1, onde valor zero € quando um teste diagnostico da a mesma proporcao de
resultados positivos para grupos com e sem a doenga, ou seja, o teste n&o é util.
Ja o valor de 1 indica que nao ha falsos positivos ou falsos negativos, ou seja, o
teste € indicado para uso. O valor de index Youden J (0,950), e ACU (0,992)
foram quase 1, o que indica que no utilizando o PepLi379 como antigeno, no

ELISA, ndo apresentou falso positivo ou falso negativo.

FIGURA 13 - CURVA ROC PepLi379
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TABELA 10 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO TESTE PARA AS 40 AMOSTRAS,
POSITIVAS E NEGATIVAS, DE CAES
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Sensibilidade 95% CI Especificade 95% ClI AUC YoudenlJ

95,0% 86,8 - 99,9% 100,0% 91,2-100,0% 0,992 0,950
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4.10 TESTE DE REATIVIDADE CRUZADA DO PepLi379 COM T.GONDII

Como o peptideo PepLi379 foi testado como antigeno do teste ELISA
para LVC, testamos se esse ndo apresentava reagcao cruzada com outro parasite
intracelular. PepLi379 foi testado com 22 amostras de soros de Toxoplasma
gondii e, comparados com os controles positivos e negativos de LVC. Podemos
observar que PepLi379 ndo apresentou reagao cruzada com T. gondii (FIGURA
14).

FIGURA 14 - ANALISE DA REATIVIDADE CRUZADA DO PepLi379
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4.11 USO DO PEPLI379 PARA SORODIAGNOSTICO DE LVH E LCH

O PepLi379 foi testado como antigeno no teste ELISA para leishmaniose
humana, tanto a visceral (LVH) quanto a cutanea (LCH). Para a LVH, foram
utilizados 24 soros, positivos e 24 negativos. Ja para a LCH foram utilizados 7
soros positivos, e 24 soros negativos. A FIGURA 15A, B apresenta a curva ROC
para LCH e LVH, respectivamente. Estas foram obtidas pelo software MedCalc
2.0. O valor da sensibilidade, especificidade, AUC, e indice de Youden J estao
apresentados na TABELA 11. A FIGURA 15C, D apresentam a distribuicdo da
absorbancia. Os dados mostram que o PepLi379 que apesar de ter alta
especificidade, apresenta baixa sensibilidade e Youden J, no qual conclui-se que

o PepLi379 ndo deva ser usado para diagnostico de Leishmaniose humana.
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FIGURA 15 - DISTRIBUIGAO DA ABSORBANCIA E CURVA ROC DO PEPLI379 PARA
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TABELA 11 - SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, AUC E YOUDEN J DO TESTE PARA
LEISHMANIOSE HUMANA

Sensibilidade 95% CI Especificidade 95% CI AUC YoudenJ
PeplLi379- 42,9% 86,8-99,9% 91,67% 91,2 - 0,658 0,345
LHC 100,0%
PepLi379- 41,7% 22,1- 63,4% 95,8% 78,9 - 0,645 0,375

LVH 99,9%
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4.12 USO DO PEPLI409 COMO ANTIGENO PARA SORODIAGNOSTICO DE
LvVC

O peptideo PepLi409 foi testado como antigeno do teste ELISA para
LVC, utilizando 40 amostras de soros de LVC, e controles negativos. A partir da
padronizacao, foram utilizados como padrdo, 0,031 de concentragdo de
antigeno, 1:200 de diluicdo de soro e, 1:7500 de diluigdo de conjugado. O valor
de cut-off, e a curva ROC foram obtidas pelo MedCalc 2.0 (FIGURA 16). A curva
ROC foi aplicada utilizando os controles positivos e negativos das amostras, no
qual, gerou o valor de sensibilidade, especificidade, AUC e index Youden J
(TABELA 12). O valor de indice de Youden J (0,828), e ACU (0,968) foram quase
1, o que indica que no utilizando o PepLi409 como antigeno, no ELISA, néo

apresentou falso positivo ou falso negativo.
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FIGURA 16 - CURVA ROC PEPLI409
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TABELA 12 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO TESTE PARA AS 40 AMOSTRAS,
POSITIVAS E NEGATIVAS, DE CAES

Sensibilidade 95% CI Especificade 95% CI AUC  YoudenJ

87,8% 83,1 -99,4% 95,0% 76,3 - 97,2% 0,968 0,828




114

4.13 TESTE DE REATIVIDADE CRUZADA DO PEPLI409 COM T. GONDII

Como o peptideo PepLi409 foi testado como antigeno do teste ELISA
para LVC, foi testado se esse ndo apresentava reagdo cruzada T. gondii.
PepLi409 foi testado com as 22 amostras de soros de T. gondii e, comparados
com os controles positivos e negativos de LVC. Pode-se observar que PepLi409

n&o apresentou reagdo cruzada com T.gondii (FIGURA 17).

FIGURA 17 - ANALISE DA REATIVIDADE CRUZADA DO PEPLI409
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4.14 USO DO PEPLI409 PARA SORODIAGNOSTICO DE LVH E LCH

O PepLi409 foi testado como antigeno do ELISA para leishmaniose
humana, tanto a visceral quanto a cutanea. Para a LVH, foram utilizados 24
soros, positivos e negativos. Ja para a LCH foram utilizados 46 soros positivos,
e 24 soros negativos. A FIGURA 18 A, B apresenta a curva ROC e, FIGURA
14C, D apresenta a distribuigdo da absorbancia, para LVH e LCH,
respectivamente. O valor da sensibilidade, especificidade, AUC, e indice de
Youden J estdo apresentados na TABELA 13. Os dados mostram que o
PepLi409 apresentou alto valor de especificidade, sensibilidade, e Youden J,
para ambas as leishmanioses, 0 que mostra que esse peptideo praticamente
nao apresentou falso positivo ou falso negativo, concluindo ser um bom antigeno

para uso em diagnostico de Leishmanioses humana.

FIGURA 18 - DISTRIBUIGAO DA ABSORBANCIA E CURVA ROC DO PEPLI409 PARA
LEISHMANIOSE HUMANA
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TABELA 13 - SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, AUC E YOUDEN J DO TESTE PARA
LEISHMANIOSE HUMANA

Sensibilidade 95% CI Especificidade 95% CI AUC  YoudenJ

PepLi409- 93,5% 82,1- 87,5% 67,6 - 0,941 0,810
LCH 98,6% 97,3%
PepLi409- 83,3% 62,6 - 100,0% 85,8 - 0,918 0,833

LVH 95,3% 100,0%
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4.15 AVALIAGCAO DA ATIVAGAO DA IMUNIDADE /N VITRO DOS PEPTIDEOS

Para avaliar se os peptideos anteriormente estudados (PepLi409 e PSLi
379) geravam resposta imunoldgica, e sua capacidade para aplicagdo em
protocolos vacinais contra leishmaniose, foi testado o uso destes in vitro. Os Mg
peritoneais de camundongos foram plaqueados na concentragdo de 1x10°
macrofagos/pogo. Apos 1 h, esses Mg receberam diferentes concentragdes, que
variavam de 0-15 ug/pogo, como descrito na TABELA 14. Uma hora apos os
peptideos serem plaqueado, os Mg foram infectados com 5x10° L.
infantum/poco, e incubados por 4 horas, para comecar a marcar o tempo zero.
Como controle foi utilizado pogco com a Lbk39, e poco com macréfago sem
infeccdo. O pool dos sobrenadantes foram colocados em cultura e, as leituras
foram feitas em 48 e 72 hrs (FIGURA 19). O numero de Leishmania total foi

contada em camara de Neubauer.

TABELA 14 - COMBINACAO DAS CONCENTRACOES DOS PEPTIDEOS

PepLi 379 uyg/poco PepLi 409 pg/pogco Nome

75 7,5 (1:1)
15 0 (1:0)
0 15 (0:1)

11,3 3,7 (3:1)

3,7 11,3 (1:3)
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FIGURA 19 - CULTURA DE M@, PEPTIDEOS E L. INFANTUM
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LEGENDA: Oapresenta as culturas que secaram e nao foram possiveis de realizar
contagem. Os Mg foram corados em 48 e 72 horas com May-Grunwald e Giemsa. O
sobrenadante colocado em cultura foi contado no Microscépio 6ptico, OLYMPUS BX41, no
aumento de 40x. As fotos foram retiradas no Microscépio 6ptico OLYMPUS BX51, no aumento
de 100x. N=1, pool da triplicata de 1 experimento.
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4.16 AVALIACAO DA PRODUGAO DE CITOCINAS PRODUZIDAS POR Mg
ESTIMULADOS POR PEPTIDEOS E INFECTADOS POR L. INFANTUM

O sobrenadante da cultura de Mg de 48 h foi utilizado para fazer
dosagem de citocinas, IFN-y e IL-10, de acordo com o descrito no item 3.2.4.10.
Foi observado que todas as combinag¢des das concentragdes dos peptideos,
exceto a 0:1, houve uma tendéncia da diminuicdo na produgao de IFN-y, fato
nao observado com a producdo de IL-10. O que mostra que os peptideos
apresentam uma resposta imunolégica, e podem ser usados como antigenos

vacinais.

FIGURA 20 - ANALISE DA CONCENTRAGAO DAS CITOCINAS, IFN-y E IL-10, PRESENTE
NOS SOBRENADANTES DAS CULTURAS DE M@
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LEGENDA: As concentragdes das citocinas IFN-y (a), e IL-10 (b) foram determinados pelo
método ELISA, usando kits comerciais BD, de acordo com as instrugdes do fabricante.
Expresso em pg/mL. N=1, pool da triplicata de 1 experimento.
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4.17 AVALIACAO DO POTENCIAL DOS PEPTIDEOS COMO ANTIGENO PARA
USO VACINAL

Os peptideos conjugados com BSA foram usados como antigenos
vacinais, acrescidos com adjuvante completo de Freud. Foram utilizados 60
camundongos BALB/c, divididos em 6 grupos, com 10 animais cada
(Metodologia 3.2.4.4). Nao houve diferenca significativa no crescimento da lesdo
(FIGURA 21). Os animais do grupo controle sem infec¢cdo estavam brigando
muito, e com isso, foram separados ao decorrer da experimentacao, o que pode

ter levado ao aumento da pata em comparagao com os demais grupos.
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FIGURA 21 - DESENVOLVIMENTO DA LESAO NA PATA
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LEGENDA: Cada grupo é representado por N = 5; Resultados representativo de 1 experimento.
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4.18 ANALISE DA CARGA PARASITARIA DOS GRUPOS VACINADOS

Para avaliar a eficacia da vacinagao, os animais foram imunizados pela
via intranasal com as composigodes ja ditas, duas vezes, 14 dias antes do desafio.
O desafiado foi feito com 1x108 de L. infantum, 60 e 90 dias pos desafio, 30
animais foram eutanasiados (a cada periodo), com bago, figado, pata, linfonodo
popliteo, medula déssea, sangue e macrofagos retirados. Os numeros de
parasitos por mg dos 6rgaos foram determinados pela técnica de diluicao
limitante e pesagem do baco, figado e linfonodo. As combinagbes das
vacinagdes apresentaram carga parasitaria menor que o controle infectado apés
90 dias, mostrando uma eficacia protetora em comparagao com a vacinagao em
60 dias (FIGURA 22A). No linfonodo popliteo, a vacina composta por adjuvante
e BSA e do peptideo 379 apresentaram carga parasitaria significantemente
maior que o controle infectado, porém, quando observados pos 90 dias, houve
reducao significativa na carga parasitaria dos animais vacinados em comparagao
com o controle, mostrando eficacia vacinal de todos os conjuntos de vacinas
apos 90 dias de infecgao (FIGURA 22B).

Na FIGURA 22C, observa-se, através das analises estatisticas, que
houve diferenga significativa de (P<0,05) da carga parasitaria no figado nos
animais vacinados com o peptideo 379 e adjuvante nos 60, e 90 dias apos
desafio, e redugao na carga parasitaria no figado foi realizada com a vacinagao
do adjuvante com BSA e do composto MIX. Esses resultados mostram que a
vacinagao do composto MIX seria o ideal para composi¢cédo da vacina, pois reduz

a carga parasitaria nos 6rgaos 90 dias apods o desafio com L.infantum.
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FIGURA 22 - AVALIAGAO DA CARGA PARASITARIA POS VACINAGAO NA INFECGAO POR
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LEGENDA: O teste utilizado foi o t- test; (*) P <0.05; (**) P <0.01; (***) P <0.001; N = 5;

Resultados representativo de 1 experimento.
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4.19 ANALISE DO PERFIL DAS CITOCINAS DOS GRUPOS VACINADOS

Apoés avaliar o efeito da vacinagao na carga parasitaria, foi avaliado o
perfil das citocinas encontradas no plasma sanguineo dos camundongos. As
concentragdes das citocinas presentes no plasma foram determinadas pelo
método ELISA. Pode-se observar que o grupo que recebeu a vacinagdo com o
MIX dos peptideos teve tendéncia de aumento da produgéo de IFN-y em 60 e 90
dias. Os animais que receberam o peptideo 379 com adjuvante, em 90 dias,
houve diminui¢do da produgéo de IFN-y. Os demais grupos apresentaram maior
producéao de citocina quando comparado com os animais do grupo controle, tanto
infectados quanto sem infeccao (FIGURA 23A). A producgao de IL-10 se manteve
semelhante em todos os grupos, tanto 60 quanto 90 dias apds o desafio
(FIGURA 23B). A TABELA 15 mostra o raio de producao de IFN-y por IL-10 em
pg/mL. O que pode estar relacionado com uma inflamacdo mediada por IFN-y

eficiente, ja que a produgao de IL-10 foi menor.
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FIGURA 23 - ANALISE DA CONCENTRACOES DE CITOCINAS IFN-T E IL-10 PRESENTESNO
PLASMA DOS ANIMAIS VACINADOS
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LEGENDA: O teste foi realizado com o pool do plasma de 5 camundongos. Resultados
representativo de 1 experimento.



TABELA 15 - RAZAO DE PRODUGAO DE IFN-I/IL-10

126

60 dias
Grupos PBS s/ PBS c/ Adju + 379 + 409 + Mix
P infecgdo infecgdo BSA Adjuv Adjuv
[IFN-y/ 3,27 1,82 3,69 5,39 5,95 7,57
IL-10]
90 dias
Grupos PBS s/ PBS c/ Adju + 379 + 409 + Mix
P infecgdo infecgdo BSA Adjuv Adjuv
[IFN-y/ 1,71 3,07 2,26 1,28 1,93 24,49

IL-10]
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5 DISCUSSAO

Ao longo dos anos, estudos tém mostrado que os melhores antigenos
para diagnostico ou vacinas sdo compostos de regides repetidas, no qual estdo
presentes em varios organismos e séo caracterizados pela presenga de dois ou
mais copias de sequéncias de aminoacidos. Isto ocorre pelo fato das sequéncias
estimularem as células B, ligando-se a esses antigenos repetitivos,
independentes de estimulacao de linfocitos T (ROSATI et al., 2003; GOTO et al.,
2008, 2010; VALIENTE-GABIOUD et al., 2011). Assim, proteinas que
apresentam essas caracteristicas sado fortes candidatos para serem utilizados
em teste diagnostico e alvos vacinais.

Apesar dos diversos estudos para encontrar novos métodos
diagndsticos, métodos com diagnéstico eficiente para LVC ainda nao é
acessivel. E crucial métodos diagndsticos que sejam de facil manipulacao,
baratos, e precisos, para o controle da doenca. Com isso, as identificacbes de
novos antigenos sao necessarias. No presente trabalho, novos antigenos para
diagndstico/vacinagéo de leishmaniose foram feitos utilizando ferramentas de
bioinformatica, ABCpred e IEDB, e diversos testes utilizando imunoensaios. O
ABCpred utiliza o método de machine learning para selegao. A sequéncia de
Lbk39 é baseada em L. braziliensis, no qual exibe 59% de aminoacidos idénticos
ao gene rK39 da L. infantum, o qual geralmente é utilizado em sorodiagndsticos
de LV (de SOUZA et al., 2019). Com isso, utilizando a sequéncia da Lbk39 em
spot sintese na membrana (FIGURA 12), 15 peptideos foram reativos com
multiplos testes com amostras de soros. Apds isso, estes foram avaliados in
silico, e apenas dois foram sintetizados utilizando a técnica de Fmoc. Esses
peptideos mostraram boa reatividade como antigenos e foram capazes de
reconhecer anticorpos especificos no ELISA. O PepLi379 e PepLi409
apresentaram score de 0,89 e 0,91, respectivamente (TABELA 8).

Dantas-Torres et al. (2006) mostraram que estudos conduzidos no
nordeste do Brasil reportou que 85,3% de caes soropositivos sado considerados
infectados subclinicamente. Porém, essa prevaléncia pode ser menor, desde
que os animais passem soO por exames fisicos, sem avaliagéo clinicopatoldgica,

incluindo analises bioquimicas hematoldgicas e séricas, e exame de urina, e
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caes que apresentam apenas um sinal clinico seja categorizado como infectados
subclinicamente. Caes com infec¢ao subclinica ou saudaveis sao classificados
como sem sinais clinicos em exame fisico e nao apresentam anormalidades
clinicopatolégicas nos testes, mas tem infecgdo por L. infantum confirmada
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009; 2011). Estudos mostraram que ha uma baixa
percentagem de cdes com infecgao subclinicas, como no sudeste do Brasil, onde
de 1,408 caes avaliados por IFAT e ELISA, a soroprevaléncia foi de 3,6% (51
caes), e 45% dos caes apresentam infecgéo subclinicas. Em Belo Horizonte, de
1,443 caes, 230 (15,9%) dos animais foram positivos para ELISA, enquanto 356
(24,7%) foram positivos para PCR, o que mostrou que a detecgéo foi melhor nos
testes de PCR. Apenas 60 (16,8%) de céaes positivos para PCR foram
soropositivos (COURA-VITAL et al., 2011). Apesar da sensibilidade do PCR para
identificacdo da infecgdo por Leishmania, essa técnica ainda apresenta alto
custo, o que néo faz ser viavel o uso de tal (GOMES et al., 2007).

Diagnostico preciso de LVC €& importante por interromper o ciclo de vida
do parasito e prevenir a dispersao da doenga em areas endémicas (FRAGA et
al., 2014; SINGH et al., 2015). A proteina recombinante tem sido validada aqui
para uso em diagnostico de LVC (PEREIRA et al., 2020). A produgao do antigeno
nao foi realizada em E. coli, mas sim em L. tarentolae. Como o antigeno
recombinante € derivado de espécies de Leishmania, 0 uso desse sistema
maximiza a probabilidade de sucesso da expressao. A proteina antigénica
produzida por expressao heterdloga de epitopos de Leishmania especificos em
sistema procariotico, tais como E. coli, € barato para a cultura e permite rapido
processamento da proteina recombinante alvo. Entretanto, esse sistema
apresenta desvantagens, como atividade eucaridtica pos-translacional, podendo
aumentar os niveis de proteinas desdobradas, resultando na reducdo da
eficacia. Aléem do fato que a temperatura ideal de cultivo para a E.coli pode
reduzir a produgédo de proteinas recombinantes e aumentar a degradacao da
proteina (KHOW; SUNTRARACHUN, 2012). L. tarentolae, que € uma espéecie
nao patogénica ao homem, tem sido explorada como hospedeiro eucariético
geral com o objetivo de desenvolver plataforma que permita altos niveis de
expressao das proteinas do complexo eucariético e tenha habilidade de produzir

proteinas com processamento pos-translacional apropriado (BASILE; PETICCA,



129

2009). Esse tipo de hospedeiro é facilmente manipulado, e possui meios baratos
de cultivo, com duplicagao dentro de 6-8 horas. A Lbk39, em estudos recentes
do nosso grupo, apresentou resultados excelentes para LC e LHV (de SOUZA
et al., 2019).

No presente trabalho, utilizamos a proteina recombinante Lbk39 e seus
peptideos, PepLi379 e PepLi409, como antigenos no teste ELISA. O teste ELISA
foi escolhido por ser usado para fazer o screening de doengas em laboratorios,
sendo geralmente mais confiavel e sensivel que outros testes laboratoriais
(SRIVIDYA et al., 2012; ABASS et al., 2015). A Lbk39 mostrou sensibilidade de
100% (TABELA 6, FIGURA 10) quando comparada com testes de TR-DPP
(93,8%) (TABELA 7), ELISA utilizando o extrato bruto de Leishmania (98,1%) ou
o cultivo (77%) (TABELA 7). Os peptideos, PepLi379 e PepLi409, apresentaram
95% (FIGURA 13, TABELA 10) e 87,8% (FIGURA 16, TABELA 12) de
sensibilidade, respectivamente. A especificidade da Lbk39 foi similar ao do TR-
DPP (96,1% e 97,2%, respectivamente), e melhor que do extrato bruto, que foi
de 86,9%. Ja o peptideo PepLi379 apresentou 100% (TABELA 10), e o
PepLi409, 95% (TABELA 12) de especificidade. Esses resultados mostram que
a Lbk39, tém alta probabilidade de resultados positivos na presenca da doenca,
e possuem menor probabilidade de resultados falsos negativos na auséncia da
doenca comparada com os outros testes. Ja os seus peptideos apresentaram
menor sensibilidade quando comparados com a proteina recombinante e os
demais testes, porém, o PepLi379 apresentou maior especificidade em
comparacao a Lbk39, TrR-DPP e extrato bruto, mostrando ter a menor
probabilidade de falsos negativos na auséncia da doenca.

Para aumentar a especificidade e minimizar a probabilidade de falsos
positivos, nos utilizamos o cut-off baseado no desvio padrao dos resultados
negativos de cdes saudaveis, e tanto a Lbk39 quanto seus peptideos nado
produziram muitos resultados falsos negativos. Nossos resultados corroboram
com dados publicados, que mostraram que proteinas repetitivas mostraram
maior sensibilidade que quando comparada com proteinas que nao
apresentavam repeti¢des, utilizando amostras biolégicas de cées. E corroboram
com estudos que mostram que peptideos sdo bem utilizados como antigenos.

Faria et al. (2011) mostraram que os 10 peptideos que eles utilizaram como
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teste, mostraram maxima de 84,1% de sensibilidade e 80% de especificidade, o
que esta compativel com resultados de varios outros peptideos utilizados como
antigenos para diagnostico de LVC (SOTO et al., 1998; PORROZZI et al., 2007;
MAIA; CAMPINO, 2008). Vos (2000) e Laurenti (2014) mostraram diferenca na
sensibilidade entre soros de cdes e humanos. Isso pode estar relacionado com
a interacao parasito-hospedeiro em relagdo ao reconhecimento e apresentacao
dos antigenos estudados no Sl ou aos diferentes mecanismos de sobrevivéncia
que os parasitos apresentam em diferentes tipos de hospedeiros (LAURENTI et
al., 2014). Os resultados podem depender do estagio que a doenga esta no
momento no qual a amostra foi coletada (METTLER et al., 2005), e depende do
status (QUINNELL et al., 2001; REITHINGER et al., 2002), e uma importante
limitagdo no controle de LVC é a ineficiéncia que geralmente os testes
apresentam em identificar caes assintomaticos, pois os testes possuem baixa
sensibilidade (DYE; VIDOR; DEREURE, 1993). Assim, um antigeno sensivel e
especifico para a deteccdo de caes assintomaticos seria altamente desejavel
porque permitiria uma intervencao efetiva de controle da doencga. Fato que
podemos observar no presente trabalho, no qual os antigenos utilizados sao
capazes de detectar a doenga em animais sem sinais clinicos.

Ao avaliar apenas os animais que apresentaram cultura do parasito
positiva, com ou sem sinais clinicos, ndés observamos que nossa proteina
apresentou 100% de sensibilidade em ambos os grupos, e pequena variagéo na
especificidade entre os animais com sinais clinicos (98,7%) e sem sinais clinicos
(96,0%). Quando comparada com o teste TR-DPP, podemos observar que o
grupo com sinais clinicos mostrou maior sensibilidade (98,0%) que os animais
sem (88%). Porém, quando avaliado a especificidade, que no TR-DPP era de
100% nos grupos sem e com sinais clinicos, a Lbk39 apresentou especificidade
entre 96,1% e 98,7% (TABELA 8). Nossos dados corroboram com o estudo
apresentado por Grimaldi e colaboradores (2012), que mostrou que o TR-DPP
tem apresentado bons resultados na detecgdo de caes com sintomas (98%)
quando feito em area endémica, mas possui baixa detecgdo em caes que néo
possuem sintomas (47%). Laurenti et al. (2014) mostraram que o TR-DPP é
melhor na deteccdo de animais sintomaticos (92,1%) que animais

assintomaticos (89,4%). Em nosso estudo a Lbk39 apresentou acuracia de
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0,998, o peptideo PepLi379 de 0,992 e o PepLi409 de 0,968, mostrando o
potencial destes antigenos para uso em teste diagndsticos. E a vantagem de
producdo mais barata e rapida.

Nos ultimos 10 anos, diversos métodos diagnodstico tém sido utilizados
com especificidade e sensibilidade variaveis. O cPCR apresentou sensibilidade
de 89-100% em animais que apresentaram diversos sinais (LACHAUD et al.,
2002; MANNA et al., 2004; CARSON et al., 2010), porém, em animais sem
clinica, apresentou menor sensibilidade (FRANCINO et al., 2006; GAO et al.,
2015). O teste por qPCR apresentou 91% de sensibilidade comparado com
cPCR (72%), ITS-1 PCR (54%) e PCR hibrido (61%) (CARSON et al., 2010). O
teste molecular LAMP, apresentou 90,7-96,4% e 98,5-100% de sensibilidade e
especificidade, respectivamente. Porém, na China, este foi capaz de identificar
61% dos caes infectados, porém, ndo amplificou DNA de cepas em outros paises
(GAO et al., 2015). Embora alguns testes soroldgicos para leishmaniose canina
tenham alta especificidade e sensibilidade, a presenca de reacao cruzada
continua controverso. Testes que utilizam anticorpos imunoflorescentes, que é
referéncia de diagnostico de LVC em alguns paises (PALTRINIERI et al., 2016),
no qual apresenta sensibilidade e especificidade proximos de 100%, em animais
com sinais clinicos, apresentam algumas limitagdes, como reatividade cruzada
com patdégenos tripanossomatideos (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2014
PALTRINIERI et al., 2016), e possuem baixa sensibilidade em identificar animais
sem clinica quando comparados com ELISA (METTLER et al., 2005). Com isso,
concluimos que, até o presente momento, a melhor técnica utilizada para
diagnostico de LVC seria a metodologia ELISA.

Para verificar a reatividade cruzada contra os antigenos de escolha,
devem ser utilizados soros de caes infectados com outros organismos
patogénicos como T. cruzi, Babesia canis, Dirofilaria immitis e T. gondii.
Entretanto, no presente estudo foi realizado testes com os soros de caes
infectados com T. gondii. Em estudos prévios, a reatividade cruzada entre
espécies de Leishmania e de T. gondii foram testadas por ELISA e IFAT
(BOELAERT et al., 2007; FERREIRA et al., 2007) e mostrou que nado ha
reatividade cruzada. Entretanto, outros estudos mostraram que metade dos caes

(5/10; 50%) com anticorpos anti-T. gondii foram erroneamente considerados
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sorologicamente positivos para LV (TAVORA et al., 2007). Para validar um
método diagndstico, tais problemas precisam ser levados em consideragao, para
obtencéao de resultados confiaveis e precisos. O uso tanto da Lbk39, quanto de
seus peptideos PepLi379 e PepLi409, contra soro de caes infectados com T.
gondii nao mostraram reatividade cruzada, sendo essas amostras semelhante
as amostras negativas de LVC, como apresentado nas FIGURAS 11, 14, 17
respectivamente.

Estudo do nosso grupo mostrou que a utilizacdo da Lbk39 em
sorodiagnostico de LC causadas pela L. braziliensis apresentou 88% de
sensibilidade e 98% de especificidade, comparado com 98% de sensibilidade e
100% especificidade em pacientes com LV. E apresentou diferenga entre
controle negativo e positivo de 30x e 28,4x para LV e LC respectivamente (de
SOUZA et al., 2019). Ao avaliar os peptideos derivados da Lbk39, podemos
observar que o PepLi379 apresentou 41,7% de sensibilidade e 95,8% de
especificidade para LV, e 42,9% de sensibilidade e 91,67% de especificidade
para LC (TABELA 11, FIGURA 15). Ja o peptideo PepLi409 apresentou 83,3%
e 100% de sensibilidade e especificidade para LHV e 93,5% e 87,5% de
sensibilidade e especificidade para LHC (TABELA 13, FIGURA 18). A
sensibilidade e especificidade de testes para leishmaniose s&o influenciados por
diversos fatores, tais como propriedades que os antigenos apresentam, o tipo de
infeccao, a variagdo do parasito e a populagéo que este atinge. Apesar de nao
haverem estudos que mostrem que os niveis de anticorpos contra proteinas
relacionadas a L. braziliensis em pacientes com LCH e LV até o estudo do nosso
grupo ser publicado (de SOUZA et al., 2019), poucos estudos tém sido feitos
para tentar investigar a reagao destes anticorpos em pacientes com LC. Em 2011
Oliveira et al. mostrou que antigenos recombinantes possuem habilidade de
identificar pacientes infectados com L. infantum, e pacientes com LC tiveram
menor sensibilidade. No presente estudo, utilizando proteinas recombinantes ou
seus peptideos verificou se sensibilidade e especificidade pois o peptideo
PepLi409 apresentou valores significantes, e semelhantes ao apresentado pela
proteina Lbk39, e foi capaz de identificar pacientes com LC causada por L.
braziliensis, além da capacidade de detectar pacientes com LV. Esses

resultados mostram a importancia do uso deste como antigeno para detecgao
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de LH. Porém, quando observamos os valores do peptideo PepLi379,
percebemos a ndo capacidade deste em detectar, tanto LC quanto LV, nao
sendo um bom candidato para uso em deteccao de LH. Devido aos baixos titulos
de anticorpos observados em pacientes com LC quando comparado com LV,
estudos como de Menezes-Souza et al. (2015), optou por selecionar apenas
proteinas presente no agente causador, a L. braziliensis, para garantir o maior
espectro de diagndsticos (VEXENAT; SANTANA; TEIXEIRA, 1996; BRITO et al.,
2000), porém eles observaram leve redugao no desempenho da proteina, CatL,
em fazer o diagnodstico nesses pacientes, quando comparado com peptideos
sintéticos. E levantaram a hipotese que poucas substituicbes de aminoacidos,
podem interferir no epitopo e responder de maneira diferente nas espécies de
Leishmania, podendo desencadear diferentes exposicbes do epitopo. As
alteracbes poderiam ser na estrutura conformacional e essas caracteristicas se
associam a possibilidade de induzir a sele¢cao de diferentes clones de células B
produtoras de anticorpos especificos, podendo induzir pequenas variagcdes no
reconhecimento do mesmo epitopo por individuos afetados por diferentes formas
clinicas.

Peptideos sintéticos sao altamente interessantes detectar anticorpos
contra LV (de BRITO et al., 2018). Recentemente, vacinas peptidicas compostas
por multi-epitopos, que € um subconjunto de vacinas peptidicas, no qual sao
compostas por segmentos antigénicos pequenos, tem chamado atengéo. Esse
tipo de vacina € mais seguro quando comparadas com as vacinas tradicionais
(HOS et al. 2018; RUECKER; GUZMAN, 2012), e pelo fato dessas responderem
bem aos desafios com L. infantum (GOTO et al., 2007; ALMEIDA et al., 2018).
Entretanto, essas vacinas acabam sendo pobres imundégenos, o que faz

necessidade do uso destes com adjuvantes (LI et al., 2014).

A resposta em caes infectados com L. infantum é altamente variavel
(SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Sabe-se que a resisténcia canina é dada
primeiramente pelo desenvolvimento de células Th, dominantemente Th-1,
resposta imune mediada por células contra o parasito (SANTOS-GOMES et al.
2002; CARRILLO; MORENO, 2009). Portanto, ainda existe uma clara
necessidade de se fortalecer a RI, especifica de cada cdo, com objetivo de

manter sua imunidade e este permanecer saudavel. Além disso, o controle
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apropriado da RI controla a replicagdo do parasito, além reduzir o niumero de
caes que servem como reservatorio para mosquitos naive (BONGIORNO et al.,
2013). A partir disso, muitos autores defendem que a produg¢do de uma vacina
efetiva em céaes seja eficaz para o controle do espalhamento da doenca, tanto
para caes como para os humanos (DYE, 1996). Existe consenso que programa
de controle ideal para a LVC seja a partir da combinagcdo de vacinas com
produtos repelentes para maximizar a prote¢cdo dos caes (GRAMICCIA, 2011).
A vacina LIESP/QA-21 (CaniLeish®, Virbac, Franga) que foi langada na Franga
em 2011, mostrou um rapido inicio de uma RI de tipo Th-1 depois do uso desta,
com base na produgao especifica de IFN-y em linfocitos apds a estimulagao in
vitro e o aumento da atividade leishmanicida dos Mg de c&es vacinados
(MORENO et al.,, 2012), e se mostrou eficiente anos depois da vacinagao
(MORENQO et al., 2014). Entretanto, como o parasito tem uma tendéncia em
promover resposta do tipo Th-2 durante a infec¢ao, € importante demonstrar que
o desafio significativo com o parasito virulentos n&o reverta o perfil imunolégico
protetor induzido pela vacinagdo (MURRAY et al., 1997). No presente trabalho,
ao testar as combinagdes dos peptideos in vitro, podemos observar que em 48
h todos os grupos apresentaram uma carga parasitaria maior em comparagao
ao controle positivo, porém, apds 72h, os grupos, com excecado da proteina
recombinante Lbk39, apresentou uma diminui¢do da carga parasitaria, e ficou

semelhante a carga do controle positivo (FIGURA 19).

A producédo de citocinas, principalmente IL-10, IL-4, TGF-B e IFN-y, na
leishmaniose tem papel fundamental em manter a susceptibilidade ou resisténcia
a doenca. Estudos mostram que a IL-10 esta associada com a infecgao, tanto
em experimentos murinho quanto humanos, e s&o observados que a producao
de IL-10 in vitro, durante uma infeccao por Leishmania, desempenha um papel
que limita a producédo de IFN-y, pelas células NK e as TCD4* (SCHARTON-
KERSTEN et al. 1992; ROCHA et al. 1999). Na LC, a IL-10 influencia na ativagéo
dos Mg, e promove a persisténcia do parasito (HAGENBAUGH et al., 1997;
GROUX et al.,, 1999; KANE; MOSSER, 2001). No presente estudo, ao
avaliarmos o perfil de citocinas dos sobrenadantes do cultivo in vitro, observamos

uma alta producéo de IL-10 in vitro (FIGURA 20B), e esta foi semelhante em
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todos os grupos estudados, porém uma menor produgdo de IFN-y (FIGURA
20A). A alta producédo de IL-10 pode ter suprimido a producdo de IFN-y.
Entretanto, avaliando apenas a geragao de IFN-y, o grupo que gerou melhor
producao foi o tratado com o peptideo PepL.ii409, entao este € um forte candidato
para uso vacinal. E esse resultado corrobora com candidatos prévios de vacinas
peptidicas, que apresentam declinio significante na carga parasitaria depois da
imunizacgao profilatica (GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001; BASU et al.,
2005; DARABI et al., 2005; RAFATI; ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006).

A partir desses resultados, optamos por seguir com o experimento
vacinal em camundongos BALB/c, separados em 6 grupos, eutanasiados nos
dias 60 e 90 pos desafio. A carga parasitaria no bago dos animais nao
apresentou diferenga nos 60 dias. Em 90 dias, o grupo vacinado com peptideo
PepLi409 apresentou redugao significante na carga em comparagao com o
grupo apenas infectado. No linfonodo popliteo, em 60 dias, o grupo PepLi409 e
o Mix dos peptideos apresentaram redugado significativa de carga parasitaria,
quando comparado com o controle. Porém os demais apresentam maior carga
parasitaria. Em 90 dias, todos os grupos controlaram bem a infecgdo pelo
parasito, com diminui¢cdo significativa em todos os grupos, sendo a redugao
maior do grupo Mix. No figado, o PepLi379 verificou reducao significativa na
carga parasitaria, porem nao se manteve em 90 dias. Em 90 dias o melhor

resultado foi o grupo Mix e controle de Adjuvante com BSA (FIGURA 22).

Avaliando o perfil das citocinas pds vacinagdo, em 60 dias observamos
que todos os grupos vacinados apresentaram semelhanga na produgao de IL-
10, porém apresentaram tendéncia em diminuir a produgdo nos grupos
vacinados (FIGURA 23B). A IL-10 nesse em modelo de BALB/c tem papel
patogénico, como apresentado na literatura, mostrando que o aumento desta e
a diminuicdo dos niveis de IFN-y produzidos no bago (PEREIRA et al., 2017),
pode ser o principal fator da falha de uma terapia/vacinacdo. A IL-10 possui
efeitos variados nos modelos de animais com LC e LV, podendo suprimir a
producao de NO e as atividades leishmanicida nos M@, o que leva a supressao
das respostas do tipo Th1, consequentemente levando a progressao continua da

infeccdo em camundongos susceptiveis e prevenindo a eliminagao (cura estéril)
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em camundongos resistentes (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004).
Estudos mostram que BALB/c deficientes de IL-10 sdo resistentes a infecgao
com L. mexicana e L. amazonensis, mas sao incapazes de limitar o crescimento
da lesdo e o numero de parasitos, ao contrario de animais infectados com L.
major (PADIGEL; ALEXANDER; FARRELL, 2003). Embora a alta producao de
IFN-y e NO em camundongos IL-10 -/- levem a resisténcia destes a infecgao,

isso ndo regula negativamente o desenvolvimento de uma resposta tipo Th2.

Alguns estudos prévios tém reportado que vacinas peptidicas profilaticas
tém sido associadas com respostas do tipo Th1 em BALB/c (IBORRA et al.,
2005; COLER et al., 2007; ALMEIDA et al., 2018). O IFN-y € um dos principais
marcadores de resposta do tipo Th-1 que induz resposta protetora ao hospedeiro
contra LV (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2016). Camundongos IFN-y -/- s&o
incapazes de inibir o crescimento de Leishmania e induzem resposta do tipo Th-
2, levando a infecgao letal (WANG et al., 1994). O IFN-y ativa os Mg que levam
ao aumento da sintese de NO e mata os patdégenos intracelulares
(GANNAVARAM et al., 2016).

Avaliando o perfil da IFN-y pés vacinacado, em 60 dias observamos que
todos os grupos vacinados apresentaram um aumento na produgao sanguinea
de IFN-y em comparagdo com os controles, sendo o grupo que recebeu a
composicdo Mix teve um aumento na tendéncia de produgédo de IFN-y. Ja em 90
dias, com exceg¢éo do grupo imunizado com o Mix de peptideos que apresentou
alta producéo de IFN-y, os demais grupos apresentaram produgao menor em
comparagao com o controle (FIGURA 23A). Comparando com diminuigdo da
carga parasitaria nos 6rgaos (mostrados acima), mostra o potencial dessa
composicao, e que a producgao de IFN-y, tanto 60 quanto 90 dias, influenciou na

reducdo da carga parasitaria, dados que corroboram com a literatura.

Vakili et al. (2019) mostraram resultados semelhantes utilizando multi-
epitopos (histona H1, esterol 24-c-metiltransferase, proteina hipotética
especifica de Leishmania e proteina antigénica especifica de Leishmania) com
adjuvante de Freund, porém eles utilizam uma concentragdo de 30 ug de

peptideo. A vacina obteve uma resposta predominantemente do tipo Th1, com
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altos niveis de IgG2a. A maioria das vacinas peptidicas contendo proteinas
antigénicas séo capazes de induzirem anticorpos em soros de pacientes com LV
(GHEDIN et al., 1997; BHATIA et al., 1999; CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2010).
Além de imunoglobulinas apresentaram aumento na producgéo de IFN-y, IL-2 e

TNF-a, gerando protegéo contra a leishmaniose (KAIKO et al., 2008).

Com isso, todos os grupos utilizados apresentam potencial de serem
utilizados como antigenos vacinais contra leishmaniose, sendo o mais promissor
0 grupo composto pelo peptideo PLSi409, e o Mix (PepLi379 e PepLi409).
Novos estudos complementares poderdo corroborar para comprovacao desta

hipbtese.
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6 CONCLUSAO E RECOMENDAGOES

O presente trabalho apresenta resultados promissores. E concluimos que
tanto a proteina recombinante Lbk39, quanto seus peptideos PepLi379 e
PepLi409 sdo potenciais candidatos para serem usados como antigenos para
LVC quer seja para uso no diagnéstico quanto para uso vacinal. E que o
PepLi409 pode ser usado como antigeno para LC e LH. Os grupos vacinais,
PepLi409 e Mix, também apresentaram potencial para serem utilizados para

vacinagao profilatica.
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e especificidade. Os componentes do kit reivindicado na presente
invencéo néo apresentam toxicidade. Foram realizados testes com
soros de pacientes humanos e caninos. A aplicacdo desta invencéo
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