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Resumo

A abordagem mais promissora para um diagnostico eficaz da Leishmaniose Visceral
(LV) utiliza ensaios soroldgicos com proteinas recombinantes, pois apresentam
grande sensibilidade e especificidade, associados a baixo custo e facil execucao.
Misturas de alguns antigenos geram resultados mais promissores, contudo, a
producdo destas aumenta os custos e dificulta a padronizacdo. E ideal a producéo
de uma Unica proteina quimérica que apresente boa sensibilidade e seja eficiente no
diagnoéstico das formas humana e canina da LV. Este estudo objetivou avaliar as
condicdes para expressdo em Escherichia coli de genes sintéticos codificando
proteinas quiméricas compostas por regides selecionadas de antigenos previamente
identificados de Leishmania infantum. Quatro genes, contendo 0S mesmos
antigenos em diferentes combinacfes, foram otimizados para expressdo em
procariotos e sintetizados. Sitios internos de restricdo foram incluidos nas
sequéncias de forma a permitir a eliminacéo seletiva de segmentos especificos e se
avaliar o efeito na expressdo bacteriana da presenca de diferentes regides
antigénicas, bem como de um peptideo estimulador da traducédo. A expressao das
proteinas geradas foi entdo avaliada através de ensaios de Western Blot. Os
resultados obtidos mostraram uma expressdo equivalente, porém limitada, das
diferentes proteinas quiméricas, independente da sua composicdo antigénica.
Proteinas menores tiveram resultados mais promissores na expressao e o peptideo
estimulador da traducao foi essencial para otimizar essa expressédo, porem ainda
faz-se necesséario mais estudos avaliando a sensibilidade e especificidade dessas
proteinas para o diagndstico da LV.

Palavras-Chaves: Diagndstico, proteinas quiméricas, leishmaniose visceral
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Abstract

The most promising approach for effective diagnosis of Visceral Leishmaniasis (VL)
uses serological assays with recombinant proteins, since they have high sensitivity
and specificity associated with low cost and easy implementation. Mixtures of some
antigens generate the most promising results, however, these increase production
costs and impairs its standardization. The best option would be the production of a
single chimeric protein showing good sensitivity and being effective for the diagnosis
of the human and canine forms of VL. This study aimed to evaluate the conditions for
expression in Escherichia coli of synthetic genes encoding chimeric proteins
composed of selected regions of previously identified antigens of Leishmania
infantum. Four genes, containing the same antigens in different combinations, were
optimized for expression in prokaryotes and synthesized. Internal restriction sites
were included in the sequences to allow selective removal of specific segments and
to evaluate the effect on the bacterial expression of the presence of different
antigenic regions, as well as a translational enhancer peptide. The expression of
proteins generated was then evaluated by Western blot assays. The results showed
equivalent expression, however limited, of the different chimeric proteins, regardless
of their antigenic composition. Smaller proteins produced more promising results in
the expression and the translation enhancer peptide was important to optimize this
expression, however further studies are still necessary to evaluate the sensitivity and
specificity of these proteins for the diagnosis of VL.

Key Words: Diagnosis, chimeric proteins, visceral leishmaniasis
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose constitui uma das seis doencgas tropicais que causam mais
preocupacdes no mundo. A doenca é letal quando néo tratada e responde por
mais de 200 mortes anuais. No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV), a forma mais
grave da doenca, € associada a infeccdo por Leishmania infantum e afeta
principalmente criancas, com 53,6% dos casos ocorrendo na regido Nordeste.
Para o seu controle é imprescindivel a construcdo de um teste diagnostico eficaz
e de baixo custo dirigido para o seu reservatorio, 0 cdo doméstico e para 0s
individuos afetados.

Atualmente estudos mais promissores para o0 desenvolvimento de testes
com essas caracteristicas utilizam ensaios sorolégicos com proteinas
recombinantes, pois apresentam grande sensibilidade e especificidade,
associados a baixo custo e facil execucao.

Sabe-se que a utilizacdo de proteina recombinante na confec¢éo de testes
sorologicos minimiza os problemas de producao e padronizacdo. Até o momento,
entretanto, ainda ndo se conseguiu identificar um Unico antigeno capaz de, por
meio de testes soroldgicos, detectar satisfatoriamente a producdo de anticorpos
em cées e humanos com LV, tendo em vista a diversidade da resposta imune
humoral gerada durante a doenca.

Misturas de duas ou mais proteinas recombinantes geraram resultados
mais promissores, contudo, a producéo de um sistema de diagnostico com dois,
trés ou mais antigenos, aumenta os custos e dificulta a padronizacéo. Considera-
se que o ideal seria a producdo de uma Unica proteina quimérica que apresente

sensibilidade comparada as misturas de antigenos e que seja tao eficiente no



diagnoéstico da forma humana quanto canina da LV, tendo em vista que esta
doenca é um grave problema de Saude Publica, pois os cdes sdo muito afetados
pelo controle ineficaz desta doenca.

Neste trabalho, regides antigénicas de proteinas pré-selecionadas tiveram
suas regides codificadoras otimizadas para expressdo em procariotos e foram
inseridas em sequéncia de forma a gerar genes quimeéricos contendo diferentes
combinacdes antigénicas. Estes genes foram desenhados fusionados a sitios
multiplos de clonagem e contendo em suas extremidades fragmentos codificando
para peptideos sintéticos comumente utilizados para se estimular a expressdo em
bactérias ou facilitar a purificacdo das respectivas proteinas recombinantes. Para
obtencdo de condicbes o6timas de expressdo foi avaliada a composicdo das
regides antigénicas incluidas na proteina quimérica, bem como a presenca ou
auséncia dos peptideos estimuladores da traducdo. As melhores proteinas
completas e suas fragmentacbes geradas foram entdo purificadas por
cromatografia de afinidade e, em seguida, foram avaliadas quanto ao potencial no
reconhecimento do anticorpo através de ensaios de Western-Blot, das quais as
melhores combinacdes serdo testadas para avaliar a sensibilidade e

especificidade frente a soros de cédes e humanos com LV.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 As Leishmanioses

As Leishmanioses sao doencas infecto-parasitarias causadas por
protozoarios flagelares pertencentes a familia Trypanosomatidae e ao género
Leishmania. Estes protozoarios apresentam um ciclo de vida heter6xeno, vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados (incluindo o homem e outros
mamiferos silvestres e/ou domésticos como o0 cdo) e insetos dipteros vetores,
estes Ultimos pertencendo aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. As
Leishmanioses continuam sendo uma das principais doencas negligenciadas,
endémica em regides tropicais, subtropicais e do Mediterraneo. Esta doenca pode
ser apresentada através de trés formas clinicas distintas, variando de acordo com
a espécie de parasita e a forma de manifestacdo. S&o elas: a Leishmaniose
Tegumentar ou Cutdnea (LC); a Leishmaniose Mucocutanea (LMC); e a
Leishmaniose Visceral (LV), forma mais grave da doenca (Ministério da Saude,
2014).

A LC manifesta-se como lesdes de pele numerosas principalmente sobre
as partes do corpo a descoberto, enquanto que a LMC desfigura e devasta partes
faciais como nariz e boca (Chappuis et al. 2007). A LV, por sua vez, é a forma
mais grave da doenca podendo ser fatal quando néo tratada (Giorgobiani et al.

2011).



2.1.1 Historico e Taxonomia

Evidéncias de muito tempo atras, entre 400 e 900 anos d.C, sugerem a
ocorréncia precoce de casos de Leishmaniose. Em ceramicas e estatuas antigas
deste periodo observa-se deformacfes de labios e narizes, lesbes na pele e
deformidades faciais humanas, sinais caracteristicos da Leishmaniose
Mucocutanea. Outro tipo de evidéncia deriva da observacao de lesdes ulcerativas
em corpos mumificados identificados através de descobertas arqueoldgicas
(Lainson, 2010) (Figura 1). E possivel que a Leishmaniose Visceral seja tdo antiga
guanto a Leishmaniose Tegumentar ou Mucocutanea, porém pela dificuldade em
identificar sinais externos de facil visualizacédo fica dificil a sua identificacdo, nao
havendo relatos escritos ou de imagem em relacdo a essa forma da doenca (Tuon

et al, 2008; Lainson, 2010).

Figura 1. Comparacdo entre as cerdmicas pré—Colombianas e pacientes com lesfes
causadas por leishmaniose. A figura mostra a presenca de leishmaniose em populacfes

anteriores a colonizagdo europeia. Fonte: Fundagéo Osvaldo Cruz (2012).



Em 1903, trés pesquisadores: James Wright, William Leishman e Charles
Donovan, descobriram, independentemente, o agente etioldgico da Leishmaniose,
que possuia semelhancas com a forma intracelular (amastigota) do Trypanosoma.
Ross em 1903 estabeleceu um novo género, Leishmania, e em 1908, na Tunisia,
identificou-se em cdo uma nova espécie que passou a ser chamada de
Leishmania infantum (Basano e Camargo, 2004).

Em 1909 no Brasil, Lindenberg isolou formas do parasito idénticas a
Leishmania tropica em lesdes cuténeas de trabalhadores residentes proximos a
mata no interior de Sdo Paulo. Nesse mesmo ano, Gaspar Vianna batizou essa
forma isolada de Leishmania braziliensis por considerar esse parasita diferente da
L. tropica. (Pessba e Martins, 1982; Paraguassu-chaves, 2001; Basano e
Camargo, 2004).

Em 1982, foi realizada a primeira revisdo taxonémica das espécies de
Leishmania. Os parasitas eucariotos do género Leishmania sdo taxonomicamente
pertencentes ao reino Protista, filo Euglenozoa, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, e sdo subdivididos em dois grandes subgéneros: Leishmania
e Viannia (Sharma e Singh, 2008; Tuon et al, 2008). O subgénero
Sauroleishmania, apenas infecta espécies de lagartos, ficando em um grupo
separado. Os dois grandes subgéneros foram criados em 1987 por Lainson e
Shaw (Schmidt et al., 2009; Neves, 2011), com base em estudos observando as
diferencas no desenvolvimento do parasito no intestino do inseto vetor.

O subgénero Leishmania é composto pelas espécies dos complexos
donovani (L. donovani, L. infantum /chagasi) e mexicana (L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis) e as espécies L. tropica, L. major e L.

aethiopica, que se desenvolvem no intestino médio do vetor. Ja o subgénero
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Viannia é representado pelas espécies, L. braziliensis, L. guyanensis, L.
panamensis e L. peruviana, que se localizam na parte posterior do intestino do
flebotomineo (Schmidt et al., 2009). O subgénero Sauroleishmania, por sua vez,
inclui as espécies L. tarentolae e L. gymnodactyli, que ndo infectam o homem
(Bates, 2007; C.D.C., 2008). Atualmente, existem cerca de 30 espécies
conhecidas de Leishmania (Figura 2), das quais 10 estdo presentes no Velho
Mundo e as outras 20 no Novo Mundo, sendo pelo menos 21 delas capazes de

causar a Leishmaniose cutanea e/ou Visceral (Ready, 2013; Schénian et al.,

2011).
Leishmania
|
| I I
Leishmania Viannia Sauroleishmania
| | l
Cutdnea Cutdnea
(Velho Mundo) {Novo Mundo) L. tarentolae
| Visceral | L. gyvmnodactyili
L. major L. mexicana
L. tropica L. amazonensis
L. aethiopica L. braziliensis
L. paruviana
L. donowvani )
L. panamensis
L. infanfum )
L. guyanensis

Figura 2. Classificagcdo taxondmica de espécies representativas de Leishmania
sp. em seus trés subgéneros. As espécies citadas acima incluem algumas das
espécies mais conhecidas que sdo o foco de pesquisas biomédicas. Os parasitos
nos subgéneros Leishmania e Viannia infectam mamiferos, enquanto os do
Sauroleishmania infectam répteis como seus hospedeiros vertebrados. Adaptado de

Bates, 2007; Nascimento, 2012.



Existe uma grande dificuldade em classificar as espécies do género
Leishmania, devido a sua grande semelhanca morfologica (Schmidt et al., 2009).
Primariamente essa classificacdo se baseou em Varios critérios vetoriais,
distribuicdo geogréfica, tropismo, propriedades antigénicas e manifestacdes
clinicas, que muitas vezes se mostraram inadequadas (Bafiuls et al., 2007).

Atualmente, ferramentas de caracterizacdo genética ou molecular
passaram a ser utilizadas e diversas classificacdes, bem como a origem
filogenética de cada espécie, foram propostas. Uma destas discordancias foi
sobre a classificacdo da L. chagasi e da L. infantum, que atualmente s&o
considerados parasitos idénticos, da mesma espécie, esta nomenclatura definindo
apenas onde eles se encontram, Novo Mundo ou Velho Mundo, mas que
atualmente utiliza a nomenclatura mais antiga L. infantum (Lukes et al., 2007;

Kuhls et al., 2011; Leblois et al., 2011; Schoénian et al., 2011).

2.1.2 Aspectos morfolégicos do parasita

Os protozoarios do género Leishmania sdo microorganismos que possuem
um ciclo de vida digenético (dois hospedeiros) e apresentam duas formas
evolutivas bem distintas, tanto funcionalmente quanto morfologicamente, as
formas promastigotas e as amastigotas (Tsigankov et al, 2013; Fernandes, 2013).

As formas amastigotas (Figura 3A) estdo presentes no hospedeiro
vertebrado, apresentando formato de esferoide para ovoide e medindo de 1 a 3
pum de comprimento por 3 a 6 pum de didmetro. S&o formas intracelulares
obrigatodrias, imdéveis, pois possuem um curto flagelo situado dentro na bolsa

flagelar, a qual funciona principalmente como um local de endocitose e exocitose.
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Desenvolvem-se em vacuolos de células do sistema fagocitico mononuclear e,
consequentemente, sdo células acidofilas, adaptadas ao baixo pH deste ambiente
(Schmidt et al., 2009; Neves, 2011).

As formas promastigotas (Figura 3B) sdo encontradas no intestino do vetor
(hospedeiro invertebrado), apresentando-se alongada com uma grande variacao
no seu tamanho (medindo de 10 a 40 um de comprimento por 1,5 a 3 um de
diametro). Sao formas extracelulares, flageladas, que podem se apresentar como
promastigotas prociclicas, definidas como células mais ovoides, mdéveis e com
atividade replicativa, ou como promastigotas metaciclicas, formas infectivas, mais
alongadas e sem capacidade de proliferacdo (Besteiro et al., 2007; Brotherton et
al, 2010; Neves, 2011, Bhaskar, Neeti, Goya, 2012).

A diferenciacdo morfologica entre as duas formas de vida de Leishmania é
ativada pela variacdo de temperatura e pH enfrentada pelo parasita durante seu
ciclo de vida e pode ser mimetizada em culturas in vitro (Brotherton et al, 2010;

Tsigankov et al, 2013).

-
'A
-
4

‘\.‘.9 AN PN -~ .‘
A) Forma aflagelar (amastigota) B) Forma flagelar (promastigota)

Figura 3. Formas da Leishmania observadas ao microscdpio 6ptico. (A) formas amastigotas
visualizadas em um macrdéfago infectado de rato. (B) e formas promastigotas prociclicas Fonte:

http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/morfologia.htm



2.1.3 Os Vetores

A Leishmaniose tem como vetores, invertebrados pertencentes ao filo
Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Dois géneros sao conhecidos, Phlebotomus (presente no Velho
Mundo) e Lutzomyia (presente no Novo Mundo) (Figura 4) (Sharma e Singh,
2008). Esses flebotomineos vetores medem aproximadamente 2 a 3 mm de
comprimento e apresentam corpo e asas cobertas por pelos e cores variando de
cinza-prata a preto. Quando estdo em repouso suas asas ficam entreabertas
aparentando a caracteristica de “V”. Sao insetos que ndo conseguem voar longas
distancias, geralmente voam muito baixo e sdo mais ativos no alvorecer e no

crepusculo (Kato et al., 2010).

Figura 4. Insetos Flebotomineos A: Lutzomia sp. e B: Phlebotomus sp se
alimentando em humanos. Estdo representados o0s hospedeiros
inverterbrados dos parasitos Leishmania sp, estando o género Phlebotomus
presente no Velho Mundo e Lutzomia nas Américas. Fonte: Sharma e

Singh, 2008.

De acordo com sua taxonomia, sdo registradas aproximadamente 800
espécies de flebotomineos, divididas em cinco géneros. Esses géneros sao

Phlebotomus e Sergentomyia no Velho Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e



Warileya no Novo Mundo. Estudos comprovaram que apenas 0S Qéneros
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) s&o responsaveis pela
transmissdo das diversas formas de Leishmaniose e menos de 10% de todas as
espécies identificadas sdo apontadas como vetores desta doenca (Sharma e
Singh, 2008; Kato et al., 2010). No Brasil, a transmisséao da leishmaniose ocorre
através das espécies de Lutzomyia, sendo as principais formas: Lu. (Lutzomyia)

longipalpis, Lu. (Nyssomyia) intermedia e Lu. (N.) whitmani (Carvalho et al, 2013).

2.1.4 Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do parasita Leishmania é dividido em dois momentos, o
primeiro no hospedeiro vertebrado (mamifero) e o segundo no hospedeiro
invertebrado (flebotomineo) (Dawit G, et al; 2013). Este ciclo comec¢a quando a
fémea do mosquito flebotomineo infectado ingere sangue do hospedeiro
vertebrado (cdo ou humano). Enquanto o mosquito ingere o sangue, o inseto
regurgita as formas promastigotas metaciclicas do parasita (forma infectante,
localizada na valvula estomadeal do vetor), juntamente com seus componentes
salivares. As promastigotas metaciclicas sao entdo fagocitadas por diferentes
tipos de células do sistema imune encontrados no local da inoculagdo onde se
diferenciam nas formas amastigotas (Kaye & Scott, 2011) (Figura 5).

Este ciclo se completa quando os macrofagos infectados por amastigotas
sdo ingeridos por outro flebotomineo, onde passardo por varios estagios de
desenvolvimento até voltar a forma metaciclica. Cada um desses estagios €
caracterizado por mudancas morfoldégicas e funcionais com o objetivo de

assegurar a sobrevivéncia dentro do vetor (Kamhawi, 2006). Apés as etapas de
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diferenciacdo, as formas promastigotas metaciclicas migrardo para a valvula

estomadeal para serem inoculadas em outro hospedeiro vertebrado e dar

continuidade ao ciclo (McGwire and Satoskar, 2014; Rougeron et al, 2010) (Figura

5).
J
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metaciclicas |

As promastigotas migram para
a regido faringea do flebétomo

P
\’.. 5

As amastigotas prociclicas se
multiplicam por mitose,
passando para a forma promastigota
metaciclica
[ 4

Mosquito Pal
i q

q 5 J
As amastigotas i
se transformam em i N
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prociclicas i =4\
,
As amastigotas sdo
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s K&
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infectam novos o
macrofagos
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As amastigotas deixam
as células infectadas

Figura 5. Ciclo de vida das espécies de Leishmania. Mosquitos flebotomineos regurgitam as

formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado (mamiferos), onde serdo fagocitadas

por células do sistema imune (macré6fagos) e diferenciadas nas formas amastigotas. Os macréfagos

infectados com amastigotas sdo ingeridos por outros mosquitos vetores. Dentro do mosquito, as

formas amastigotas passardo por varias diferenciacdes até voltarem as formas promastigotas

metaciclicas, que se localizardo na valvula estomadeal do inseto e infectardo novos hospedeiros.

Adaptado de: http://Leishmaniasis_life_cycle_diagram_en.svg
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2.2 Epidemiologia

A Leishmaniose é considerada como a principal doenca negligenciada e
afeta principalmente individuos de paises em desenvolvimento. A prevaléncia
ocorre em regibes tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Mediterraneo, Sudoeste
da Europa e Sul e Centro da America. Esta doenca é endémica em 98 paises,
sendo 72 paises em desenvolvimento. Aproximadamente 350 milhdes de pessoas
estdo em situacdo de risco e 1,5 a 2 milhGes de novos casos sdo registrados
anualmente (Alvar J et al, 2012).

A Leishmaniose Cutdnea € a forma mais comum de leishmaniose e
provoca Ulceras nas partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da
vida e deficiéncia grave, com 95% dos casos ocorrendo nas Américas, ha bacia
do Mediterraneo e do Oriente Médio e Asia Central. Mais de dois tercos dos
novos casos de LC ocorrem em seis paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Irdo (Republica Islamica do) e Republica Arabe da Siria. Estima-se que
0,7 a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem em todo o mundo anualmente (WHO,
2013) (Figura 6).

A Leishmaniose Mucocutanea conduz a destruicdo parcial ou total das
membranas mucosas do nariz, boca e garganta e quase 90% dos casos

registrados de MC ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2013).
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Perfil da Endemicidade de Leishmaniose Cutanea no mundo, 2012
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Figura 6. Distribuigcdo geografica da Leishmaniose Cutdnea no mundo: As areas em vermelho
apresentam prevaléncia sendo as mais escuras com um maior numero de casos de LC, onde o
Brasil se encontra inserido. Nas areas em verde ndo existem casos reportados. Fonte:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013

A Leishmaniose Visceral, também conhecida como Calazar, é fatal se ndo
for tratada. E caracterizada por ataques de febre irregular, perda de peso,
aumento do baco e do figado, e anemia. E altamente endémica no subcontinente
indiano e no leste da Africa. Estima-se que 200 a 400 mil novos casos de LV
ocorrem em todo o mundo a cada ano. Mais de 90% dos novos casos ocorrem
em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Suddo do Sul e Suddo (Figura

7) (WHO, 2013).
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Perfil da Endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo, 2012
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Figura 7: Distribuicdo geografica da Leishmaniose Visceral no mundo: As areas mais
escuras apresentam uma maior prevaléncia no numero de casos de LV, onde o Brasil se encontra
inserido. Nas areas em verde nao existem casos reportados. Fonte:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013

No Brasil, a LC ou LT (Leishmaniose Tegumentar Americana) é o tipo mais
frequente de Leishmaniose e tem como principal causador a Leishmania (Viannia)
braziliensis (Costa-Silva et al, 2014). Ela ocorre predominantemente em estados
da regiao Norte e Centro Oeste e acomete individuos de ambos os sexos e de
todas as faixas etarias, predominando os maiores de 10 anos, com 90% dos
casos, e 0 sexo masculino, em 74% (Ministério da Saude, 2013). Em relacdo a
LV, no Brasil ela é associada a infeccdo por L. infantum, e afeta principalmente
criancas (53,6% dos casos ocorrem na regidao Nordeste) (Ministério da Saude,
2014). Ela apresenta uma média de aproximadamente 3,5 mil casos anuais
registrados, com estimativa de até 6 mil casos (Alvar et al, 2012).
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Segundo o Ministério da Saude, de 2000 a 2013, foi registrado em
Pernambuco 1.589 casos da LV, com 122 mortes. (Ministério da Saude, 2014).
Mais de 50% das ocorréncias foram registradas no Sertdo e 37,9% no Agreste,
com a Regido Metropolitana do Recife e o litoral do estado somando
aproximadamente 10% dos registros. O Estado tem altos indices de prevaléncia
da doenca e ocorrem registros de casos em todas as regides geograficas. Chama
atencdo a existéncia de um grupo endémico localizado na regido Agreste,
formado por municipios como Altinho, Caruaru, Riacho das Almas, Sado Caetano e
Surubim, onde se concentra numero significativo de casos. Nas outras regiées do
Estado, merecem destaque os municipios de Salgueiro (Sertdo), Petrolina (Sertdo
do Sao Francisco), Iltamaraca (Regido Metropolitana de Recife) e Goiana (Zona

da Mata) (Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006; Brasil, 2011).

2.3 Manifestacdes Clinicas

2.3.1 Leishmaniose Cutanea ou Tegumentar

A LC ou LT é a forma menos grave de Leishmaniose e pode ser causada
pelas espécies: Leishmania (L.) major, L. (L.) tropica (Velho Mundo), L. (L.)
mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.)
braziliensis (Novo Mundo). A forma de manifestacdo dessa doenca é
caracterizada por uma lesdo ulcerativa ou nodular, que se desenvolve nas
proximidades ou no proprio local da inoculagéo do parasito. Elas geralmente sdo

encontradas em areas descobertas do corpo, susceptiveis a picada do vetor,
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como rosto, antebraco e parte inferior das pernas (McGwire & Satoskar, 2013).

(Figura 8).

Figura 8. Sinais caracteristicos de Leishmaniose tegumentar ou cutanea. Leséo
ulcerada franca, Unica, pequena, com bordas elevadas, infiltradas com hiperemia ao seu

redor e fundo granuloso, (Ministério da Saude, 2010)

2.3.2 Leishmaniose Mucocutanea

A LMC acomete os tecidos mucocutaneos, dependendo do nivel da
metastase dos parasitos ou da extensdo da lesdo no tecido cutaneo-mucoso.
Causada pelo parasita Leishmania braziliensis, a LMC apresenta frequentemente
uma infec¢ao desfigurante resultando na destruicao local de tecido do nariz, boca,
oro-naso-faringe e palpebras e pode progredir para danos a funcdo respiratéria e
dificultar a nutricdo. A patogénese subjacente resultante da doenca ndo é bem
compreendida e é provavelmente resultado de uma complexa interacdo entre
parasito e o hospedeiro (De Oliveira e Brodskyn, 2012; Goto e Laulleta, 2012).

(Figura 9).
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Figura 9. Sinal clinico caracteristico da leishmaniose mucocutanea.

Imagens de pacientes com lesdes caracteristicas de leishmaniose

mucocutanea. Fonte: Chappuis et al., (2007)

2.3.3 Leishmaniose Visceral humana

Apos o periodo de incubacdo (cerca de 2-6 meses), 0s sintomas da LV
aparecem guando o parasita se estabelece nos 6rgaos viscerais, tais como baco,
nodulos linfaticos, medula 6ssea e figado. Os sintomas clinicos desta forma de
Leishmaniose sdo caracterizados por uma infeccdo sistémica e incluem febre
persistente prolongada, perda de apetite, perda de peso, fadiga, tosse, dor
abdominal, edema e diarreia, bem como aumento do baco, figado e nddulos
linfaticos, pancitopenia, anemia, e hipergamaglobulinemia (Chappuis et al., 2007).

A infeccdo, causada pelos protozoarios L. donovani ou L. infantum, nem
sempre resulta em sinais clinicos e sintomas, desta forma alguns individuos
mantém o parasita sem manifestagdo da doenca, sugerindo que o0 estado
imunoldgico do hospedeiro pode desempenhar um papel importante. No entanto,
em qualquer fase da infeccdo, se a imunidade enfraquece a LV assintomatica ou
subclinica pode emergir como uma doenca.

Cerca de 5 a 20% dos pacientes de LV tratados no subcontinente indiano
podem desenvolver a Leishmaniose Dérmica Pos-Calazar (LDPC), normalmente
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apos o periodo de 2 a 7 anos. Erupc¢des cutaneas e ulceracdes maculopapular ou
nodulares na pele sdo os sintomas comuns em LDPC (Singh, 2006). Além disso,
a LDPC também foi encontrada em individuos que nunca tiveram historia prévia
de LV, sugerindo assim a sua infeccdo subclinica. A LDPC ndo é uma doenca
fatal, mas suas lesGes de pele servem de acolhimento dos parasitas invasivos
infectados, que pode servir como um reservatério para a transmissdo de LV

(Figura 10).

Figura 10. Sinal clinico caracteristicos da Leishmaniose Visceral. As demarcagdes indicam

0s pacientes com hepatoesplenomegalia, caracteristica clinica tipica da LV. Fontes: Ministério da

Saude, (2006).

2.3.4 Leishmaniose Visceral canina

A LV canina esta presente em aproximadamente 50 paises e no Brasil os
cdes soropositivos de areas urbanas e rurais desta doenca podem corresponder
de 59 a 25% da populacdo total (Bruno et al, 2014). O cao doméstico
desempenha grande importancia na epidemiologia da LV em é&reas endémicas,
pois é o principal reservatorio doméstico da doenga, pois atualmente ja é
encontrado casos de LV em gatos. (Piraja et al, 2013). Essa importancia advém

do fato do Calazar (nome popular dado a doenca) ser mais prevalente na
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populacdo canina que na humana, e dos casos humanos normalmente serem
precedidos por casos caninos (Ministério da Saude, 2013).

A LV canina é de evolucdo lenta e inicio insidioso. Esta é uma doenca
sistémica e severa, cujas manifestacdes clinicas sdo dependentes do tipo de
resposta imunologica expressa pelo animal infectado. O quadro clinico dos cées
infectados apresenta um espectro de caracteristicas clinicas que varia do
aparente estado sadio a um severo estagio final. Inicialmente, os parasitas estédo
presentes no local da picada, mas posteriormente ocorre a infec¢do de visceras e
dispersdo através da derme. A perda de pelos causada pela infeccdo expde
grandes éareas da pele extensamente parasitada (Saridomichelakis, 2009,
Ministério da Saude, 2014). Os sintomas clinicos mais frequentemente
observados na LV canina incluem dificuldade locomotora, articulacbes
aumentadas e dolorosas, perda de peso, polidipsia, apatia, anorexia, vomito e
diarréia, polifagia, epistaxe e melena. Dentre os achados de exame fisico,
merecem destaque a linfoadenomegalia, caquexia, hipertermia, esplenomegalia,
uveite e conjuntivite. As lesdes renais sao a principal causa de 6bito na LV canina

(Ribeiro,2007).

2.4 Imunopatologia da Leishmaniose Visceral

2.4.1 Resposta Imune

O sistema imunoldégico apresenta funcionamento complexo e envolve

interacdes especificas entre os seus componentes e entre os diferentes parasitos.

A atuacdo do sistema imunologico confere ao individuo a imunidade nas formas
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inata (neutrofilos, macrofagos e células dendriticas) e adaptativa (linfocitos T e B),
dirigidas em resposta a um antigeno (Kedzierski, 2010). Para iniciar a cascata da
resposta imune, o macrofago apresenta os antigenos aos linfécitos T CD4+, que
podem ser diferenciados em pelo menos duas subpopulacbes: Thl e Th2. A
diferenciacdo preferencial das células Thl ou Th2 depende de alguns fatores,
como a dose infectante de antigeno, o mecanismo de apresentacao pela célula
apresentadora de antigeno (APC), a via de inoculacdo e o padrdo genético do
hospedeiro. Algumas das citocinas produzidas pela resposta do tipo Thl ou Th2
possuem carater regulador, favorecendo ou inibindo a expanséo celular (Murray
et al., 2005; Neves, 2011).

A resposta imune adaptativa € classificada em duas respostas: a resposta
imune humoral e a celular. Na resposta imune humoral (Th2), os linfécitos T CD4+
dessa classe séo produtores de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), que estimulam
a diferenciacdo dos linfécitos B (para produzirem as imunoglobulinas IgA, 1g9G,
IgM, IgE), que funcionam como moléculas efetoras. Na resposta imune celular,
também denominada de resposta imune do tipo Thl, linfécitos T CD4+,
produtores de citocinas como IFN-y, interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose
tumoral (TNF) estimulam a atividade microbicida de macrofagos e/ou a atividade
citolitica de linfécitos T CD8 (linfocitos citotoxicos), resultando na destruicdo de
microrganismos presentes em compartimentos intracelulares (Piscopo e Mallia
Azzopardi, 2007; Abbas et al., 2008).

Independente da espécie de Leishmania, apdés a picada do inseto e
inoculacdo do parasita, 0s parasitas serdo englobados inicialmente pelos
macréfagos ou células dendriticas, onde o parasita ira se replicar. Enquanto

estiver dentro do macrofago, o patdogeno ira modular a sua acdo microbicida e
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aumentar a fluidez da membrana celular, resultando em problemas na
apresentacao de antigeno dessas células (Kaye & Aebische, 2011).

A imunologia e patogenia da Leishmaniose sdo complexas e estédo
associadas a um grande numero de fatores genéticos e celulares que implicam na
resisténcia e susceptibilidade do hospedeiro. O controle da infeccdo acontece
através do recrutamento de células da resposta Thl e interleucinas (IL) IL-12, IL-
18, IL-27 que ativam os macrofagos. Como o IFN-y, a IL-12 também gera uma
resposta efetiva aumentando a producédo da resposta Thl. Por outro lado no
baco, a resposta Th2 sustenta a persisténcia do parasita. Outro adjuvante desse
tipo de resposta € o fator de necrose tumoral (TNF-a). (Nozzi et al, 2014).

A resposta imune da LC e LV estdo associadas com uma interacdo das
células T auxiliares (Th1/Th2) e suas principais citocinas que séo o IFN-y, e a IL-4
no caso das duas doencas, no caso somente da LV o fator envolvido € IL-10 (P.
Bhattachary, N. Ali; 2013). A resisténcia do hospedeiro a Leishmaniose em geral
estd associada a ativacao seletiva e diferenciacdo de células efetoras T-auxiliares
CD4+ (Thl), as quais secretam um padrdo de citocinas especificas (IL-2, INF-y,
IL-12 e TNF-a). Estas citocinas, conhecidas como citocinas pré-inflamatorias,
favorecem a ativacdo de células fagociticas capazes de destruir o parasita de
Leishmania dentro dos fagolisossomos, através da producao de radicais livres de
oxido nitrico e de oxigénio (Stanley e Enqgwerda, 2007; Goto e Prianti, 2009; El-
On, 2009; Kaye e Aebischer, 2011; Neves, 2011).

Por outro lado, a suscetibilidade & infeccdo estad relacionada com a
resposta de células CD4+ (Th2), que induzem a resposta humoral, produzindo as
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e TGF-B, responsaveis por atividades anti-

inflamatorias, como: a inibicdo de macrofagos, pelo IL-4 produzido pelas células
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TCDA4+; a inibicdo da transcricdo do TNF-a; e a inibicdo da producéo de peroxido
de hidrogénico (H20,) (Stanley e Engwerda, 2007; Goto e Prianti, 2009; Kaye e
Aebischer, 2011; EI-On, 2009; Neves, 2011).

O desenvolvimento da infeccdo da LV dependera entdo da resposta
desenvolvida pelo hospedeiro vertebrado, pois se ocorrer: 0 aumento da resposta
do tipo Th2 em relacéo a do tipo Thl, a desativacdo de macréfagos por acdo de
citocinas e o aumento de IL-10 em sinergismo com o aumento da IL-4 mesmo em
presenca de niveis de IFN-y, levam o hospedeiro ao fracasso no controle da

infeccdo (Goto e Prianti, 2009; Kaye e Aebischer, 2011).

2.5 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral

O diagnostico da LV é de fundamental importancia para o controle precoce
das complicactes da doenca e diferentes técnicas podem ser utilizadas para esse
diagnéstico nas formas humana e canina da doenca. O diagnostico desta doenca
€ comumente realizado com base em conjunto de critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. O diagndstico clinico, entretanto, € de extrema
complexidade, visto que algumas doencas compartilham sintomatologia similar a
outras patologias linfoproliferativas presentes nas areas onde incide a LV, como
por exemplo: Doenca de Chagas e Esquistossomose. Muitos avancos tém sido
gerados na area de diagnostico da LV, porém, ao que se diz respeito aos testes
disponiveis, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (Alves e
Bevilacqua, 2004; Singh, 2006; Srivastava et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude o diagndstico para a LV se

baseia em alguns pontos discutidos a seguir.
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2.5.1 Método Clinico

Esse diagnostico pode ser feito com base em vérias indicagdes, como:
febre baixa recorrente, envolvimento linfatico, anemia, leucopenia,
hepatoesplenomegalia e caquexia, combinados com o perfil epidemioldgico,

através da historia de residéncia em uma area endémica. (Assis; 2008)

2.5.2 Método Parasitologico

Devido a sua elevada especificidade, a Microscopia € considerada o
padrdo ouro para o diagnéstico das Leishmanioses, pois consiste da avaliacao
direta do parasita (Herwaldt, 1992). A visualizacdo deste pode ser feita em
material de biopsia ou puncdo aspirativa do baco, figado, medula éssea ou
linfonodos, sendo preferéncia da maioria dos autores a aspiracdo da medula
O0ssea que em adultos ocorre através da puncdo esternal e em criancas da
puncéo da crista iliaca. Uma desvantagem do método é que o aspirado de medula
Ossea ou de baco € uma técnica arriscada e dolorosa (Sundar et al. 2002).

No caso do cdo os procedimentos sdo 0os mesmos que indicados aos
humanos (aspirados do baco, linfonodos e medula), entretanto sdo impraticaveis
em programas de Saude Publica (Sundar; Rai, 2002).

O parasita Leishmania pode ser encontrado no interior de células
fagocitarias (macrofagos) fixas ou livres, sendo reconhecidas por sua morfologia
de amastigotas. A técnica de aspirado ndo € recomendada para estudos de
campo, devido a complexidade do procedimento e probabilidade de morte em

casos de aspirado de baco (Srividya et al, 2012).
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2.5.3 Métodos Moleculares

Varias técnicas utilizando a biologia molecular foram desenvolvidas para a
deteccdo e identificacdo dos parasitas do género Leishmania. A principal técnica
€ a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - do inglés Polymerase Chain
Reaction) é a mais confidvel para determinar a presenca e a identificacdo do
parasito ndo apenas nos casos agudos da doenca, mas também para monitorar a
cura parasitolégica apés o tratamento (Maia et al. 2006; Ferreira et al. 2008).

Esta técnica tem sido descrita como apresentando alta sensibilidade e
especificidade para a deteccdo do parasita, independente da imunocompeténcia
ou da historia clinica do paciente. Entretanto os seus resultados dependem de
algumas variaveis: area endémica, tipo de amostra e o método de extracdo do
DNA (Singh, 2006; Srivastava et al., 2011). A PCR dependera de alguns
diferentes fatores para sua eficacia como: os iniciadores, a quantidade de coépias
do gene alvo, o método de extracdo do DNA, o material biol6gico e o protocolo da

PCR (Alvar et al. 2004; Cortes et al. 2004; Baneth e Aroch 2008).

2.5.4 Métodos Soroldgicos e Imunologicos

A LV é caracterizada por uma hipergamaglobulinemia e grande producéo
de anticorpos, o que facilita 0 uso de técnicas imunolégicas para deteccédo desses
anticorpos (anti-Leishmania), evitando os invasivos testes parasitologicos. Entre
estas se destacam as reacdoes de: ELISA (ensaio imunoenzimatico), RIFI
(imunofluorescéncia indireta), DAT (teste de aglutinacdo direta), Imunoblotting

(Western-Blot) e teste rapido (Srivastava et al., 2011).
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O teste de ELISA é uma metodologia moderna que permite a realizacdo de
grande numero de exames em curto espaco de tempo, sendo o mais utilizado
para imunodiagnostico de LV. Esse teste tem alta sensibilidade e permite a
deteccdo de baixos titulos de anticorpos, mas € pouco preciso na deteccdo de
casos subclinicos ou assintomaticos, pois o0 desempenho do teste de ELISA no
diagnéstico da LV e principalmente a canina esta relacionado ndo s6 com o tipo
de antigeno utilizado, mas também com o estado clinico do cdo em teste (Rosario
et al., 2005)

A RIFI apresenta sensibilidade consideravel, porém com baixa
especificidade onde observam-se reacdes cruzadas em titulos baixos com outras
doencas como a Doenca de Chagas, Malaria e Esquistossomose. Entretanto, sua
aplicacao requer alto nivel de habilidade, experiéncia e também equipamento
especializado e de alto custo. Além disso, as diluicbes seriadas do soro tornam o
teste laborioso para triagem com grande numero de amostras, além de ser uma
reacdo ndo adaptada para estudos epidemioldgicos em larga escala (Gradoni,
2002; Gontijo; Melo, 2004).

O DAT é baseado na deteccdo da aglutinacdo direta de promastigotas de
Leishmania que reage com anticorpos anti-Leishmania no soro, resultando na
aglutinacdo das formas promastigotas, sendo uma técnica de facil execucao.
Entretanto apresenta dificuldades na padronizacdo e controle de qualidade do
antigeno. (Gontijo; Melo, 2004). Uma das limitacbes do DAT € o longo tempo de
incubacédo necessario (18 horas) e as varias diluicbes que devem ser feitas para o
soro ou plasma, as quais deixam o teste laborioso e ndo adequado para a triagem

de um grande nimero de amostras (Harith et. al 1989).
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Tanto os testes moleculares como o0s testes sorologicos apresentam
resultados variaveis de sensibilidade e especificidade, porém todos exigem
equipamentos que nao sao apropriados para o uso em campo (Cafiavate et al,
2011). Uma alternativa € o teste rapido imunocromatografico, que € feito com
base em imunocromatografia de membrana de nitrocelulose, onde se utiliza o
antigeno recombinante (rkK39), fixado no papel. O antigeno recombinante rkK39 é
um peptideo 39 amino-acidos de L. infantum que foi identificado como muito
atraente para o diagnéstico da LV (Paul, 2014).

O teste rapido baseado no rK39 apresentou 100% de sensibilidade e 98%
de especificidade em testes de reconhecimento da LV humana. Com isso, este
teste passou a ser visto como um instrumento promissor em programas de
controle da LV, pois requer pequena quantidade de sangue periférico e € de
rapida execucdo e leitura (entre 10 e 20 minutos), podendo ser utilizado em
condicbes de campo (Chappuis et al., 2007; Boelaert et al. 2008; Gomes et al.,
2008).

Entretanto, foram levantadas discrepancias entre trabalhos que utilizaram
a rk39 em diferentes paises do mundo, por exemplo, no continente africano, e
mostraram resultados marcadamente diferentes, tendo uma sensibilidade alta em
humano, mas uma sensibilidade baixa em cdes. Estes dados sugerem que a
sensibilidade de um antigeno pode variar em relacdo a regido em que ele esta
sendo utilizado (Romero, 2010 e Srivastava et al., 2013). Mesmo no Brasil, o
desempenho diagnostico do k39 foi considerado razoavel para confirmacdo da
infeccdo em casos suspeitos de LV canina, e a sensibilidade para detectar caes
infectados foi muito baixa para estudos epidemioldgicos de grande escala e

programas de controle operacional (Quinnel et al, 2013).

26



Recentemente no Brasil, foi utilizado outro teste rapido
imunocromatogréafico baseado no antigeno recombinante rkK28 que é um gene
sintético gerado a partir da fusdo de varias sequéncias repetidas do L. danovani
haspbl e rK39 e ELISA como método confirmatério. O teste foi realizado com
soro de cées infectados com a doenca de trés Estados (Bahia, Rio Grande do
Norte e Minas Gerais). O teste apresentou 98% de sensibilidade em cées
sintomaticos e apresentou baixos niveis de sensibilidade (47%) em céaes
assintomaticos (Fraga et al, 2014)

Outros antigenos considerados candidatos para o diagnostico da LV séo o
recombinante A2 e os antigenos, recombinantes ou purificados, derivados das
glicoproteinas de membranas gp63, gp70, gp72, todas especificas do género
Leishmania (Carvalho et al., 2002; Gomes et al.,, 2008). Ja os antigenos
recombinantes ou purificados gp63, gp72, gp70, melhoram a sensibilidade e a
especificidade dos ELISAs, entretanto, reacfes cruzadas com enfermidades
causadas por outros tripanossomatideos podem ainda ocorrer (Alves e
Bevilacqua, 2004; Dourado et al., 2007). A Tabela 1 resumidamente mostra os
testes soroldgicos mais comumente utilizados para o diagnostico da LV bem

Ccomo suas vantagens e desvantagens.
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Tabela 1. Técnicas mais comumente utilizadas para

Adaptada de (EImahallawy et al., 2014)

diagndstico de Leishmaniose Visceral

Métodos Sensibilidade Especificidade Vantagens Desvantagens
(%) (%)
Positivo no inicio | Requer um
RIFI 87-100 77-100 do estagio de | laboratério
infeccéo e | sofisticado. Sem
indetectavel de | aplicacdo em
seis a nove meses | campo
até a cura
Pode ser usada | Sensibilidade e
para rastreio de | especificidade
ELISA Alta Alta larga escala em | sdo muito
estudos influenciadas
epidemiolégicos pelo antigeno
usado.
Fornece resposta | Demorado,
Western-Blot 90-98 98-100 detalhada de | tecnicamente
anticorpos para | pesado e
varios antigenos | expansivo.
de Leishmania.
Precisa de um
Teste rapido e longo tempo de
aplicado em incubacéo.
campo Indisponibilidade
do antigeno
DAT 85-100 91-100 comercial
positivo.
Barato, rapido, Apresenta
simples e pode ser | resultados
rk39 90-100 93-100 realizado por diferentes em
pessoz_il diferentes
destreinado. "
regides

2.6 Controle da Leishmaniose Visceral

Na maioria dos casos, o tratamento de primeira linha contra a LV sdo os

antimoniais pentavalentes. Nos ultimos anos, outros medicamentos tém sido

extensivamente estudados e tornaram-se de grande valor, como a anfotericina B

lipossomal, a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, que

atua nas formas promastigotas e amastigotas do parasita, tanto in vitro quanto in

vivo (Ministério da Saude, 2014). Mesmo assim, o numero de casos de LV esta
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aumentando em todo o mundo, e os problemas duradouros com ferramentas de
quimioterapia atuais ainda sdo uma questao critica. Além disso, em muitos paises
em desenvolvimento, o custo do tratamento é o maior desafio enfrentado pelas
autoridades de saude (Bruno et al, 2014).

A via intravenosa e intramuscular de administracdo de medicamentos e o
tratamento em longo prazo reforca a necessidade de uma droga segura e de
administracdo oral. Recentemente, novas formulacbes da anfotericina B
(anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-dispersdo coloidal) tornaram-se
disponiveis comercialmente como também uma droga oral (miltefosina) vem
sendo utilizada na india, com resultados promissores no tratamento do calazar
indiano (Croft e Oliarro, 2011). Varias formulacdes de lipossomas desta droga
também estdo disponiveis no mercado, tais como AmBisome que ja foi registrado
no Brasil , india e Egito (Sundar et al. 2011).

AmBisome (anfotericina B lipossomal) € uma droga relativamente segura,
mas seu alto custo € uma grande limitacdo para o tratamento geral. No entanto, a
OMS tem fornecido o medicamento a preco mais baixo, especialmente para o0s
paises em desenvolvimento, embora ele ainda seja caro e fora do alcance de
pessoas pobres (Mondal et al. 2010). No entanto, € uma droga teratogénica e nao
pode ser utilizado em mulheres em idade fértil (Dorlo et al; 2012). Diversas outras
drogas anti-Leishmania tais como sitamaquina, pentamidina e paromomicina
estdo em diferentes etapas de ensaios clinicos (Mondal et al . 2010).

O tratamento para os cées traz riscos para a Saude Publica por contribuir
com a disseminagéo da doencga e nado é recomendado. Os caes nédo séo curados
e continuam como reservatorios do parasito e 0 uso rotineiro de drogas em cées

nao previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na infectividade de
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flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas
utiizadas para o tratamento humano (Ministério da Saude, 2014). A
recomendacdo para cées infectados com a L. infantum € a eutanasia, que deve
ser realizada de forma integrada com as demais ac¢des recomendadas pelo
Ministério da Saude (MS). Vale ressaltar que essa medida €é indicada como forma
de controle por meio de inquéritos censitarios apenas para municipios com
transmissdo moderada e intensa (lkeda-Garcia, et al. 2007; Mir6 et al., 2008;

Ministério Da Saude, 2014).

2.7 Vacina contra a Leishmaniose Visceral

Atualmente, tem havido numerosas tentativas de desenvolver uma vacina
eficaz contra diferentes formas de Leishmaniose e h& varias categorias de
vacinas candidatas. Em geral, as vacinas em desenvolvimento podem ser
divididas em varias categorias: vacinas de primeira geracao que consistem em
Leishmania viva (Leishmanizagdo); as vacinas de segunda geracdo, incluindo
proteinas recombinantes e vacinas de DNA e as suas combinacdes; e as vacinas
vivas atenuadas de Leishmania (Mutiso et al, 2013).

A histéria da vacina contra a leishmaniose € muito antiga e a mesma tem
sido tradicionalmente usada no Oriente Médio desde os tempos antigos. O
processo de vacinagdo com o parasita Leishmania vivo, denominado
Leishmanizacdo, tem sido praticado ha séculos no Oriente Médio e da Asia
Central contra a Leishmaniose Tegumentar. (Nadim et al., 1983). As
preocupacfes de seguranca associadas as vacinas de parasitas Vvivos,

posteriormente, obrigou os pesquisadores a mudar seu foco em direcdo a
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alternativas mais seguras de usar parasitas mortos, chamados vacinas de
primeira geracdo. O ano de 1940 foi o do inicio de ensaios realizados com
vacinas, principalmente na América do Sul para a LC. Antes disso, a estratégia
utilizando parasita morto havia sido proposta para fins terapéuticos contra a LC
(Alvar et al. 2013).

A utilizacdo deste tipo de vacina viva, no entanto, foi descartada, devido
aos perigos de se utilizar microrganismos vivos no processo de vacinagao. Isso
aconteceu basicamente devido aos problemas de padronizacdo do método, em
relacdo as culturas em larga escala e ao fato de que os parasitas estavam
perdendo a sua viruléncia a medida que iam sendo repicados. A infeccdo pela
Leishmania também estava causando imunossupressao, que resultou em baixa
resposta imunoldgica quando administrada em criancas (Modabber, 2010).

O desenvolvimento de vacinas de segunda geracdo para a Leishmaniose
levou & utilizacdo de técnicas inovadoras como proteinas recombinantes,
guimeras (conjunto de proteinas fusionadas), vacinas de DNA, lipossomos e
sistemas de imunizacdo com células dendriticas. Nesses métodos, varias
proteinas foram testadas em varios modelos animais (rato, hamster e cao) e 0s
resultados foram diversificados, com diferentes niveis de protecdo. Em relacdo a
esses modelos animais, a utilizacdo do cdo é importante, jA que uma vacina
totalmente eficaz para esse hospedeiro, que € o principal reservatorio do parasita,
levaria a um melhor controle de areas endémicas (Evans e Kedzierski, 2012).

Diferentes proteinas recombinantes foram testadas como vacinas em
modelos murinos. Como por exemplo, a proteina A2, que é especifica da forma
amastigota de L. donovani, e foi capaz de induzir protecdo contra o parasita

(Ghosh et al, 2001; Ghosh et al, 2001). Outra proteina da forma amastigota,
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LCR1, também foi testada e apresentou protecdo parcial (Streit et al, 2000). Como
alternativa para o uso de uma Unica proteina recombinante, foram realizados
testes com quimeras, produzidas a partir da fusdo de um conjunto de proteinas
antigénicas individuais. A Leish-111f, uma proteina composta por trés moléculas
(TSA e LmSTI1 provenientes de L. major e LelF de L. braziliensis) repetidas em
tandem e administradas com adjuvante MPL-SE, demonstrou protecdo em caes
contra a LV (Coler et al, 2007, Trigo et al, 2010).

Nos testes com vacina de DNA, o antigeno mais estudado € o LACK
(homdloga de Leishmania de receptores de proteina quinase C ativada) é uma
proteina de 36 kDa altamente conservada entre as diferentes espécies e formas
evolutivas de Leishmania, e induz protecéo contra infeccdo cutanea por L. major
por intermédio do redirecionamento da resposta patogénica (Th2) para a protetora
(Th1). Quando administrado sem adjuvantes, 0 mesmo ndo gerou protecdo em
modelos murinos (Marques-da-Silva et al, 2005; Melby et al, 2001). Entretanto,
guando administrado com adjuvantes, o antigeno demonstrou protecdo nos
mesmos modelos experimentais (Gomes et al, 2007) e em cao (Ramiro et al,
2003; Ramos et al, 2008). O método de inoculacdo de antigenos por células
dendriticas, em modelo murino como vacina terapéutica, gerou protecdo quando
foi realizado carregado com extrato solluvel de L. donovani e alta expresséo de IL-
12 (Ahuja et al, 1999). O sistema de inoculacdo de antigenos por lipossomos
gerou apenas resultados com protecéo parcial em modelo murino, mas se tornou

uma nova alternativa para testes vacinais futuros (Henriquez et al, 2010).
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2.7.1 Vacina contra Leishmaniose Visceral Canina

Ha mais de 30 anos, pesquisadores vém tentando desenvolver uma vacina
contra a LV canina. Porém, para que sua utilizacdo seja recomendada pelo
Ministério da Agricultura e da Saude, a vacina tem que prevenir a infeccdo canina
ou a transmissdo do parasito do cdo para o inseto vetor, para reducdo da
incidéncia da doenca humana (Evans e Kedzierski, 2012). As vacinas que foram
produzidas para serem utilizadas para prevencao da LV canina no Brasil sdo: a
vacina de Ligante Fucose-Manose [(Fucose Mannose Ligand-FML)/saponina],
comercialmente conhecida como LEISHMUNE® (Borja-Cabrera et al., 2002),
porém o Ministério da Saude suspendeu a utilizacdo desta vacina por ndo atender
aos estudos de Fase Il (estudos em grande escala). Outra vacina € a com base
em proteina A2/saponina, comercialmente conhecida como Leish-Tec®
(Fernandes et al., 2008), apesar desta ultima encontrarem-se disponiveis no
mercado, o Ministério da Saude nao recomenda sua utilizacdo (SVS/MS, 2006).

Testes utilizando modelo canino ainda ndo evidenciaram a eficacia destas
vacinas em bloquear a transmissédo do parasito (Borja-Cabrera et al., 2010; De
Amorim et al., 2010). Além do mais, recomenda-se a realizagdo de estudos de
fase Ill antes da liberacdo dessas vacinas como forma de controle da LV canina

no Brasil (SVS/MS, 2013).

2.8 Estudos prévios do que originaram este trabalho

Em estudos realizados anteriormente, numa colaboracéo entre as unidades

da FIOCRUZ de Pernambuco (Departamento de Microbiologia, Centro de
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Pesquisas Aggeu Magalh&es) e Bahia (Laboratorio de Patologia e Biointervencéo,
Centro de Pesquisa Gongcalo Moniz) buscou-se identificar novos polipeptideos de
L. infantum com potencial para uso no diagnostico soroldgico da LV. Novos
antigenos foram entédo identificados através do rastreamento de bibliotecas de
expressdo de L. infantum (gendmica e de cDNA) com soros de animais e
pacientes humanos acometidos por esta doenca. Como resultado deste
rastreamento, e apos analise por homologia das sequéncias dos clones obtidos
com sequéncias de bancos de dados gendmicos de L. infantum e L. major, foram
identificados clones codificando treze proteinas distintas (Magalhdes, 2008).
Proteinas recombinantes derivadas de varios destes clones foram avaliadas
guanto ao seu potencial no diagnostico da leishmaniose visceral por meio de
ensaios de ELISA com soros de animais e humanos portadores de LV. Um
resultado importante derivado destas andlises € que os antigenos mais eficientes
na deteccdo da LV humana ndo eram os melhores para a LV canina e vice-versa,
ressaltando a importancia de se avaliar em separado os dois sistemas, humano e
canino, na hora de se otimizar os testes de deteccdo da LV (Magalhdes, 2007,
Oliveira et al., 2011; Nascimento, 2009).

Utilizando-se duas proteinas recombinantes (LcilA e Lci2B) como teste
rapido imunocromatografico para o diagnoéstico de caes infectados com L.
infantum, foi possivel verificar que esses dois antigenos em parceria com a rkK28
aumentaram a sensibilidade de 88% para 93,5%, mostrando que a combinacao
de antigenos € uma 6tima alternativa no diagnéstico da LV (Fraga et al, 2014).
Misturas de duas ou mais proteinas recombinantes também foram avaliadas por
ELISA com soros de cdes gerando resultados promissores, sendo observado um

aumento da sensibilidade dos testes (Nascimento, 2009). Contudo a producéo de
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um sistema de diagnostico com duas, trés ou mais proteinas recombinantes,
aumenta os custos e dificulta a padronizacao.

Recentemente, em um estudo precursor, foi possivel construir, expressar,
purificar e avaliar proteinas quiméricas geradas a partir de combinacfes
antigénicas de trés das melhores proteinas originalmente identificadas. Trés
quimeras foram geradas pela combinacdo de fragmentos das mesmas trés
proteinas antigénicas e que variam quanto ao posicionamento de cada fragmento
ao longo da sequéncia proteica. Observou-se que uma das combinacdes
aumentou o reconhecimento do anticorpo apresentado a proteina recombinante
em aproximadamente cinco vezes (diluicdo seriada dos soros positivos),
demonstrando alta sensibilidade (Tavares, 2012). Este resultado indica que a
construcdo de proteinas quiméricas € uma alternativa possivel e viavel para o

aperfeicoamento de testes de diagndstico sorolégico da LV humana e canina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as condicbes para a expressdo em Escherichia coli de genes
quiméricos sintetizados quimicamente e codificando para proteina compostas por
regibes selecionadas de antigenos previamente identificados de L. infantum.
Definir a composicédo antigénica e as melhores condi¢des para se alcangcar uma
superexpressao eficiente e compativel com uma maior antigenicidade das

proteinas quiméricas resultantes.

3.2 Objetivos Especificos

1. Sintetizar e subclonar em vetor de expressdo procaridtico genes
qguiméricos codificando para proteinas contendo regides antigénicas de maultiplas
proteinas nativas de Leishmania infantum;

2. Ampliar a diversidade dos genes quiméricos a partir de reacdes de
subclonagem visando a retirada de segmentos selecionados dos genes
originalmente sintetizados;

3. Avaliar o reconhecimento das proteinas quiméricas por soro dirigido contra
diferentes componentes antigénicos incluidos na sua composic¢ao;

4. Comparar o efeito de diferentes combinagcdes das regides antigénicas e
outras sequéncias sintéticas na eficiéncia da expressédo das diferentes proteinas

guiméricas em Escherichia coli.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Construcdo dos genes quimeéricos e otimizacdo da sua expressao

Sequéncias otimizadas correspondentes a quatro genes Qquimericos
contendo diferentes combinacdes de fragmentos derivados de proteinas
antigénicas de Leishmania infantum foram desenhadas em etapa que precedeu
este trabalho. Foram selecionados quatro dos melhores genes que apresentaram
resultados promissores no diagndstico da LV e da LV canina, estes genes foram
submetidos a ensaios através do programa de Bioinformatica (BCPred12) que é
um novo método para prever epitopos de células B lineares (EL-Manzalawy et al,
2008).

Estes genes foram unidos e otimizados pelo programa GENDESIGN e
primeiro momento estas sequéncias foram enviadas para a sintese comercial,
encomendada a empresa GENSCRIPT, sintetizadas e disponibilizadas ja

clonadas no vetor comercial pUC57 simples (Figura 11).
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Figura 11. Mapa do pUC57 simples. Mostrando os sitios das enzimas Xbal, Hindlll e
Scal (marcado de vermelho). Os genes sintéticos foram inseridos entre os sitios de

Xbal/Hindlll. Fonte: http://www.genscript.com/vector/SD1176-pUC57_plasmid_DNA.html

4.2 Digestao com enzimas de restricao

AplOs a sintese comercial dos genes sintéticos (Q1, Q2, Q3 e Q4),
conforme as estratégias tracadas, eles foram digeridos por digestdo dupla com as
enzimas de restricdo Xbal /Hindlll, a fim de retira-los do plasmidio de clonagem
pUC57 e posteriormente subclona-los no vetor de expressdo pRSETa. Além da
digestdo por esse par de enzimas, também foi necesséario o uso da enzima Scal

(indicada na Figura 11) a qual digere o plasmidio ao meio e dessa forma separar
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os fragmentos correspondente aos genes sintéticos do fragmento correspondente
ao plasmideo. Na auséncia da digestdo com Scal, apenas com o par de enzimas
Xbal/Hindlll, o tamanho dos fragmentos dos genes sintéticos seria muito
semelhante ao do plasmideo pUC57 linearizado, o que inviabilizaria a separacao
dos dois durante a etapa de subclonagem. Para correta utilizacdo das enzimas

foram seguidas todas as instrucfes do fabricante (New England Biolabs-inc.).

4.3 Purificacdo dos Insertos e dos Vetores Plasmidiais

Apos as digestdes, os insertos foram purificados e separados do vetor
pUC57 através de corrida eletroforética em gel de agarose 1% corado com SYBR
safe DNA (Invitrogen), sendo a analise da digestdo feita por comparacéo entre o
tamanho das bandas geradas pela digestdo e o tamanho dos fragmentos
esperados pelo mapeamento do sequenciamento. A documentacdo desta etapa
foi feita através da fotografia do gel de agarose sob iluminacéo ultravioleta. Apés
a confirmacado do sucesso das digestfes, as bandas desejadas foram separadas
das demais com a continuacdo da eletroforese por um tempo maior e com o
auxilio de um bisturi, as bandas dos insertos foram excisadas do gel de agarose.
Foi realizada a purificacdo dos fragmentos através do sistema de extracdo de
DNA em gel de agarose GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit

seguindo o protocolo do fabricante (GE Healthcare).
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4.4 Ligacdo dos Fragmentos nos Plasmidios Vetores, Transformacao,

Minipreparacdo e Confirmacado da Subclonagem

Os insertos obtidos foram ligados ao plasmidio de expressdo (pRSETa) e
fragmento purificado com a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs=-inc.) a
16 °C por 18 horas. As construcfes foram entdo utilizadas para transformar
bactérias Escherichia coli (DH10B) competentes através de choque térmico (30
minutos imersas em gelo e 5 minutos em banho-maria a 37 °C) em solucao
tamponada de cloreto de magnésio. Em seguida, estas células, foram plaqueadas
em meio LB soélido contendo ampicilina na concentracéo de 100 pg/mL, crescendo
durante 16 horas em estufa a 37 °C.

ApoOs analise das placas, colénias de cada gene quimérico foram
escolhidas aleatoriamente, isoladas e inoculadas em tubos contendo 3 mL de
meio LB liqguido com ampicilina (100 pg/mL). Os inéculos foram entdo colocados
sob agitacdo constante em temperatura de 37°C por aproximadamente 16 horas.
Apds o crescimento, foram retiradas aliquotas de 1,5 mL dos in6culos, para
obtencédo de um sedimento através de centrifugacdo a 12.000 xg por 3 minutos. A
partir do sedimento foi realizado o protocolo da extracdo de DNA plasmidial
(minipreparagéo), utilizando-se sistema comercial (GenElute™ Plasmid Miniprep
Kit da SIGMA), e a analise dos plasmideos obtidos realizada em gel de agarose a
1%.

A enzima de modificacdo Antarctic Phosphatase (New England Biolabs),
possui a funcdo de desfosforilar a extremidade 5 do DNA e sua utilizacéo foi
necessaria para minimizar os eventos de religacdo de DNA plasmidial nas etapas

de subclonagem, eventos estes induzidos pela presenca de fragmentos
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resultantes de apenas uma das duas enzimas, Xbal/Hindlll, utilizadas nas
reacoes de subclonagem. Para fins de utilizacdo dessa enzima foi seguido as
instrucdes do fabricante. A escolha desta enzima (Antarctic Phosphatase) de
modificacdo em relacdo a fosfatase alcalina tradicional (Calf Intestinal
Phosphatase - CIP) se deu pelo fato da primeira possuir temperatura de
inativacdo, facilitando assim seu uso e possibilitando um maior controle da

reacao.

4.4.1 Estratégias de Truncagens dos Genes Quiméricos

ApoOs a primeira subclonagem dos genes quiméricos completos no vetor de
expressdo pRSETa foram realizadas diferentes reacdes de truncagens desses
genes de forma a gerar diferentes construcfes variando quanto a presenca ou
nao de fragmentos antigénicos selecionados. A primeira digestéo, feita com as
quatro construgdes, foi com a enzima Ncol (que excisa o fragmento pSS-glll),
retirando o tag de otimizacdo da expressao. A segunda digestdo, também feita
nas quatro construgdes, foi com o par de enzimas Sall/Xhol excisando o
fragmento C-terminal nas Q1 e Q2 reduzindo 1155 pb da sequencia. Na Q3 esse
par de enzimas também excisa seu fragmento C-terminal, no caso de 843 pb da
sequencia. Ja na Q4 o mesmo par de enzimas excisa um fragmento ainda maior,
de 1435 pb.

As quimeras Q3 e Q4 ainda propiciam outras digestdes em sitos
especificos. A Q3 digerida com a enzima Mfel excisa um fragmento interno de
103 pb e quando digerida com o par de enzimas Mfel/EcoRI excisa um fragmento

interno ainda maior, reduzindo o gene em 695 pb. Ja na Q4, esse par de enzimas
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excisa 0 mesmo fragmento interno de 103 pb, enquanto que a digestdo com Sall
retira um segundo fragmento interno, reduzindo o gene em 592 pb.

Apos todas as trucagens feitas, os fragmentos resultantes foram religados
e transformados novamente em células competentes de E. coli da linhagem
Topl0 para a subsequente realizacdo de minipreparacdo de DNA em pequena

escala (SIGMA).

4.4.2 Confirmacédo da Subclonagem e da Construcao das Quimeras.

A confirmacdo das subclonagens foi feita através do sequenciamento das
minipreparacdes e por digestdes com a dupla de enzima Xbal/Hindlll. Depois de
confirmada a subclonagem, algumas minipreparacdes foram selecionadas e
transformadas novamente em células competentes de E. coli da linhagem DH10p3
para realizacdo de maxipreparacédo, extracdo de DNA em larga escala (Sambrook

e Russel, 2001).

4.5 Expressao das proteinas quiméricas

Para a expressao das diferentes proteinas quiméricas, as construcdes
plasmidiais geradas foram utilizadas para transformar células competentes de E.
coli BL21 (DES3) plysS e induzidas na presenca de isopropil-Beta-D-galactosideo
(IPTG). A partir das células transformadas, foram feitos pré-indculos em 20 ml de
LB (Luria Bertani) na presenca de ampicilina (100 pg/ml), a 37°C e 160 rpm.
Dessa cultura, 15 ml foram inoculados em 500 ml de meio LB com ampicilina (100

pg/ml), até ser atingida uma densidade optica (D.O) de 0,5 a 0,8 & um
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comprimento de onda de 600 nm, onde foi acrescentado IPTG para uma
concentracdo final de 0,1 mM. Apds 3 horas de agitacdo a 28°C e 180 rpm,
retirou-se uma aliquota, que foi fracionada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
15%). O resultado foi visualizado através da coloracdo do gel com Comassie Blue
R-250.

Diferentes condicbes de expressao foram avaliadas como tempo de
crescimento, concentracdo de IPTG adicionado e fase da cultura (densidade

Optica) quando se induz a expressao das proteinas recombinantes.

4.6 Purificacdo das Proteinas Quiméricas

Para a obtencédo das proteinas recombinantes, os sedimentos celulares
obtidos apds a inducdo com IPTG foram resuspensos em 20 mL de tampédo de
lise e equilibrio (100 mM fosfato de sédio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 20 mM de
imidazol — pH 8,0) e solubilizados por ultra-sonicacdo, em 4 pulsos de 30
segundos com intervalos de 1 minuto, a 4°C. O material em seguida foi
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante resultante da
centrifugacéo foi incubado por 1 hora com 500 uL de resina Ni-NTA agarose
(Qiagen) e 2,5 mM de imidazol, a 4°C, sob leve agitacdo. Apds a incubagdo com a
resina, o material foi centrifugado a 6.000 g por 2 minutos, o sobrenadante
descartado, e a resina lavada trés vezes com 1 ml de tampéao de equilibrio (como
descrito acima) através de etapas de suspensdo e centrifugacdo. Mais duas
lavagens foram realizadas com tampé&o desnaturante em pH 6,0 (100 mM fosfato
de sddio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 30 mM de imidazol), seguida da eluicdo das

proteinas recombinantes realizada por meio de lavagens sucessivas com 0
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tampdao de eluicdo (100 mM fosfato de sédio, 10 mM Tris, 8 M de Uréia, 1 M de
imidazol — pH 4,5). Todos os sobrenadantes desta etapa foram separados e
guardados a —80°C. Em seguida foram separados 10 pl de cada eluato e da
resina, acrescidos de igual volume de tampédo de amostra para SDS-PAGE duas
vezes concentrado com 2-mercaptoetanol (50 pl/mL), fracionados em gel SDS-

PAGE 15% e visualizados apos coloracdo com Azul de Comassie R-250.

4.7 Ensaios de Western Blot

Para verificacdo do reconhecimento antigénico e confirmacdo das
purificagbes foram realizados ensaios de Western-blot (Wb) com diversas
diluicdes das proteinas quiméricas purificadas incubadas com soros de coelhos
(gerados em trabalhos anteriores) produzidos através da imunizacdo com as
proteinas recombinantes individuais. Para isso, as proteinas quiméricas diluidas
foram fracionadas em gel SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de
PVDF (Immobilon-P Millipore®), as quais sofreram bloqueio em solucdo de leite a
5% em TBS (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH7,5) suplementadas com Tween-20 a
1% por 1 hora. Posteriormente, foram incubadas com os anticorpos em diluices
finais de 1:3000 e 1:1000 para as proteinas completas e suas fracdes, em solugéo
de leite a 5% em TBS / Tween-20 a 1% por 1h. As membranas foram lavadas
trés vezes com TBS/ Tween-20 a 1% por 10 minutos cada. Realizou-se nova
incubacéo, durante 1 hora, com o segundo anticorpo (anti IgG de coelho, Jackson
Immunoresearch Laboratories), marcado com peroxidase, numa diluicao fixa de
1:10000 em solucao de leite a 5% suplementado com TBS / Tween-20 a 1%. Em

seguida, foram novamente lavadas trés vezes com TBS / Tween-20 a 1% por 10
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minutos. Apos essas lavagens, as membranas foram banhadas numa solucéo de
luminol 1,2 mM, iodofenol 0,4 mM e perdxido de hidrogénio 0,03% por 2 minutos,
para realizacdo da reacdo de quimioluminescéncia. Estas membranas foram, em
seguida secas e, posteriormente, expostas a um filme de auto-radiografia durante
1 e 5 minutos. O filme foi revelado com uma solucéo de Dektol (1:2) por 1 minuto

e lavado em solucao de acido acético diluido e fixado por 3 minutos.
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5. RESULTADOS

Como etapa preliminar a realizagéo deste trabalho, foram pré-selecionadas
regides de quatro proteinas de Leishmania infantum que apresentaram o melhor
desempenho frente a soros de cdes e humanos no diagndstico da Leishmaniose
Visceral. Nesta dissertacdo essas proteinas foram denominadas de: Agl; Ag2;
Ag3 e Ag4. Para as construgbes das proteinas quiméricas e a selecdo das
regibes antigénicas foi baseada em critérios de tamanho, solubilidade e potencial
imunogénico. As respectivas sequéncias codificadoras foram entdo otimizadas
para expressdo em Escherichia coli e unidas em sequéncia, levando em
consideracdo os seguintes parametros: fase de leitura, frequéncia de codon,
estrutura secundaria do mRNA, distribuicdo do conteddo de GC e sitios de
restricdo. Pequenos espacadores foram incluidos entre as regides antigénicas
nas proteinas quiméricas visando facilitar as condicbes de dobramento das
proteinas recombinantes resultantes.

Foram, também, incluidas sequéncias otimizadas na extremidade 5 dos
genes sintéticos bem como na regido codificando as extremidades das proteinas,
tais como: pRBS-SD1+6AA - sitio de ligacdo do ribossomo e sequéncia Shine-
Dalgarno; pSS-glll - Sequéncia N-terminal para otimizar expresséo, proteina de
envelope de fago; peptideo T7 tag - sequéncia N-terminal para estabilizar e
otimizar expressao; ET-6His — sequéncia de poli-histidinas (seis) introduzida na
extremidade C-terminal para permitir a purificacdo das proteinas; e codon de
terminacdo da tradugcdo. Os genes citados acima deram origem a quatro
construgdes quimeéricas (Q1, Q2, Q3 e Q4), as quais diferem na ordem em que os
fragmentos de proteinas antigénicas foram inseridos na construgdo, todas

flanqueadas pelos sitios Xbal/HindlIll para clonagem no vetor plasmidial.
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Aos genes sintéticos, acrescentaram-se ainda sitios de enzimas de
restricdo em pontos estratégicos ao longo das construcdes, de forma a permitir
uma facil modificacdo destes genes, incluindo ou excluindo algumas sequencias e

possibilitando uma maior manipulacao da sua estrutura (Figura 12).

GENEQ1 _
Xbal 6x-HIS Hind Il
Ncol Ncol Sall Xho | |
pRBS+ATG . STOP
|
pssgll T7ag  103Pb  592pb 843pb 1155pb
GENE Q2
Xba 6x-HIs  Hindlll
Ncol Ncol Sall Xho | ‘
pRBS+ATG . STOP
pssgil 17 103PB 592pb 427pb 1155pb
GENEQ3
Xball 6x-HIs  Hind Il
Ncol Neol  Mfe | Mfe | EcoRl Sall Xho |\
pRBS+ATG . STOP
-
pssgiliT7rag  103PB 592pb 666pb 843pb
GENE Q4
Xbal 6x-HIS Hind I
Ncol Neol M‘fel EcoRl STII sall Xhol|
pRBS+ATG . STOP
g 036D 666pb 592pb 843pb

Figura 12. Esquema representativo dos genes quiméricos sintetizados: Observamos que
todas as regides de interesse foram desenhadas flanqueadas por sitios de enzimas de restrigdo
de forma a se formular varias estratégias de subclonagens. As siglas A, R e CT significam: regiao

Antigénica, regido repetitiva e regido C-Terminal respectivamente.
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5.1. Subclonagem dos Genes Sintéticos (Q1, Q2, Q3 e Q4) em Vetores de

Expressao.

De posse das construcdes génicas, Ql, Q2, Q3 e Q4 sintetizados
comercialmente e do plasmidio de expressdo pRSETa realizou-se a extracdo do
DNA plasmidial em larga escala, com o objetivo de obter uma grande quantidade
de material genético plasmidial dos clones.

Seguindo a estratégia tracada para a primeira subclonagem como descrito
na metodologia e representado na Figura 12, os genes sintéticos Q1, Q2, Q3 e
Q4 foram subclonados no vetor de expressdo pRSETa, através do auxilio da
enzima Scal que facilitou no processo de digestdo e obtencdo do inserto. As suas
confirmacbes foram realizado através de digestdes pelo par de enzimas de
restricdo Xbal/Hindlll, onde o perfil de digestdo pode ser observado de forma
representativa na Figura 13, e por analise de sequenciamento das quais
mostraram bandas nos tamanhos de 2845 pb, 2430 pb, 2360 pb e 2358 pb
respectivamente. Como o plasmidio apresenta 2999 pb a visualizacdo das bandas
dos genes sintéticos de maior tamanho (Q1 e Q2) é dificultada mas sua presenca

foi confirmada por meio das rea¢des de sequenciamento.
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Figura 13. Confirmac&o da primeira subclonagem. Gel de
agarose 1% mostrando o fracionamento e consequentemente a
liberacdo dos insertos preditos apds digestdo com a dupla de
enzima Xbal/Hindlll. A digestdo dos plasmideos com os genes
Q1 e Q2 foi parcial e mostra a banda correspondente ao

plasmideo linearizado.

5.2 Subclonagens para as construcdes quiméricas parciais

De posse das construgcdes quiméricas completas clonadas no vetor
pRSETa (Q1 COM, Q2 COM, Q3 COM e Q4 COM), para cada gene quimérico
foram feitos digestdes utilizando sitios de restricdo internos presentes nos gene
sintéticos, mas ausentes do vetor plasmidial, visando a geragdo de proteinas
truncadas onde diferentes fragmentos peptidicos foram retirados dos genes
completos. Os sitios de restricdo selecionados foram inseridos com este propésito

nos genes quimeéricos ainda na fase de desenho das respectivas sequéncias. O
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objetivo desta etapa foi o de se ampliar o nimero de proteinas quimeéricas
sintetizadas de forma a se verificar qual das alternativas e combinacdes

antigénicas poderia melhorar a expressao proteica no sistema procariotico.

5.2.1 Obtencéao das truncagens da construcdo Q1

Para a construcdo contento o gene Q1, a primeira digestao foi realizada
com a enzima Ncol que retira o peptideo de otimizacdo de expressao, com
tamanho de 75 pb. Nesse sentido o plasmideo pRSETa com o gene Q1 completo
foi digerido com Nco | e o produto da digestdo separado em gel de agarose para
purificacdo do fragmento contendo o plasmideo e gene completo a excec¢do do
fragmento de 75 pb. Este fragmento maior foi entéo religado de forma a gerar o
gene sintético clonado no vetor pRSETa mas excluido o fragmento menor.
Utilizando uma estratégia equivalente, uma segunda digestao foi feita a partir do
gene completo utilizando as enzimas Sall/Xhol. Como os sitios de restricdo para
estas enzimas sdo complementares, a religacdo do fragmento maior produto
desta digestao leva a producdo de um gene quimérico, clonado no pRSETa, onde
se retirou um fragmento de 1155 pb que codifica para o Ag4. A Figura 14 ilustra

as construcdes geradas a partir do gene quimérico Q1.
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GENEQ1 .
el Bx-HIS Hind Il
Meol Neol sall Xho | |
pRBS+ATG . —
(.
A sssgl T2Tag 103D 592pb 843pb 1155pb 1c0m
GEMNEQ1
|Xba I Bx-HIS Hind Il
Xhol |
pRBSHATG . J—
B T:r-lng 103pb  592pb 843pb 1155pb
Q1NN
GENEQ1
Mool Noal
pRBL ATS STOP
: o
I I
C pssgm T7.Tag 103D 592pb 843pb

Figura 14. Construcdo da quimera 1: A) Q1COM flanqueada entre as enzimas Xbal/Hindlll, a
construcdo original B) Q1 sem o Tag de otimizacdo excisado pela Ncol e C) Q1 sem o Ag4

excisado pelas Sall/Xhol.

5.2.2 Obtencéao das truncagens da construgcdo Q2

Em relacdo ao gene quimérico Q1 a Unica diferengca no gene Q2 é que o
segmento que codifica o Ag2 nesta proteina nao inclui o fragmento C-terminal da
proteina (Ag2-CT) e que pode ou ndo interferir com a expressdao da proteina
quimérica. Para o gene Q2 entdo, uma estratégia equivalente a descrita acima
com o gene guimérico Q1 foi realizada. Assim uma primeira digestao feita foi com
a enzima Ncol que retira o peptideo de otimizacdo de expressdo, com tamanho

de 75 pb. Em seguida, uma segunda truncagem foi também realizada com o par
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de enzimas Sall/Xhol, retirando o fragmento de 1155 pb que codifica o0 Ag4. A

Figura 15 ilustra as construcdes geradas a partir do gene quimérico Q2.

GENEQ2
Xbal 6x-HIS Hind Il
Ncol Neol Salll Xi’!ol |
REBS+ATG STOP
\—LI-LI——-IT" THoss  Samw mam
|
A pssgn T7rag  103PD 592pb 427pb 1155pb Q2COM
GENEQ2
Xba | 6x-HIs  Hindlll
Salll XTO' |
B B RETEaE R e e
I
B 17  103pb  592pb 427pb 1155pb Q2NN
GENEQ2
Xba | ex-HIs  Hindlll
Nco! Ncol |
R e ) I
€ |
pSS-gitl T7.-Tag 103pb 592pb 427pb Q2SX

Figura 15. Construcdo quimérica 2: A quimera 2 ndo contem a regido CT do Ag2 A) Q2COM
flanqueada entre as enzimas Xbal/Hindlll, B) Q2 sem o Tag de otimizacdo excisado pela Ncol e C)

Q2 sem o Ag4 excisado pelas Sall/Xhol.

5.2.3 Obtencéao das truncagens da construcdo Q3

O gene quimérico Q3 codifica para uma proteina com a mesma
composicdo antigénica do antigeno Q1, porém com uma inversdo na ordem dos
peptideos antigénicos. Esse gene possui ainda um maior nimero de sitios de
restricdo, possibilitando a geracdo de uma quantidade maior de proteinas
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recombinantes distintas. Da mesma forma que os demais, a primeira digestao
feita foi com a enzima Ncol que retira o fragmento codificando o peptideo de
otimizacao de expressdo, com tamanho de 75 pb. A segunda truncagem foi dada
pela digestdo com o par de enzimas Sall/Xhol, que neste caso retira o fragmento
codificando o Ag2, que tem tamanho de 843 pb. Uma terceira digestao foi também
realizada através da enzima Mfel, que retira o fragmento codificando o Ag3, com
tamanho de 103 pb. E a ultima digestdo foi feita através do par de enzimas
Mfel/EcoRI retirando os fragmentos codificando os antigenos Ag3 e Agl, com
tamanhos de 103 e 592 pb, respectivamente. A Figura 16 ilustra as construcdes

geradas a partir do gene quimérico Q3.
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GENEQ3

Ncol Neol  Mfe | Mfe | EcoRl Sall Xhol‘

PRBS+ATG - STOP
|
pssgll g 103PB 592pb 666ph 843pb Q3COM
GENEQ3
Xbal 6x-HIs  Hindlll
Mfe | N‘Ifel EcoRlI Sall X’hol
PRBS+ATG . STOP
|
17eg  103Pb 592pb 666pb 843pb Q3NN
GENEQ3
Xba | 6x-HIs  Hindlll
Ncol Neol  Mfe | Mfe | EcoRI
PRBS+ATG . STOP
|
psS-glll T7-Tag 103pb 592pb Gﬁﬁpb Q38X
GENEQ3
Ncol Ncol E<‘:o RI STII X‘ho |‘
RBS+ATG STOP
L — e - e
|
Sl 592pb 666pb 843pb Q3MM
GENEQ3
Ncol Ncol STII Xro | \
|
pSS-glll T7-Tag 666pb e Q3ME

Figura 16. Construcdo da quimera 3: A) Q3COM flanqueada entre as enzimas Xbal/Hindlll, B)

Excisdo do tag pSS-glll flanqueado entre a enzima Ncol, C) Excisdo do Ag2 entre as enzimas

Sall/Xhol, D) Exciséo do Ag3 pela enzima Mfel, e E) Excisdo Ag3 e Agl pelo par de enzimas

Mfel/EcoRI.
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5.2.4 Obtencéo das truncagens da construcao Q4

O gene quimérico Q4 também codifica para uma proteina com a mesma
composicdo antigénica do antigeno Q1, porém com uma nova ordem dos
peptideos antigénicos. Assim como o Q3, Esse gene também possui um maior
namero de sitios de restricdo e permitiu a geracdo de uma quantidade maior de
proteinas recombinantes distintas. Para as truncagens, a primeira digestao
também foi feita com a enzima Ncol retirando o peptideo de. A segunda digestédo
com o par de enzimas Sall/Xhol, retirou os fragmentos codificando os Ag2 e Agl,
com tamanhos de 843 e 592 pb, respectivamente. Uma terceira digestdo foi
realizada através da enzima Mfel/EcoRlI retirando o fragmento codificando o Ag3,
de 103 pb. E a ultima digestdo foi feita através da enzima Sall, retirando o
fragmento codificando o Agl, de 592 pb. A Figura 17 ilustra as construcdes

geradas a partir do gene quimérico Q4.
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GENE Q4
Xbal 6x-HIS HindIII
Ncol Ncol Mfe | EcoRI Sall Sall X‘hol
pRBS+ATG . STOP
|
A atairimg  103ph 666pb 592pb 843pb Q4coM
GENE Q4
Xbal 65:HIS HindIII
Mfe | EcoRl Sall Sall Xho | |
PRBS+ATG . STOP
|
B 1712 103Pb 666pb 592pb 843pb Q4NN
GENE Q4
Xba | extis  Hindll
Ncol Neol Mfe | EcoRI Sall ’
PRBS+ATG . STOP
|
” pssgll T7Tag  103PD 666pb 592pb —
GENE Q4
Xbal 6x-HIS Hind Il
Ncol Ncol STII STII X’hol|
PRBS+ATG STOP
| n'm N
|
B ST 666pb 592pb 843pb Q4ME
GENE Q4
Xbal 6x-HIS Hind Il
Ncol Ncol Mfe | EcoRI X’hol
pRBS+ATG . STOP
& ossgll T7rag  103PP 666pb 843pb Q4ss

Figura 17. Construcdo da quimera 4: A) Q4COM flanqueada entre as enzimas Xbal/Hindlll, B)

Excisdo do tag pSS-glll flanqueado entre a enzima Ncol, C) Excisdo do Ag2 e Ag3 entre as

enzimas Sall/Xhol, D) Excisdo do Ag3 pela enzima Mfel, e E) Excisdo Ag2 pelo enzima Sall.
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5.2.5 Andlise das diferentes constru¢cdes quiméricas

Apds se obter todas as digestbes parciais tanto das quimeras completas
como das quimeras truncadas, elas foram nomeadas de acordo com os sitios de
restricdo utilizados na sua obtencéo (Tabela 2). No caso as constru¢cdes geradas
foram as seguintes: Q1COM, Q2COM, Q3COM e Q4COM, que correspondem as
guimeras completas flanqueadas pelos sitios Xbal/Hindlll; Q1INN, Q2NN, Q3NN e
Q4NN, que correspondem as quimeras sem o0 peptideo de otimizacdo da
traducdo, gerado pelas digestdes dos genes quiméricos com Ncol; Q1SX, Q2SX,
Q3SX e Q4SX, correspondendo as constru¢des quiméricas geradas pela digestao
com as enzimas Sall/Xhol; Q3MM, correspondente a construcdo quimérica do Q3
gerada pela digestdo com Mfel; Q3ME e Q4ME, correspondentes as construcdes
guiméricas geradas pela digestdo dos Q3 e Q4 com as enzimas Mfel/EcoRl; e por

fim a Q4SS, corresponde a digestdo do gene Q4 com a enzima Sall.

Tabela 2: Nomenclatura das constru¢cdes geradas e o tamanho do inserto liberado quando

digeridas pelas enzimas Xbal/Hindlll.

NOMENCLATURA Tamanho do inserto liberado (pb)

QlCOoM 2845
Q1NN 2734
Q1sSX 1690
Q2COM 2430
Q2NN 2319
Q2SX 1275
Q3COM 2360
Q3NN 2249
Q3SX 1517
Q3MM 2205
Q3ME 1719
Q4COM 2358
Q4NN 2247
Q4SX 923

Q4ME 2202
Q4SS 1716
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As construcdes foram obtidas através da digestdo pelas determinadas
enzimas, purificacdo do inserto de interesse e religacdo, onde em seguida, foi
obtido o DNA plasmidial em pequena e grande escala. As clonagens foram
confirmadas por digestbes com o par de enzimas Xbal/Hindlll e pelo
sequenciamento. A Figura 18 ilustra os insertos observados nos tamanhos

determinados para as diferentes construcoes.

1650pb

1Kb

Figura 18. Gel representativo mostrando a liberac&do dos insertos nos tamanhos
esperados: Gel de agarose 1% mostrando os insertos em seus tamanhos preditos,

obedecendo a tabela 2, apds a digestdo com o par de enzimas Xbal/Hindlll,

5.3 Expresséao das proteinas quiméricas completas e truncadas

Uma vez que foi obtido o DNA plasmidial de todas as construcdes
quiméricas de interesse e confirmados por digestdo e sequenciamento, estas
construgbes geradas foram transformadas em células competentes de E. coli
BL21 (DE3) plysS e induzidas na presenca de isopropil-Beta-D-galactosideo

(IPTG). Apos o periodo de crescimento e expressao, extratos bacterianos totais
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de células expressando as diferentes proteinas foram fracionados em gel de SDS-
PAGE, seguido de coloracdo com Azul de Coomassie para a visualizacdo das
proteinas de interesse. A Tabela 3 ilustra o peso molecular esperado para cada
uma das proteinas recombinantes codificadas pelos diferentes genes quiméricos
obtidos. Entretanto, como mostra a Figura 19, ndo foram obtidos resultados
visualmente significativos no gel para a grande maioria das proteinas
recombinantes. A Unica excecado foi a proteina quimérica Q2SX, como mostra a
seta vermelha. O vetor pRSETa foi utilizado como controle negativo e uma
proteina D2 foi utilizada como controle positivo, visto que a mesma apresenta em
sua composicao trés antigenos em comum com as minhas construcdes. A tabela
4 mostra todas as construcfes e seus respectivos tamanhos de pares de bases e

de kDa, alem de mostrar o que foi retirado de cada construcao.

Tabela 3: Nomenclatura das construcdes proteicas e seus pesos moleculares determinados no gel

SDS-PAGE.
NOMENCLATURA PESO MOLECULAR (kDa)

Q1COM 102,65
QINN 99,26
Q1SX 60,46
Q2COM 87,07
Q2NN 83,68
Q2SX 44,88
Q3COM 84,76
Q3NN 81,37
Q3SX 53,56
Q3MM 80,48
Q3ME 63,21
Q4COM 84,35
Q4NN 81,21
Q4SX 32,03
Q4ME 80,18
Q4SS 63,28
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Figura 19. Andlise da expressao

em Escherichia coli

das

diferentes proteinas

recombinantes: Gel de SDS-PAGE 15% representando as proteinas expressas em extratos totais

de E. coli ap6s inducéo com IPTG. Os ndmeros a esquerda indicam o peso dos marcadores

moleculares em kDa, pRSETa utilizado como controle negativo e a D2 como outro controle

positivo.
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Tabela 4: Todas as constru¢cBes quiméricas completas e truncadas os seus tamanhos previstos,

em destaque a sequéncia que melhor teve um perfil de expressao.

NOMENCLATURA Ordem dos Antigenos (pb) (kDa)
QlCoM Tag-Ag3-Agl-Ag2+Ag2CT-Ag4 2845 102,65
Q1NN Ag3-Agl-Ag2+Ag2CT-Ag4 2734 99,26
Q1SX Tag-Ag3-Agl-Ag2+AgCT 1690 60,46
Q2COoM Tag-Ag3-Agl-Ag2-Agd 2430 87,07
Q2NN Ag3-Agl-Ag2-Ag4 2319 83,68
Q2SX Tag-Ag3-Agl-Ag2 1275 44,88
Q3COM Tag-Ag3-Agl-Ag4-Ag2+Ag2CT 2360 84,76
Q3NN Ag3-Agl-Ag4-Ag2+Ag2CT 2249 81,37
Q3sSX Tag-Ag3-Agl-Ag4 1517 53,56
Q3MM Tag-Agl-Ag4-Ag2+Ag2CT 2205 80,48
Q3ME Tag-Ag4-Ag2+Ag2CT 1719 63,21
Q4COM Tag-Ag3-Ag4-Agl-Ag2+Ag2CT 2358 84,35
Q4NN Ag3-Ag4-Agl-Ag2+Ag2CT 2247 81,21
Q4SX Tag-Ag3-Ag4 923 32,03
Q4ME Tag-Ag4-Agl-Ag2+Ag2CT 2202 80,18
Q4SS Tag-Ag3-Ag4-Ag2+Ag2CT 1716 63,28

5.4. Reconhecimento das proteinas quiméricas por anticorpos através de

ensaios de Western Blot.

Os extratos bacterianos expressando os diferentes genes quiméricos
obtidos foram entdo submetidas a ensaios de Western Blot visando confirmar a

expressdo das diferentes proteinas quiméricas por meio de sua detec¢cdo com
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soros disponiveis contra os antigenos Ag2, Ag3 e Ag4, ou soro comercial dirigido
contra a sequéncia de poli-histidinas.

N&o foi avaliado o Agl, pois ndo se dispde de soro contra ele no
laboratorio. Foi utilizado como controle negativo o pRSETa induzido e outro
controle (proteina quimérica D2) servindo como comparativo, esta foi uma das
proteinas quiméricas obtida em estudo prévio e que tem trés proteinas
semelhantes as que estdo inseridas nestas construcdes, com aproximadamente

97 kDa de tamanho.

5.4.1 Reconhecimento das proteinas quiméricas Q1 e suas truncagens

Primeiramente as proteinas quiméricas derivadas do gene Q1 (Q1COM,
Q1NN e Q1SX), junto com a proteina controle D2, foram avaliadas com o primeiro
anticorpo o Anti-Ag2, mostrando o reconhecimento destas proteinas nos
tamanhos preditos, como indicados pelas setas em vermelho na Figura 20A. A
Figura 20B mostra em seguida as proteinas quiméricas reconhecidas pelo Anti-
Ag3, enquanto a figura 20C mostra o reconhecimento apenas das proteinas
Q1COM e Q1NN através do Anti-Ag4, pois a proteina Q1SX e a D2 ndo contém o
Ag4. Por fim, a figura 20D mostra o reconhecimento das proteinas pelo anticorpo
Anti-Histidina, pois todas as constru¢cfes quiméricas possuem a sequéncia de

poli-histidinas na sua extremidade C-terminal.
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A Anticorpo Anti-Ag2 B Anticorpo Anti-Ag3
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Anticorpo Anti-Ag4 D Anticorpo Anti-Histidina

pRSETa
Q1com
QINN
QIsX

97KDa 97KDa

66KDa

4S5KDa

45KDa

Figura 20. Western Blot representativo do reconhecimento das construcfes
quiméricas derivadas do gene Q1: As constru¢cdes foram reconhecidas nos seus
tamanhos preditos o pRSET apenas como controle, 102KDa, 99KDa, 60KDa e 97kDa e,
respectivamente como demonstram as setas, em relacdo a Q1NN o seu tamanho, em
alguns casos ndo condizem com o esperado podendo ter havido vazamento dos po¢os ho
momento da corrida. Os anticorpos foram diluidos de 1:3000 para estas reacdes. A)
reconhecimento das proteinas pelo Anti-Ag2, B) reconhecimento das proteinas pelo Anti-
Ag3, C) reconhecimento das proteinas pelo Anti-Ag4 e D) reconhecimento das proteinas

pelo Anti-Histidina.

5.4.2 Reconhecimento das proteinas quiméricas Q2 e suas truncagens
Em seguida as proteinas quiméricas derivadas do gene Q2 (Q2COM

, Q2NN e Q2SX) foram avaliadas com o primeiro anticorpo, Anti-Ag2, mostrando o
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reconhecimento nos tamanhos preditos indicados pelas setas em vermelho
(Figura 21A). Na sequencia, a Figura 21B mostra as proteinas reconhecidas pelo
Anti-Ag3, enquanto a figura 21C mostra o reconhecimento pelo Anti-Ag4 apenas
das proteinas Q2COM e Q2NN. Como no caso das proteinas derivadas do gene
Q1, as proteinas Q2SX e a D2 ndo contém o Ag4. A figura 21D mostra o

reconhecimento das diferentes proteinas pelo anticorpo Anti-Histidina.
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Figura 21. Western Blot representativo do reconhecimento das constru¢c8es quiméricas
derivadas do gene Q2: As construcdes foram reconhecidas nos seus tamanhos preditos de
87KDa, 83KDa, 45KDa e 97kDa respectivamente como demonstram as setas. Os anticorpos
foram diluidos de 1:3000 para estas reacdes. A) reconhecimento das proteinas pelo Anti-Ag2,
B) reconhecimento das proteinas pelo Anti-Ag3, C) reconhecimento das proteinas pelo Anti-

Ag4 e D) reconhecimento das proteinas pelo Anti-Histidina.
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5.4.3 Reconhecimento das proteinas quiméricas Q3 e suas truncagens

Dando continuidade, as proteinas quiméricas derivadas do gene Q3
(Q3COM, Q3NN e Q3SX, Q3MM e Q3ME) foram avaliadas com o anticorpo Anti-
Ag2. Como mostrado na Figura 22A, ndo houve o reconhecimento da proteina
Q3SX, pois ela de fato ndo possui este antigeno. Quando avaliadas na presenca
do Anti-Ag3 ndo houve o reconhecimento das proteinas Q3MM e Q3ME que nao
tem o Ag3, como mostra a figura 22B. Em relagdo ao reconhecimento pelo anti-
Ag4, nao foi possivel a avaliacédo, pois ele se mostrou impuro no reconhecimento
dessas proteinas. E por fim foi avaliado o reconhecimento através do anticorpo
anti-histidina na figura 22C. No caso do reconhecimento pela anti-histidina,
algumas proteinas ndo se apresentaram devida ao tempo de exposicdo ou as

truncagens degradaram a histidina.
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Figura 22. Western Blot representativo do reconhecimento das constru¢cdes quiméricas
derivadas do gene Q3: As constru¢des foram reconhecidas nos seus tamanhos preditos de
84KDa, 81KDa, 53KDa, 80kDa, 63kDa e 97kDa respectivamente como demonstram as setas.
Os anticorpos foram diluidos de 1:3000 para estas reagfes. A) reconhecimento das proteinas
pelo Anti-Ag2, B) reconhecimento das proteinas pelo Anti-Ag3, C) reconhecimento das

proteinas pelo Anti-Histidina.

5.4.4 Reconhecimento das proteinas quiméricas Q4 e suas truncagens

Finalizando, as proteinas quiméricas (Q4COM, Q4NN e Q4SX, Q4ME e
Q4SS) foram avaliadas com o primeiro anticorpo o Anti-Ag2, como mostrado na
Figura 23A, ndo havendo o reconhecimento da proteina Q4SX, pois ela nédo
possui 0 Ag2. Quando avaliadas na presenca do Anti-Ag3 ndo houve o

reconhecimento da proteina Q4ME que ndo tem o Ag3, como mostra a figura 23B.
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Em relacdo ao reconhecimento pelo anti-Ag4, nao foi possivel a avaliacao, pois

ele se mostrou impuro no reconhecimento dessas proteinas. E por fim foi avaliado

0 reconhecimento através da Anti-Histidina na figura 23C.
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Figura 23. Western Blot representativo do reconhecimento das constru¢c8es quiméricas
derivadas do gene Q4: As construcdes foram reconhecidas nos seus tamanhos preditos de
84KDa, 81KDa, 32KDa, 80kDa, 63kDa e 97kDa respectivamente como demonstram as setas.
Os anticorpos foram diluidos de 1:3000 para estas reagfes. A) reconhecimento das proteinas
pelo Anti-Ag2, B) reconhecimento das proteinas pelo Anti-Ag3, C) reconhecimento das

proteinas pelo Anti-Histidina.
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6. DISCUSSAO

O diagnéstico sorologico apresenta um papel critico na confirmacdo da
Leishmaniose Visceral, uma vez que o diagndstico precoce e rapido constitui uma
importante ferramenta para o combate e controle dessa doenca (Faria et al, 2015,
2012; Srivastava et al., 2012). Vérios antigenos de Leishmania tém sido
caracterizados e tecnologias recombinantes tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de antigenos recombinantes, como exemplo, temos as proteinas
relacionadas a cinesina, a rk39, a rK26 com sensibilidade e especificidade de
100% nos estudos realizados por Sundar et. al 2007 e Mohapatra et. al 2010,
além da rK9 com 95% de sensibilidade e 100% de especificidade (Mohapatra et.

al 2010).

Neste sentido, o desenvolvimento de proteinas recombinantes que rednam
varios determinantes antigénicos numa unica molécula (proteina quimérica) pode
resultar em uma excelente proposta ja que facilita a padronizacdo dos ensaios de
diagnéstico. Boarino et. al 2005, conseguiu produzir uma proteina quimeérica,
resultante da fusdo da K9, da K26 e da subunidade de K39, de forma
recombinante confirmando a existéncia de relatos de que uma Unica molécula
contendo varios antigenos permite uma melhor distribuicdo dos determinantes
antigénicos na placa de ELISA, quando comparados com a utilizacdo de multiplas
moléculas em um mesmo ensaio (Houghton et al., 2000; da Silveira et al., 2001;
Aguirre et al., 2006; Camussone et al., 2009). Aléem desta distribui¢cdo, a producéo
de uma unica molécula, composta por diferentes epitopos antigénicos, torna o

custo final da producdo de um ensaio menos dispendioso e oneroso em
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comparacdo aos sistemas produzidos a partir de duas ou mais proteinas

recombinantes individuais.

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo, as construcées quimeéricas
originalmente testadas ndo foram desenhadas com condi¢cdes Otimas para
expressdo em bactérias, e de fato sua expressao se mostrou pouco eficiente e
susceptivel a protedlise (Tavares, 2012). Observando esta dificuldade de
expressao, esse estudo se propds a construir proteinas quiméricas formadas por
sequéncias derivadas de quatro peptideos pré-selecionados (Agl, Ag2, Ag3 e
Ag4) reunidos em genes quiméricos sintetizados por processos quimicos. Esta é
uma etapa muito importante para o aprimoramento de testes sorologicos, pois a
producdo do antigeno em escala industrial precisa ser eficiente (reduzindo os
custos e padronizacao na producédo). O modelo de expressdo em E. coli € o0 mais
comumente utilizado para a producédo industrial de proteinas recombinantes para
diversas aplicacdes. Estes organismos apresenta crescimento rapido e em altas
densidades em meio de crescimento relativamente barato, sédo faceis de
transformar e podem produzir grandes quantidades de produtos recombinantes

(Terpe 2006).

A andlise da eficiéncia de expressdo dessas proteinas em sistema
procariotico seguiu trés etapas: a) estudo atraveés de bioinformatica para reduzir e
selecionar as regides antigénicas (atraves da predicdo de epitopo), b) truncagem
das regides antigénicas através de subclonagem, e por fim, c) analise do
reconhecimento antigénico por Western-Blot. Foi possivel construir e avaliar a
expressao de quatro genes quimericos (Q1, Q2, Q3 e Q4), que diferem apenas na
ordem de posicionamento das regifes dos antigenos selecionados, ao longo de

suas sequéncias. Nossos ensaios apontaram que o principal fator envolvido na
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otimizacao da expressao de proteinas recombinantes em procariotos € o tamanho
final da proteina (Figura 19), pois quando reduzimos o tamanho final da quimera,
independentes do antigeno que foi retirado, a eficiéncia da expressdo é
aumentada, com excecao do antigeno Q3SX, cuja expressdo ndo foi detectada
nos ensaios de Western-Blot e precisaria ser reavaliado. Em um estudo recente
onde foi possivel construir, expressar e avaliar duas proteinas recombinantes
multiepitopos de Leishmania, com método de expressdo semelhante ao que é
utilizado no presente estudo, a expressdo de proteinas de aproximadamente
22kDa e 35kDa se mostrou bastante eficiente e ndo apresentou grau de
degradacdo (Faria et al, 2015). Fonseca et al, 2014, também construiram trés
antigenos quiméricos de Leishmania com aproximadamente 40 kDa, e que

também nao apresentaram alto grau de degradacao.

Outro fator observado, € que independentemente da combinacdo entre as
regides, todas as proteinas quiméricas apresentaram uma degradacao
significativa. E possivel acreditar que esse alto grau de degradacdo ocorra devido
aos inumeros motivos repetitivos presentes nessas constru¢des, como relatado
em outros situacdes de expressao de proteinas recombinantes equivalentes (Jana

e Deb, 2005; Sorensen e Mortensen, 2005; Rosano e Ceccarelli, 2009).

A utilizacdo de estratégias de truncagem internas foi uma abordagem
suplementar para se avaliar o efeito de possiveis conformacgcdes secundarias e
terciarias que pudessem interferir na expressdao e na antigenicidade das
construgcbes. Diante dos resultados, aparentemente ndo houve alteracbes
significativas na expressdo das construcdes apO0s 0 processo de truncagem.
Entretanto, quando as constru¢gdes foram submetidas aos ensaios de Western-

Blot as proteinas Q2SX, Q1SX e Q4SX respectivamente se mostraram mais

70



eficientes no reconhecimento do anticorpo. Contudo, para se inferir um aumento
de antigenicidade, proveniente das truncagens, seriam necessarios mais estudos
através de teste de ELISA, para se medir a capacidade de deteccdo de LV

utilizando um painel de soros humanos e caninos.

Em relacdo ao processo de otimizacdo da expressdo em procariotos pelo
meétodo de desenho génico através de bioinformatica (GENDESIGN), apesar de
nao ter alcancado o desempenho almejado, se mostrou um processo eficiente
para otimizacdo da expressdo e crucial para avaliacdo individual das regides,
decorrentes da insercdo de sitios de restricAo que propiciam 0s processos de
subclonagem. Com relacdo a adicdo do peptideo pSS-glll na extremidade N-
terminal das proteina para se otimizar sua expressao, esta estratégia mostrou-se
eficaz, pois foi visto através dos ensaios de Western-Blot com o Anti-Histidina que

guando ele é retirado, sua expressao era diminuido.

Por fim, ainda sdo necessarias maiores interven¢des na construcdo da
proteina quimérica para diagnostico, a fim de alcancar as condi¢cdes de expressao
adequadas para producdo em larga escala, e que tenha o efeito somatério do

potencial antigénico das regides pré-selecionadas.
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7. Conclusdes

O grande tamanho das construcdes afetou no processo de clonagem nos
vetores de expressao, dificultando na liberacdo dos insertos de modo mais direto

sem intervencao de outras enzimas;

As formas de truncagens puderam mostrar que o tamanho dos
fragmentos realmente interfere na expressdo e que o peptideo de otimizacéo
colocado na regido N-Terminal das sequéncias melhorou um pouco a expressao

protéica;

De todas as construgbes geradas as melhores foram Q2SX, Q1SX e
Q4SX, indicando que a ordem em gque os diferentes fragmentos antigénicos se

apresentam nao interfere na expressao das respectivas proteinas quimérica.

O resultado obtido para a Q2SX corrobora com resultados prévios onde
foi possivel avaliar que a ordem em que essa proteina se apresenta € eficiente no

diagnéstico da LV.
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