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RESUMO

Leishmaniose é uma doenga negligenciada e endémica no Brasil, especialmente na
regido Nordeste, sendo causada por cerca de 20 espécies do protozodrio Leishmania. O
diagndstico abrange aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. Apesar de existir
vérias técnicas diagnésticas que podem ser utilizadas, nenhum dos testes disponiveis
apresenta 100% de sensibilidade e especificidade. Baseado nisto, este trabalho se propds
a validar trés peptideos recombinantes miméticos (LC1, LC2 e LT) obtidos por Phage
display, para o desenvolvimento de um diagndstico imunolégico réapido, especifico,
sensivel e de baixo custo. Foram utilizados soros para deteccdo de IgG em 223
individuos, sendo 123 com leishmaniose visceral (LV), 45 com leishmaniose
tegumentar (LT) e 55 com coinfeccdo LV-HIV. Para testes de reacdo cruzada, foram
utilizadas amostras de pacientes com Doencga de Chagas (n = 60) e com Maldria (n =
65) e, como grupo controle, foram utilizados soros de 75 de recém-nascidos. Os
peptideos também foram testados em amostras de saliva de 65 pacientes com LV e 40
pacientes com LT, tendo como grupo controle 35 individuos sauddveis de d&rea
endémica. Foram realizados também testes diagndsticos utilizando os peptideos
miméticos LC1 e LC2 em soro de 15 individuos assintomaticos; 13 individuos curados
e 15 individuos sadios. Com a finalidade vacinal, macr6fagos murinos C57BL/6 foram
tratados in vitro com peptideos LC1, LC2 e LT (0,6uM; 1,25uM; 2,5uM; SuM; 10uM)
e infectados com L. infantum chagasi e L. amazonensis para ensaio de invasio e
multiplicacdo. Foram também realizados ensaios para testar o potencial protetor do
peptideo mimético em camundongos infectados por L. amazonensis. Para tanto, os
animais foram imunizados e avaliada a carga parasitdria, expressdo de citocinas,
tamanho da lesdo, e andlise protéica de ligantes. Os ensaios imunoenzimaticos
mostraram que tanto soro quanto saliva dos pacientes apresentaram diferenca altamente
significativa (p < 0,0001) em relacdo a seus controles, apresentando sensibilidade de
100% e especificidade de 100% para todos os peptideos, tanto em soro quanto em
saliva. Os peptideos foram capazes de detectar infeccdo em individuos assintomaticos e
nido apresentaram reacdo cruzada com Doenca de Chagas e Malédria, bem como a
coinfeccdo com HIV ndo interfere na reatividade com os anticorpos para L. infantum
chagasi, sendo, portanto, uma promissora ferramenta para monitoramento da infeccdo
em regioes endémicas. Os ensaios com macrdéfagos mostraram uma redugdo altamente

significativa no ndmero de células infectadas e do nimero de parasitas internalizados.



Observou-se maior reducdo de parasitas com o aumento da concentracao dos peptideos.
Foi observado que a imunizacdo de camundongos foi capaz de induzir niveis elevados
de IFN-y, IL-12 e GM-CSF, enquanto os niveis de IL-4 e IL-10 foram reduzidos. Além
disso, os animais imunizados apresentaram uma reducdo da carga parasitiria em todos
os 6rgdos (baco, linfonodo, figado e medula 6ssea), uma diminui¢do da lesdo da pata na
qual os parasitas foram inoculados e fosforilagdo das proteinas ERK1/2, JNK e
p65/RelA. O ensaio Western Blot identificou duas proteinas de L. amazonensis (42 kDa)
e duas para Leishmania infantum chagasi (26 kDa). Assim, os resultados demonstram
que os peptideos sintéticos mimetizam antigenos de L. amazonensis e L. infantum
chagasi, revelando-se bons marcadores para diagnostico imunoldgico de uso rapido,
simples e, principalmente, com alta sensibilidade e especificidade. Finalmente, os dados
em macréfagos murinos in vitro e in vivo abrem perspectivas para o uso desses

peptideos como ferramenta vacinal.

Palavras-chaves: Peptideos miméticos. Diagndstico. Vacina. Leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected and endemic disease in Brazil, especially in the Northeast,
caused by over 20 species of the Leishmania protozoan. Diagnosis includes
epidemiological, clinical, and laboratory aspects. Despite the existence of various
diagnostic techniques that can be used, none has 100% sensitivity and specificity.
Hence, this study aimed to validate three recombinant mimetic peptides (LC1, LC2, and
LT) obtained by Phage display, for the development of a specific, sensitive, rapid low-
cost immunological diagnosis. Sera for detection of IgG from 223 individuals were used
(123 with visceral leishmaniasis (VL), 45 with cutaneous leishmaniasis (CL) and 55
with LV-HIV coinfection). For cross-reaction tests, we used samples of patients with
Chagas' disease (n = 60) and Malaria (n=65), and control group (n= 75 sera from
newborns). The peptides were also tested in saliva from patients with LV (n = 65), with
LT (n =40), and healthy individuals from an endemic area were used as control (n =35).
Diagnostic tests using the mimetic LC1 and LC2 peptides were carried out in serum of
15 asymptomatic subjects; 13 healed individuals and 15 healthy subjects. To test the
ability of the mimetic peptides to improve the immune response against Leishmania,
murine macrophages C57BL/6 were treated in vitro with peptides LC1, LC2, and LT
(0,6uM; 1,25uM; 2,5uM; SuM, 10uM) and infected with L. infantum chagasi and L.
amazonensis for invasion and multiplication assays. We also evaluated the potential
protective action of mimetic peptide in mice infected with L. amazonensis. Therefore,
animals were immunized and the parasite load, expression of cytokines, lesion size, and
protein analysis binders were evaluated. The immunoassays showed that both serum
and saliva of the patients exhibited a highly significant difference (p < 0.0001)
compared to their controls, with 100% sensitivity and 100%specificity. Peptides were
able to detect infection in asymptomatic subjects and showed no cross-reactivity to
either Chagas’ disease or malaria, as well as co-infection LV-HIV did not interfere with
responsiveness to LV antibodies, therefore being a promising tool for monitoring
regions where these diseases occur. Tests using macrophages showed a highly
significant reduction in the number of infected cells and of internalized parasites. A
further reduction of parasites with increasing concentration of peptide was observed.
Furthermore, it was observed that immunization of mice was able to induce high levels
of IFN-y, 1IL-12, GM-CSF and IL-10, while IL-4 did not change compared to the

control. Additionally, immunized animals showed a reduction in parasitic load in all



organs (spleen, lymph node, liver, and bone marrow), a decrease in paw lesion in which
parasites were inoculated and phosphorylation of ERK1/2, JNK and p65/RelA. Western
Blot assay identified two proteins to L. amazonensis (42 KDa) and two to Leishmania
infantum chagasi (26 KDa). Thus, our results demonstrate that mimetic peptides act as
antigens of L. infantum chagasi and L. amazonensis, being good immune markers for a
simple and fast diagnosis with high sensitivity and specificity. Finally, data in murine

macrophages in vitro and in vivo open perspectives for their use as a vaccine tool.

Keywords: Mimetic peptides. Diagnosis. Vaccine. Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo infeccdes cronicas, ndo contagiosas, causadas por
protozodrios da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania e sdo transmitidas de
animais infectados para o homem através da picada de flebotomineos (Lutzomya)
fémeas infectadas. Apresentam um conjunto de sinais clinicos que comprometem pele,
mucosas e visceras e possuem alta letalidade quando nao tratadas (CHAPPIUS et al.,
2007; KAYE E SCOTT, 2011).

A pele € a porta de entrada da infec¢do, pela qual o vetor inocula, no momento
do repasto sanguineo, as formas infectantes da Leishmania. O parasito possui ciclo
heteroxénico, apresentando formas promastigotas flageladas extracelulares e formas
amastigotas intracelulares obrigatdrias, sendo essas dltimas responsdveis por todas as
manifestacoes clinicas da doenca (BANULS et al., 2007; LEIFSO et al., 2007; READY,
2010).

No género Leishmania encontram-se aproximadamente 30 espécies, das quais
cerca de 20 causam doencas em humanos (READY, 2013). Segundo Pace (2014), as
espécies de Leishmania nas Américas pertencem a dois subgéneros, de acordo com seu
desenvolvimento no vetor: Viannia (aderem-se pelo flagelo as paredes do piloro e ileo)
e Leishmania (apresentam desenvolvimento limitado ao estbmago do vetor). No Brasil
sdo reconhecidas pelo menos sete espécies de Leishmania responsaveis por doenca
humana, sendo a forma tegumentar ou cutanea causada principalmente por L.(V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais raramente, por L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi, enquanto L. (L.) infantum chagasi € responsavel
pela doenca visceral. Cada espécie apresenta particularidades concernentes as
manifestacoes clinicas, aos vetores, reservatorios, padroes epidemioldgicos, distribuicao
geogrifica e A resposta terapéutica (GOMES-SILVA et al., 2008; GONZALEZ et al.,
2009; MARCILI et al., 2014).

A leishmaniose tegumentar (LT) tem ampla distribuicio mundial e permanece
endémica em vastas dreas da América Latina. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saide (OMS), 90% dos casos notificados ocorreram em seis paises: Afeganistdo,
Arabia Saudita, Brasil, Ira, Peru e Siria. Estima-se 1,5 milhdes de novos casos ocorrem

a cada ano em todo mundo (WHO, 2013).
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A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ocorre nas Américas desde o Sul
dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com exce¢do do Chile e Uruguai (WHO,
2013). No Brasil hd um franco crescimento da endemia, tanto em magnitude quanto em
expansao geogrifica, com surtos epidémicos em todas as regides brasileiras, ocorrendo
com maior freqii€ncia no grupo populacional maior de 10 anos de idade, representando
90% dos casos (BRASIL, 2014).

A leishmaniose visceral (LV) tem sido relatada em mais de 98 paises e
territorios. Estima-se que aproximadamente 0,2 a 0,4 milhdes de casos novos ocorrem a
cada ano em todo o mundo, de modo que mais de 90% dos casos globais ocorrem em
seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, fndia, Sudio do Sul e Sudao (WHO, 2013).

No Brasil, a regido Nordeste atualmente € responsavel pela grande maioria dos
casos de leishmaniose visceral, sendo que os estados da Bahia, Ceard, Maranhao e Piaui
det€ém a maioria absoluta dos casos humanos da doenga no pais. Na ilha de Sdo Luis,
casos de tém sido relatados desde a década de 1980. Atualmente, a doencga se constitui
em um dos maiores problemas de saide publica da regido, dada a freqiiéncia com que
vem acontecendo, sendo o grupo populacional que mais acomete ¢ os menores de 10
anos de idade (BRASIL, 2014).

Segundo Chappuis et al. (2007), para haver estratégias de controle das
leishmanioses, € necessario que haja um diagndstico precoce baseado na pesquisa
parasitolégica e imunoldgica e, frequentemente, uma associagdo destes elementos,
monitoramento dos hospedeiros e avaliagdo dos vetores, uma vez que o diagndstico ndao
pode ser baseado somente nos sintomas clinicos, pois esta doenga compartilha sintomas
com outras doengas, como maldria, febre tiféide e tuberculose, que ocorrem comumente
na mesma drea geogréfica. Além disso, o nimero de pessoas infectadas assintomdticas é
mais alto que o ndmero de pessoas infectadas que apresentam a doenca. Assim ¢é
importante saber como as pessoas infectadas vao desenvolver a doenca e como elas
podem ser diagnosticadas antes de apresentarem as manifestagcdes clinicas (FAKHAR et
al., 2008, HIDE et al., 2013).

Virios métodos diagndsticos t€m sido propostos, porém nenhum deles apresenta
100% de sensibilidade. O diagndstico atual ainda € deficiente, baseado em antigenos
totais ou em antigenos especificos purificados. Por essa razdo alguns trabalhos tém
buscado testes mais sensiveis e especificos (ELMAHALLAWY et al., 2014; REITER-

OWONA et al, 2015), porém nao existe ainda um diagndstico ouro para as
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leishmanioses). Assim, este trabalho tem como objetivo investigar peptideos miméticos

com potencial uso diagndstico e vacinal para leishmaniose visceral e tegumentar.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Leishmanioses: agentes etiologicos, vetores e transmissao

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas zoondticas e enzodticas causadas
por protozodrios do género Leishmania spp. pertencentes a familia Trypanosomatidae
(KAYE E SCOTT, 2011). De modo geral, de acordo com as manifestacdes clinicas, as
leishmanioses se dividem em tegumentar, na qual hd sinais clinicos na pele e mucosas, e
visceral, conhecida também como calazar, na qual s3o afetados os orgdos internos,
como figado e bago, causando esplenomegalia e hepatomegalia (MANSUETO et al.,
2014).

O género Leishmania engloba mais de 30 grupos taxondmicos, dos quais cerca
de 20 sdo infectantes para humanos. Sao descritas 80 espécies ou sub-espécies de
flebotomineos como vetores de Leishmania (GONZALEZ et al., 2009). Nas Américas
as espécies de Leishmania pertencem a dois subgéneros: Viannia e Leishmania, os quais
subdividem-se em vdérias espécies. No Brasil as que estdo relacionadas com a
leishmamiose tegumentar sdo L.(V.) braziliensis — causa lesdes cutaneas e/ou mucosas,
geralmente agressivas; L. (V.) guyanensis — causa predominantemente lesdes cutaneas, e
L. (L.) amazonensis que causa lesdes cutaneas, sendo menos severa e tendo cura
espontanea e, L. (L.) infantum chagasi que causa a doencga visceral, forma mais
agressiva da doenga (CHAPPUIS et al., 2007; GOTO E LINDOSO, 2010, LAINSON,
2010).

A leishmania em seu ciclo de desenvolvimento possui duas formas evolutivas:
amastigota, que nao possui flagelo externalizado e € encontrada nos tecidos dos
vertebrados, tais como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea, e, a forma promastigota
flagelada, que € encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (MOUGNEAU, 2011).

A transmissdo ocorre através da picada de vdérias espécies de insetos
hemat6fagos denominados flebotomineos, pertencentes ao género Phlebotomus,
encontradas no Velho Mundo, e as do gé€nero Lutzomyia, nas Américas, as quais
transmitem patogenos de animais domésticos e/ou silvestres para humanos,
respectivamente, especialmente em regides tropicais e subtropicais, através do repasto

sanguineo (OLIVEIRA et al., 2010).



30

Os flebotomineos sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha, birigui e
tatuquira. Sao de pequeno porte, 1 a 3 mm de comprimento, corpo e patas cobertas de
cerdas, mant€ém asas em posi¢do vertical quando em repouso, possuem atividade
noturna predominante e suas populacdes variam de forma sazonal, apresentando
elevacao da densidade nos meses mais quentes e imidos (KAYE E SCOTT, 2011).

O inseto ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado, ingere
macréfagos contendo o parasita na forma amastigota (Figura 1). Durante a digestdao do
sangue, as formas amastigostas iniciam sua diferenciacdo para a forma promastigota
prociclica, capaz de se dividir e ndo € infectante. Nesta forma, o parasita ataca o epitélio
intestinal prendendo-se a ele. Em seguida, passa por um processo chamado
metaciclogénese, convertendo-se para a forma promastigota metaciclica infectante,
incapaz de se dividir.

A interacdo da forma promastigota metaciclica de Leishmania com a célula
fagocitica ocorre devido a alteracOes nos seus constituintes da membrana, gerando um
denso glicocdlix composto por vdarias moléculas ligadas a uma Aancora de
glicofosfoinositol (GPI), sendo o lipofosfoglicano (LPG) a molécula mais abundante
que desempenha um papel importante no momento da adesdo do parasita ao intestino do
vetor, além de ser um dos principais fatores de viruléncia (KAYE E SCOTT, 2011).

Os parasitas se destacam das células intestinais € migram para o aparelho bucal
do inseto. Durante o repasto sanguineo, as formas metaciclicas sdo inoculadas na pele
juntamente com a saliva do vetor. A saliva é necessdria para o processo de infec¢ao,
pois auxilia na modulacdo da reposta imunoldgica local, bem como na localizagdo dos
vasos sanguineos e na vasodilatacio (RAMALHO-ORTIGAO et al., 2010). Apds o
repasto sanguineo realizado pelo vetor, as promastigotas metaciclicas sdo reconhecidas
na pele por células do sistema fagocitdrio mononuclear e passam, entdo, para 0 meio
intracelular formando um vacuolo parasitéforo com lisossomos, onde por influéncia de
enzimas, alteracoes de pH e temperatura sofrem modificacdes morfolégicas adquirindo
a forma de amastigota (DANTAS-TORRES et al., 2012; MONTALVO et al., 2012).

A forma amastigota sobrevive dentro dos compartimentos lisossomais 4cidos
formados no macréfago e possui inimeras estratégias para invadir e escapar do sistema
de defesa celular. Dessa maneira, o amastigota é capaz de se multiplicar no interior das
células fagociticas até a sua ruptura, passando a infectar outros macréfagos e outras

células do sistema imune, além de infectar novos vetores quando presentes no mesmo
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habitat do hospedeiro infectado (BAILEY E LOCKWOOD, 2007; KAYE E SCOTT,
2011).

Figura 1. Ciclo evolutivo do parasita Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Kaye e Scott (2011).

A probabilidade de transmissao da doenga depende das condi¢des de exposicao
dos humanos e de animais aos flebotomineos (GUERRA et al., 2006). O desmatamento
e a urbanizacdo sdo exemplos de alteragdes que sdo seguidas por mudangas,
principalmente, em reservatorios e na populagdo dos insetos vetores (PINHEIRO et
al., 2010; SILVA et al., 2007). Assim, a distribuicdo geogrifica da doenga possui
intima relacdo com movimentos populacionais, disponibilidade de reservatdrios,

modificagdes ambientais, baixa condicdo econdmica e distribui¢do geografica do vetor

(ABRANTES E SILVEIRA, 2009; DANTAS-TORRES, 2006; COSTA, 2011).
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2.2 Epidemiologia

As leishmanioses afetam principalmente as pessoas dos continentes africano,
asidtico e da América Latina. Segundo o ultimo relatério da Organizacdo Mundial da
Saude de 2015, a leishmaniose ¢ endémica em 98 paises e territrios. Estima-se que haja
350 milhdes de pessoas em risco e cerca de 2 milhdes de novos casos ocorrem
anualmente, sendo 1,5 milhdes de leishmaniose tegumentar e 500 mil de leishmaniose
visceral. Este quadro provoca mais de 50 mil mortes por ano. Paises como Afeganistao,
Bangladesh, Bolivia, Brasil e India abrangem noventa por cento de todos os casos de
leishmanioses, sendo o Brasil o segundo pais de maior prevaléncia (WHO, 2015).

No Brasil, o Ministério da Saude (2014) aponta a leishmaniose tegumentar como
uma das afeccdes dermatoldgicas que merece mais ateng¢do devido sua magnitude, risco
de ocorréncias de deformidades, ampla distribui¢do, com registros de casos em todas as
regides brasileiras. A partir da década de 80, verificou-se aumento no nimero de casos
registrados, variando de 3.000 (1980) a 25.748 (1995). No periodo de 1991 a 2010,
verifica-se uma média anual de 27.374 casos registrados (16,4 casos/ 100.000
habitantes), com maior densidade de casos nos estados do Pard, Maranhdo e Tocantis,
apresentando 13.501 casos. Ao longo desse periodo, observou-se uma tendéncia no
crescimento da endemia, registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e
1995, quando atingiram niveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000 habitantes.

A leishmaniose visceral, no periodo de 1990 a 2010 apresentou 3.553 casos
registrados, com incidéncia de 1,88 casos por 100.000 habitantes. A maior concentragao
de casos foi observada na regido Nordeste, com registro de 1.662 casos, que, se nao
tratados, podem evoluir para 6bito em 90% dos casos (BRASIL, 2014). Nesse contexto,
tem sido observado um crescimento da endemia, tanto em magnitude quanto em
expansdo geogrifica, com surtos epidémicos nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste,
Nordeste e, mais recentemente, na Regido Norte. Nas areas de colonizacdo recente, a
expansdo estd associada a derrubada de matas para constru¢do de estradas, novos
nucleos populacionais e ampliacdo de atividades agricolas, sendo mais comum na
Amazonia Centro-Oeste, onde atinge principalmente a populacio migrante e o0s
indigenas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; QUARESMA, 2011).

No estado do Maranhdo, no periodo de 2001 a 2010, houve registro da maior

ocorréncia de leishmanioses da regiao nordeste, tendo sido notificados 417 novos casos
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de leishmaniose tegumentar e 335 casos de leishmaniose visceral para cada 100.00
habitantes (BRASIL, 2014).

A LV € a forma clinica das leishmanioses mais associada ao HIV. A coinfeccao
Leishmania- HIV tem sido considerada como doenca emergente em varias regidoes do
mundo em fun¢do da superposicdo geogréfica das duas infecgdes, em conseqiiéncia da
urbanizacdo das leishmanioses e da ruralizacao da infec¢ao por HIV (COTA et al.,
2014, WHO 2015).

O primeiro caso de coinfeccdo LV-HIV foi descrito em 1985, no sul da Europa
e, atualmente, ha registro de sua presenca em 35 paises. Atualmente, tem sido
considerada na Europa, como um problema de satide publica no qual a propor¢do de
individuos com LV e infectados pelo HIV chega a 77% (RABELLO et al., 2003; COTA
et al., 2014).

No Brasil, o primeiro caso de coinfeccdo LV-HIV foi descrito em 1987, com
aumento progressivo de casos nos anos seguintes. As regides com maior percentual de
casos de coinfeccdo foram o Nordeste e o Sudeste, onde justamente predominam,
respectivamente, os casos de LV e HIV. Estima-se que 10% dos portadores de HIV
apresentem infec¢do assintomadtica por Leishmania sp. e, destes, 2% a 9% dos co-
infectados desenvolverao LV clinicamente (SOUSA-GOMES et al., 2011).

No Maranhdo foram documentados 31 casos de coinfeccdo LV-HIV no periodo
de 2000 a 2005. Os dados do Estado sdo preocupantes tanto em relacdo a LV quanto a
infeccdo pelo HIV. A LV foi registrada em 54,8% dos municipios maranhenses e casos
de AIDS em 64,1% (MARANHAO, 2009).

A razdo da expansdo das leishmanioses dos ultimos anos € multifatorial. Entre
seus fatores, aspectos sociais e ambientais relacionam-se a ocorréncia e urbanizagao das
leishmanioses (WHO, 2015). Os rdpidos movimentos e migracdo intensa da populacdo
rural para a periferia urbana, ligada a pobreza, a precariedade das habitagdes com
condi¢des domésticas e peridomésticas sanitdrias (por exemplo, falta de gestdo de
residuos, esgotos abertos) favorecem os reservatorios silvestres e domésticos para areas
até entdo sem transmissdo de leishmaniose e contribuem, dessa forma, para a
manutencdo do ciclo da doenga. Além disso, o estado nutricional deficiente aumenta a
probabilidade e progressdo da infeccdo, bem como o estado de imunossupressio
decorrente da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e de outras patologias

(KAYE E SCOTT, 2011; PACE, 2014; WHO, 2015).
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As alteracdes ambientais antropogénicas como a degradacdo da cobertura
vegetal, a construcdo de barragens, exploracio da madeira e minério promovem
alteracdes microecoldgicas que afetam o vetor, o parasita e o hospedeiro reservatorio,
assim como o proprio processo de urbanizacdo de médias e pequenas cidades que
acabam por domesticar o ciclo de transmissao da leishmaniose (MAIA-ELKHOURY et
al., 2008).

Podem também ocorrer surtos epidémicos sazonais em dreas com pequenos
focos residuais de mata primdria, onde o homem costuma desenvolver atividades
ligadas a agricultura, assim, a infec¢do apresenta ciclos sazonais quando a densidade
populacional do flebotomineo estd elevada (MINISTERIO DA SAUDE, 2007;
QUARESMA, 2011).

2.3 Imunologia das Leishmanioses

O hospedeiro imunocompetente € capaz de ativar a resposta inflamatdria inata e
adquirida que irdo estabelecer o grau de expressdo da doenca. Os neutrdfilos
desempenham um importante papel nos momentos iniciais da infeccao por Leishmania,
pois sdo as primeiras células que capturam os parasitos no sitio de infeccdo e atuam
como pontes entre a Leishmania e sua célula hospedeira final, o macréfago (PETERS E
SACKS, 2009).

Os macréfagos sdo ativados pelos linfocitos T auxiliares (helper), mas ha um
reconhecimento inicial do parasito por meio de receptores presentes na membrana do
macréfago e ligantes especificos de promastigota de Leishmania, principalmente,
glicoproteina de 63 KDa (GP63), lipofosfoglicano (LPG) e receptores de fosfatidilserina
(TRIPATHI E GUPTA, 2003; ROBINSON, 2004; TANAKA et al., 2007).

A gp63 é uma metaloproteinase, que € distribuida de forma abundante na
superficie de promastigotas, atuando como importante fator de viruléncia durante a
interacdo com a célula hospedeira e também, com o sistema complemento, diretamente
sobre a proteina C3, inibindo a cascata imunoldgica. Em amastigotas, a GP63 esta
presente em menor quantidade e degrada enzimas lisossomais por apresentar Gtima
atividade em meio acido (HANDMAN E BULLEN, 2002; RODRfGUEZ, 2003;
JOSHI, 2002; CUNNINGHAM et al., 2002).

O LPG € um glicolipidio expresso na superficie de membrana dos parasitos, e

também determinante de viruléncia. Confere resisténcia a Leishmania a agao litica do
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complemento e, dependendo da espécie, contribui para o estabelecimento da infec¢ao
dentro macréfago, criando condicdes propicias para a diferenciagdo de promastigotas
em amastigotas (HANDMAN E BULLEN, 2002; RASMUSSON E DESCOTEAUX,
2004).

Apés a entrada do parasito no macréfago, o LPG é capaz de inserir-se na
bicamada lipidica fazendo com que haja uma desestruturacao da membrana culminando
com a inibi¢do da formagdo do complexo NADPH oxidase (DERMINE et al., 2005;
LODGE et al., 2006).

A NAPDH oxidase é um complexo enzimdatico com subunidades distribuidas
pela membrana plasmadtica e pelo citosol que, apos a ativagdo celular, se unem e formam
um complexo capaz de reduzir o oxigénio (O2) em anios superdxidos (Oz2 ) (VAN
ASSCHE et al., 2011).

Posteriormente, os Oz sdo convertidos em peréxido de hidrogénio (H20)
espontaneamente ou por meio da enzima superoxido dismutase (SOD). Além das
espécies reativas de oxigénio, os macréfagos também produzem alguns radicais
intermedidrios, principalmente 6xido nitrico (NO), através da ativagdo da enzima 6xido
nitrico sintetase induzida (iNOS). A iNOS € uma enzima que converge a arginina em
NO e L-citrulina quando a célula hospedeira € ativada. A expressdo da iNOS € ausente
em macrofagos residentes, sendo ativada, principalmente por lipopossacarideo (LPS) e
interferon-gama (IFN-y). Esse processo de producgdo de radicais (ROS, O2 H202, NO,
OH") ¢ chamado de “burst oxidativo” que auxiliard no combate ao parasita e defesa do
organismo (VAN ASSCHE et al., 2011; FARIAS et al., 2013; SARDAR et al., 2013;
FILARDY et al., 2014; OLEKHNOVITCH et al., 2014; OLEKHNOVITCH E BUSSO,
2015).

A fosfatidilserina € um fosfolipideo presente na membrana plasmatica das
formas promastigotas possui alta especificidade com receptores na superficie de
macréfagos. E encontrada externalizada na superficie de células apoptdticas
estimulando a atividade fagocitica do macréfago, porém inibindo sua reacdo
inflamatéria (WANDERLEY et al.,, 2006). Desta forma, a entrada do parasito por
receptores de células apoptdticas do hospedeiro favorece a inibicdo da ativagdo da
resposta microbicida, o que pode ser o fator critico para a sobrevivéncia de

promastigotas em fagécitos (NADERER E MCCONVILLE, 2008).
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As formas promastigotas ao serem aderidas a superficie celular dos macréfagos
sdo fagocitadas formando um fagolisossomo, dando origem ao vactolo parasitéforo
(PETERS E SACKS, 2009). No interior do vactolo parasitéforo ou fagolisossomo, a
fim de evitar a sua degradacdo, estabelecem condi¢des favordveis para a sua
proliferacio e diferenciacdo das formas promastigotas em  amastigotas
(CUNNINGHAM, 2002).

A resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado envolve um complexo sistema
com células apresentadoras de antigenos (APCs), células T CD4* e liberacdo de
citocinas pro-inflamatoérias e antiinflamatdrias, como interleucina-12 (IL-12), IFN-y e
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Esta resposta Thl previne a manifestacdo das
doencas apds um estado latente e o estabelecimento da fase cronica (STOBIE et al.,
2000).

As células T CD8* apresentam importante papel por produzirem IFN-y e
promoverem o maior desenvolvimento de células T CD4" auxiliando na cura da doenca
(STOBIE, 2000; MURRAY, 2005).

Ao longo do estabelecimento da leishmaniose também sdo produzidas citocinas
reguladoras que agem balanceando a resposta imunoldgica como interleucina - 4 (IL-4),
interleucina -10 (IL-10) e interleucina -13 (IL-13), todas associadas com a resposta do
tipo 2 (Th2), capazes de interferir na resposta Thl, inibindo macréfagos e, assim,
favorecendo a infeccao (MURRAY et al., 2002).

Infec¢des por Leishmania sao caracterizadas pelo surgimento de anticorpos anti-
Leishmania no soro. Em humanos, relevou elevados niveis de imunoglobulinas IgG,
IgM, IgE e subclasses de IgG no curso da doenca. IgG falha na protecdo contra o
patégeno para a progressao da doenga (ATTA et al., 2004; MILES et al., 2005). Durante
a fase ativa da doencga ha elevado nivel de anticorpos e a consecutiva queda apds o

tratamento e cura (SHARMA E SINGH, 2009).

2.4 Diagnéstico

O diagnéstico das leishmanioses abrange aspectos epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais. Geralmente a associacao de alguns desses elementos é necessaria para que
o diagndstico seja estabelecido. Apesar de existir vdrias técnicas que podem ser
utilizadas, nenhum dos testes disponiveis apresenta 100% de sensibilidade e

especificidade (ELMAHALLAWY et al., 2014).
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O diagndstico clinico é complexo, pois as leishmanioses apresentam sinais e
sintomas que sdo comuns a outras doengas presentes em dreas, nas quais ocorre
leishmaniose, como por exemplo, doenca de Chagas, maldria, esquistossomose, febre
tiféide, hanseniase (SUNDAR et al., 2002; CARVALHO et al., 2003; SUNDAR, 2003;
CHAPPUIS et al., 2007; VAISH, 2012).

A leishmaniose tegumentar pode ser identificada com base na lesdo (ou espectro
de lesdes) associada a anamnese, onde dados epidemiolégicos sdo de grande
importancia, pois as manifestacdes clinicas dependem de alguns fatores, como a espécie
de Leishmania envolvida com seu hospedeiro. As lesdes sdo exclusivas na pele, que se
iniciam no ponto de inoculagdo das promastigotas infectantes, através da picada do
vetor, para qualquer das espécies de Leishmania (COSTA et al., 2002; GONTIJO E
CARVALHO, 2003; ANDRADE et al., 2005; FAKHAR et al., 2008).

A lesdo primdria geralmente € Unica, embora eventualmente multiplas picadas
do flebotomineo ou na disseminacao local possam gerar um numero elevado de lesoes.
Ap6s um periodo de incubacdo de 10 dias a trés meses, uma pdapula eritematosa
progride lentamente para o nddulo. Acompanha-se de adenopatia regional, com ou sem
linfangite, em 12 a 30% dos casos. Com a evolucdo, ganha destaque o notdvel
poliformismo das lesdes sendo possivel encontrar formas impetigdide, liquendide,
tuberculosa ou lupodide, nodular, vegetante e ectimatdide. Sao freqiientes as ulceracoes
com bordas elevadas e fundas com tecido de granulagdo, configurando a cléssica lesao
com borda em moldura. Esse quadro normalmente € assintomdtico (reservatério
silencioso), predominando nas dreas do corpo descobertas e se instala em pacientes de
areas endémicas ou que estiveram 14 recentemente (COSTA et al., 2002; FAKHAR et
al., 2008; SIGH E RAMESH, 2013).

Na maioria dos casos, a infec¢do progride e, apds um periodo de laténcia clinica
de varios meses de duragdo, surgem as lesdes cutdneas e/ou mucosas, consequentes a
disseminagdo hematogénica e/ou linféatica do parasita. Assim, a doenca € mais dificil de
ser clinicamente diagnosticada sendo necessdrio recorrer aos métodos laboratoriais.
(ANDRADE et al., 2005; TRINDADE et al., 2015).

Os sintomas clinicos da leishmaniose visceral sdo febre baixa recorrente,
envolvimento linfitico, anemia, leucopenia, hepatoesplenomegalia e caquexia,

combinados com a historia de residéncia em uma area endémica (ASSIS et al., 2008).
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A rotina laboratorial € realizada através do exame direto de esfregacos ou
impressao de aposicdo, isolamento de cultura, inoculagdo de animais, da andlise
histopatoldgica das lesdes (LT), reacdo de cadeia polimerase — PCR e de testes de
imunodiagndsticos (deteccdo da resposta imune celular, detec¢do de anticorpos e do
antigeno em imunocomplexos) (READY, 2014).

O diagnéstico parasitologico das leishmanioses depende da identificagdo das
formas amastigotas da lesdo (LT) ou de amostras colhidas por pun¢do de medula dssea,
baco, figado e linfonodos (LV), coradas com Giemsa, Wright ou Leishman e
visualizadas em microscopia Optica ou por isolamento das formas promastigotas em
meio de cultura. Esta técnica possui baixa sensibilidade (50 — 70%), mas ainda é
considerado o padrdo ouro (SUNDAR E RAI, 2002, SAMPAIO et al., 2009).

A cultura de promastigotas in vitro permite a identificacdo da espécie presente
na lesdo, entretanto, as espécies de Leishmania apresentam capacidade de crescimento
varidvel em cultura e requer uma série de condicdes laboratoriais, pessoal treinado,
sendo necessdrio mais de 10 dias para aquisicio de um numero suficiente de
promastigotas para as investigacdes. A sensibilidade desse método estd em torno de
50%, para casos cronicos, enquanto com baixa carga parasitidria da lesdo, ha uma
sensibilidade ainda mais reduzida desse método (SAMPAIO et al., 2009).

Outra forma de diagnoéstico parasitologico € a inoculagdo de material da bidpsia
cutinea em animais de laboratério, de preferéncia hamsters. Além do longo tempo
necessdrio para a evolucdo da lesdo (em média 2 a 9 meses) e da necessidade de
laboratério adequado, a eficicia do isolamento apresenta grande variacdo conforme a
espécie de Leishmania (GONTIJO E CARVALHO, 2003).

A andlise histopatoldgica pode apresentar uma maior sensibilidade (70 — 100%),
mas pode diminuir a sensibilidade, pois a chance de encontrar o parasita é inversamente
proporcional ao tempo de duragdo da lesdo. A sensibilidade 100% pode ser observada
nos dois primeiros meses de evolugdo da doenca, 75% aos seis meses € 20% acima dos
12 meses. Assim, a maioria dos casos de LT € identificada e diagnosticada na fase
cronica (MONTALVO et al., 2012).

O teste pela reagdo em cadeia da polimerase € outra ferramenta que pode ser
utilizada para diagndstico laboratorial molecular, procedimento rdpido, com elevadas
taxas de sensibilidade e especificidade, apresenta custo reduzido e podem ser avaliados

em quantidades reduzidas de DNA (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).
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Um dos alvos para o diagndstico é a amplificagdo do gene correspondente ao
kDNA de Leishmania spp., que amplifica fragmentos de 100 a 150 pares de bases de
regides conservadas, comum a todas as espécies de Leishmania, e regides varidveis, que
amplificam fragmentos que variam de 700 a 1000 pares de bases de acordo com a
espécie (SILVA et al., 2012).

A técnica PCR pode se aproximar do padrdo-ouro devido as novas técnicas de
extracdo de DNA. Pesquisas demonstram, para este teste, especificidade de 100% e
sensibilidade global entre 92 e 98% (POURMOHAMMADI et al., 2010).

O PCR convencional demanda mais tempo e apresenta dados apenas
qualitativos. Nos ensaios com PCR em tempo real, os produtos da reacdo sdo analisados
no momento da realizacdo da ciclagem e os resultados s3o tanto qualitativos como
quantitativos. Esta técnica vem sendo utilizada por diversos autores, em amostras
provenientes de cdes e de humanos, possibilitando a realizacdo de estudos relacionados
a carga parasitiria, interacdo hospedeiro-parasito € monitoramento da terapia
(NICOLAS et al., 2002; MARY et al., 2004; MORTARINO et al., 2004).

A PCR em tempo real € outra ferramenta que pode ser utilizada para diagndstico
laboratorial molecular, com determinacio da carga parasitiria (VALASEK E REPA,
2005; NEITZKE-ABREU et al., 2013). Estudos epidemioldgicos realizados para a
determinagdo da taxa de infeccdo em flebotomineos com PCR convencional mostram
baixas taxas de infeccdo variando de 0,4% a 3,9% (MARTfN-SANCHEZ et al., 2004;
OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006; SILVA et al., 2010).

Devido a ampla variedade de alvos e iniciadores disponiveis no diagndstico
molecular, ainda ndo hd um procedimento padrdo-ouro, o que dificulta a inser¢do desse
ensaio na rotina dos servicos de satde (SILVA et al., 2010).

A deteccdo da imunidade celular através da rea¢do intradérmica -
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) tem sido utilizada para diagndstico desde
1964, e atualmente é disponibilizado pelo Sistema Unico de Satde (SUS). E um teste
fundamentado na reacdo de hipersensibilidade tardia (ou tipo IV) e sua interpretacao
deve ser cuidadosa, uma vez que seu resultado pode ser negativo nas primeiras semanas
ap6s surgimento da lesdo cutinea em humanos, em contrapartida podem ser obtidos
resultados falsos positivos quando esse teste € repetido com intervalo de poucas

semanas (GONTIJO E CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010).
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Toledo et al. (2001) utilizaram uma preparagdo do antigeno padronizado pelo
Ministério da Satde, que foi injetado por via intradérmica no antebragco humano. Foram
realizadas leituras com 48h apds injecdo e consideraram as reacdes positivas na
presenca de endurecimento maior que 5 mm no local da aplica¢do, identificando
positividade em 88% dos casos, confirmando a validade deste teste como uma
ferramenta util de diagndstico na leishmaniose cutinea em humanos. Pedras et al.
(2003) realizaram metodologia similar, mas verificaram as leituras no local da injecao
ap6s 72 h, e foram consideradas positivas as reagdes cutaneas com tamanho igual ou
maior que 5 mm.

O diagndéstico soroldgico detecta anticorpos anti-Leishmania e inclui a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste de
aglutinagdo direta (DAT) (READY, 2014; BHATTACHARYYA et al., 2014).

O ensaio ELISA consiste na reacdo de anticorpos presentes no sSoro com
antigenos soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro. Esse
antigeno € adsorvido em microplacas e os soros diluidos sdo adicionados
posteriormente. Os antigenos usados sdo quase sempre derivados de promastigotas de
cultura, parasitas intactos ou moléculas soldveis e apresentam reacdo cruzada com
outras espécies da familia Trypanosomatidae, assim, € necessdrio considerar o
diagndstico diferencial com outras doencgas. A presenca de anticorpos permite a
realizacdo de grande nimero de exames em curto espagco de tempo, rapido, sensivel, de
facil execucdao (READY, 2014; BRASIL, 2013).

O teste de aglutinagdo direta € um teste rapido apropiado para o diagnostico de
LV com base em formas promastigotas de L. donovani ou L. infantum. Este teste foi
descrito por Allain e Kagan em 1975 e é de ficil execucdo, baixo custo, com
sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 72 a 100% (PEDRAS et al., 2008; TER
et al., 2009).

O DAT ¢ indicado para trabalhos de campo, mas necessita de um laboratorio
equipado para a execugdo e periodo de incubagdo. O teste € semi-quantitativo e as
amostras de soro, sangue ou urina sdo diluidos e misturados as particulas antigénicas de
promastigotas mortas em sua forma integra. Apdés um periodo de incubagdo, a
aglutinagdo se completa, caso os anticorpos contra o protozodrio estejam presentes,
sendo a reacdo de aglutinacao visivel a olho nu (CHAPPUIS et al., 2006; TER HOST et

al., 2009). Este diagnéstico tem sido avaliado em dreas endémicas e é considerado de
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primeira linha em centros de referéncia para LV no Sudao, diminuindo o nimero de
aspirados em torno de 80% (RITMEIJER et al.,2006; LOCKWOOD E SUNDAR, 2006,
TER HORST et al., 2009).

A leishmaniose visceral pode ser diagnosticada pelo teste imunocromatografico
para detectar a presenca de anticorpos contra o antigeno de Leishmania K39 que contém
39 aminodcidos repetitivos da proteina cinesina. Inicialmente, o rk39 foi introduzido
para ser utilizado no ELISA e posteriormente no formato de fita (CHAPPUIS et al.,
2003; BOELAERT et al., 2008; MUELLER et al., 2014). O rk39 mostrou variacdo de
sensibilidade e especificidade em diferentes populacdes. Na India, apresentou
sensibilidade 100% e especificidade 93% - 98%, no Brasil sensibilidade 90% e
especificidade 100%. Na Europa, foi positivo em 71,4% dos casos, no Suddo apresentou
67% de sensibilidade. A diferenca de sensibilidade pode ser observada devido a
diferencas dos anticorpos presentes em diferentes grupos étnicos (BOELAERT et al.,
2014).

A detec¢do de IgE antileishmania realizado em paralelo com IgG antileishmania
pelo ELISA € considerado um marcador de infec¢do para Leishmaniose chagasi € nao
um marcador da doenca. Estes anticorpos ndo tém funcdo protetora da doenca e estdo
associados a processos infecciosos como infec¢des virais, helmintiases e protozooses,
porém estudos tem demonstrado a elevacido dos niveis de IgE total em pacientes com

leishmaniose visceral NASCIMENTO et al., 2006).

2.5 Vacinas

Nas ultimas décadas, tem- se buscado desenvolver vacina conta a leishmaniose,
mas nenhuma ainda estd em uso ativo (SRIVASTAVA et al., 2016). Em geral, as
vacinas que estdo em fase de desenvolvimento, podem ser divididas em trés categorias:
1 — vacinas vivas atenuadas de Leishmania, incluindo parasitas geneticamente
modificados; 2 — vacinas de proteinas recombinantes; 3 — vacinas de DNA
(SILVESTRE et al., 2008; IBORRA et al., 2008; CARRION et al., 2011; NICO et al.,
2014; KUMAR E SAMANT et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).

A “leishmunizagdo” ¢ a estratégia de imunizacdo mais bem sucedida em

humanos desenvolvendo imunidade duradoura apds infeccdo induzida com parasitas
vidveis ndo atenuados, mas foi interrompida devido ao nao controle das lesdes de longa

duracdo na pele e a propagagcao do HIV. O uso € limitado a uma vacina registrada no
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Uzbequistao (BRETON et al., 2005; KHAMESIPOUR et al., 2014; RAFATI et al.,
2006; SRIVASTAVA et al., 2016).

Com a proibi¢do do uso da “leishmuniza¢dao” foram desenvolvidas vacinas de
segunda geracdo utilizando proteinas sintéticas ou recombinantes referentes a antigenos
de Leishmania e fracdes purificadas dos parasitos nativos (STAGER et al., 2000,
ZANIN et al., 2007, RAMIREZ et al., 2013; BAHARIA et al., 2015).

As proteinas podem ser testadas isoladas ou em combinagdo, sendo que na
maioria das vezes é necessdrio utilizar um adjuvante. Apesar de diferentes pesquisas
utilizando antigenos recombinantes ja terem sido realizados na inten¢do de desenvolver
uma vacina contra leishmaniose, alguns ofereceram um grau considerdvel de protecdo e
podem ser utilizadas como vacinas terapéuticas e/ou profildticas (DUTHIE et al., 2012;
RAMAN et al., 2012; NAGILL et al., 2011; COLER et al., 2015; BEAUMIER et al.,
2013; GILLESPIE et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).

As vacinas de DNA ou vacinas genéticas capacitam a produgdo de antigenos
permitindo a expressdo de proteinas em célula de mamiferos apds a introducdo das
constru¢cdes de DNA codificante da proteina a ser testada, diferentes antigenos t€ém sido
testados contra leishmaniose (DUMONTEIL et al., 2007; ZANIN et al., 2007; DEY et
al., 2009; MASIH et al., 2011; KUMAR E SAMANT et al., 2016)

2.6 Phage Display

A tecnologia de Phage display ou expressdao de biomoléculas em fagos € uma
tecnologia desenvolvida por Smith (1985) utilizada na descoberta de testes diagndsticos,
farmacos e vacinas, sendo bastante util na caracterizagdo antigé€nica, pois identifica
peptideos ou proteinas envolvidos diretamente na resposta imune a agentes infecciosos
(AZZAZY; HIGHSMITH, 2002; HELL et al., 2009).

Essa tecnologia € baseada no uso de um fago filamentoso (M13), um
bacteriéfago que infecta bactérias gram negativas, como a Escherichia coli (BENHAR,
2001).

Os bacteriofagos sao formados por uma fita simples de DNA envolta por uma
capa protéica constituida por cinco proteinas (p3, p6, p7, p8 e p9) (FUKUNAGA e
TAKI et al., 2012) (Figura 2). Destas cinco proteinas, existem aproximadamente 2.800
copias da p8 e cinco copias da p3. Nesse sistema, o gene codificador do peptideo ou

proteina de interesse € geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da
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capa protéica do fago (ZANCONATO et al., 2011). Devido a baixa representatividade
da p3 em relacdo a p8, as bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na p3 sdo mais
indicadas para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas as
bibliotecas fusionadas a p8 (KEHOE E KAY, 2005). Assim, a utilizacdo do
bacteriéfago filamentoso M-13 para constru¢io de uma biblioteca randomica de
sequéncias de peptideos fusionados a proteina p3 permite a realizagdo de um

“screening” de peptideos ligantes a molécula alvo de forma mais especifica (PLOSS et

al., 2014).

Figura 2: Esquema representativo de um bacteri6fago filamentoso M13 ilustrando as proteinas
do capsideo viral: p9, p7, p8, p6 e p3.

p8

poé

p3

Fonte: FUKUNAGA E TAKI, 2012.

Uma das vantagens do uso do bacteriofago M13 utilizado para expressar
peptideos, € que eles ndo geram uma infeccdo litica em Escherichia coli sendo sua
infeccdo iniciada pelo acoplamento da p3 do fago ao f pilus de uma E. coli do género
masculino (HEMMINGA, 2010). Somente o DNA de fita simples e circular do fago

penetra na bactéria onde € convertido pela maquinaria de replicagdo do DNA bacteriano
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em uma forma replicativa de fita dupla. Esta forma replicativa sofre constantes
replicagdes do DNA circular para gerar DNA de fita simples e ainda servir como molde
para expressao das proteinas de fago. A progénie do fago € montada por empacotamento

do DNA de fita simples em capsideos protéicos e é expulsa da bactéria através da

membrana para o meio extracelular (AZZAZY E HIGHSMITH, 2002).

2.6.1 Phage display de peptideos

As bibliotecas de Phage display de peptideos consistem na fusdo de um DNA
exogeno com o DNA viral em que as sequéncias de aminodcidos sdo expressas no fago
(BARBAS, 2001). As bibliotecas randomicas sdo geradas pela utilizagdo de
oligonucleotideos degenerados, podendo ter sete ou doze aminodcidos, em estruturas
lineares ou conformacionais (SZARDENINGS, 2003).

Os peptideos expressos no fago possibilitam a selecdo de sequéncias baseadas
em uma afinidade de ligacdo a uma molécula alvo por um processo de selecdo por
afinidade, enquanto os fagos que interagem fracamente com o alvo e os fagos ndo
aderentes sdo lavados, aqueles que expdem moléculas com elevada afinidade pelo
mesmo alvo sdo recuperados por elui¢do, esse processo de selecdo € denominado
biopanning (PARMLEY E SMITH, 1988; BARBAS et al., 2001).

O biopanning selecdo bioldgica (ciclos de ligacdo, eluicdo e amplificacdo)
enriquece o conjunto de fagos com sequéncias especificas contra o alvo, geralmente este
processo € feito artificialmente, no qual a molécula alvo € imobilizada em um suporte
sOlido (placas de ELISA, membranas ou beads) (WU, 2011). (Figura 3).

ApOs trés ou quatro repeti¢des deste processo, clones individuais sdo submetidos
a ensaios imunoldgicos e suas sequéncias de DNA obtidas por sequeciamento

(BARBAS et al., 2001).
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Figura 3: Representacdo esquemadtica do biopanning de peptideos utilizando como alvo
anticorpos presentes no soro.
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Fonte: Adaptacdo da imagem disponivel em: https://www.neb.com/tools-and-
resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide libraries ? device =
pdf. Acessado em 10. 05.2016.

O sucesso desta técnica estd na complexidade da biblioteca original juntamente
com a capacidade e afinidade na sele¢do. Quanto maior a diversidade da biblioteca,
mais numerosas serdo as sequéncias capazes de se ligar a uma molécula alvo
(ZANCONATO et al., 2011). Essa afinidade de sele¢do otimiza o passo de purificacdo
gerando uma grande reducdo nos custos de producdo (LEVISSON et al.,, 2014).
Peptideos selecionados contra um alvo especifico que tem sequéncia similar ao peptideo

ligante natural sao denominados miméticos (SHARMA et al., 2006).

2.6.2 Phage display de anticorpos

A tecnologia de Phage display pode ser usada na geracdo de anticorpos
monoclonais para imunoterapia, no isolamento de anticorpos a partir de pacientes
exposto a um determinado patégeno e no mapeamento de proteinas nativas (AZZAY E

HICHSMITH, 2002).


https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide%20libraries%20?%20device%20=%20pdf
https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide%20libraries%20?%20device%20=%20pdf
https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide%20libraries%20?%20device%20=%20pdf
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Essa tecnologia ndo permite construir moléculas completas do anticorpo, mas
fragmentos de dois tipos: fragmento de ligacdo com o antigeno (Fab) e fragmentos

varidveis em cadeia unica (scFv). O fragmentos Fab possuem segmentos VH-CH e VL-

(€N

CL, unidos por pontes dissulfeto, o fragmento menor Fv (fragmento varidvel)

(@

composto apenas pelas regides VL e VH, a versdo recombinante desse fragmento

conhecida como scFv (BARBAS et al., 2001) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo das quatro cadeias estruturais de IgG.

Fragmento F(ab )2

Fragmento Fab Fragmento Fv

A

o\
o \\'H % @///Regido

Vanavel

% o

& { Regido
Cadela Conslante
Leve B S s
s Papaina
S
P Pepsina
w
CHO
Fragmento Fg <
-
@ Cadeia Pesada

COOH
COOH

Fonte: BARBAS et al., 2001.

Os fragmentos de anticorpos expressos na superficie de fagos possibilitam a
selecdo de sequéncias baseadas em uma afinidade de ligagdo a uma molécula alvo
(antigeno) por selecdo in vitro. Em ciclos de selecdo, as moléculas de anticorpos sio
incubadas com a molécula alvo, os fagos contendo os anticorpos com afinidade pelo
alvo sdo capturados e permanecem ligados e eluidos, os fagos ndo especificos sdo
eliminados por sucessivas lavagens (biopanning) visando obter anticorpos mais
especificos. Apds esta selecdo, Os clones resultantes do processo de biopanning sio
seqilienciados (BARBAS et al., 2001).

Atualmente, a maioria das bibliotecas é construida no formato scFv, mas esses

fragmentos tendem a formar dimeros, ja o fragmento Fab é monomérico e permite uma
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rdpida selecdo entre um grande nimero de clones, sdo mais estdveis e propicios de
reterem sua estrutura natural e capacidade de reconhecimento e afinidade ao seu alvo
quando comparado em bibliotecas multiméricas de scFv (ZHANG et al., 2006; CHAN
et al., 2014).

3. JUSTIFICATIVA

Dois milhdes de novos casos de leishmaniose ocorrem anualmente nas areas
tropicais e subtropicais do globo e, no Brasil, 0 maior nimero de casos de leishmaniose
visceral e tegumentar estd na regido nordeste. O Maranhdo, estado situado na fronteira
entre as regides norte, nordeste e centro-oeste, apresenta uma alta prevaléncia de todos
os tipos de leishmanioses.

Apesar do progresso no diagndstico e no tratamento, as leishmanioses continuam
sendo um problema de satide publica, particularmente nos paises em desenvolvimento.
O impacto das leishmanioses na saide humana foi grosseiramente subestimado por
muitos anos, sendo esta doenca hoje classificada como uma das principais doencgas
negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude.

Dessa forma é importante que essa doenga tenha um diagndstico precoce para
diminuir a incidéncia, assim € fundamental o desenvolvimento de novas plataformas
que incluam o mapeamento de antigenos com potencial imunodiagndstico.

Nesse contexto, destaca-se a padronizacdo de testes para validar peptideos
recombinantes e anticorpos importantes que possam ser utilizados em diagndsticos
sorolégicos e em construcdo de kits teste rapidos, pois tais moléculas possuem 0 mesmo
comportamento biologico da molécula nativa apresentando assim, alta sensibilidade e
especificidade e grande vantagem na facilidade de obten¢do da quantidade necessdria
para o uso em grande escala.

Com a padronizagdo de imunoensaios de ELISA, tais moléculas podem ser
aplicadas no SUS (Sistema Unico de Satide) em um protocolo de aproximadamente 4
horas para o resultado final, com custo de execucdo e ampliacdo reduzidos, de facil
utilizacdo sem necessidade de infra-estrutura laboratorial avangada, pois ndo
necessitaria cultivar parasitas para a obtenc¢do de extrato proteico utilizados no atual
diagndstico e consequente eficdcia do tratamento, diminuindo a transmissao e o nimero

de novas infecg¢des.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Testar peptideos miméticos sintéticos obtidos pela técnica de Phage Display

para fim diagnoéstico e vacinal de pacientes com leishmaniose.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Descrever o perfil de pacientes com LV e LT atendidos no municipio de
Sao Luis - MA quanto as seguintes varidveis: demografica (idade, sexo, cor da pele),
socioecondmica (local de moradia, renda familiar, procedéncia da dgua, destino do lixo
e dos dejetos) e procedéncia (zona urbana ou rural);

4.2.2 Avaliar a reatividade dos peptideos sintéticos LC1 e LC2 (especificos
para leishmaniose visceral) em amostras de soro e de saliva de pacientes com

leishmaniose visceral bem como com coinfeccao LV-HIV;

4.2.3 Avaliar a reatividade do peptideo sintético LT em soro de pacientes com

leishmaniose tegumentar;

4.2.4 Avaliar se os peptideos sintéticos LCl e LC2 especificos para
leishmaniose visceral apresentam reagdo cruzada em soro de pacientes com Doenca de

Chagas, Malaria e Hanseniase Tuberculoide;

4.2.5 Avaliar se o peptideo sintético LT especifico para leishmaniose
tegumentar apresenta reacdo cruzada em soro de pacientes com Hanseniase

Virchowiana;

4.2.6 Avaliar o efeito dos peptideos miméticos sintéticos LC1, LC2 e LT em
teste de invasdo e de multiplicacdo em macrofagos da linhagem CS57BL/6 desafiados
com Leishmania infantum chagasi (MHOM/BR/72/LD) e Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS), respectivamente;

4.2.7 Avaliar o peptideo 10B, selecionado por Phage display contra anticorpos
policlonais de soro de pacientes, como potencializador da resposta imune em

camundongos desafiados por L. amazonensis.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 ABORDAGEM DIAGNOSTICA

5.1.1 Critérios para selecao dos pacientes

O estudo foi realizado com pacientes acometidos de leishmaniose tegumentar,
leishmaniose visceral, co-infectados com LV-HIV ou HIV positivos. Todos os pacientes
foram atendidos no Hospital Presidente Vargas, Sdo Luis - MA, no periodo de 2012 a
2015. Os pacientes que aceitaram participar desta pesquisa assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo (protocolo n° 23115-014881/2010-20).

Foram incluidos como sujeitos da pesquisa, os pacientes que atenderam aos
critérios de inclusdo, quais sejam: diagndstico laboratorial (parasitologico ou Elisa) de
LV, LT, LV-HIV ou HIV positivo. Os pacientes responderam a um formuldrio contendo
questdes como: sexo, faixa etéria, idade, cor da pele, alguns aspectos socioecondomicos
(local de moradia, renda familiar, procedéncia da dgua, destino do lixo e dos dejetos) e
procedéncia (zona urbana ou rural). Foram coletadas amostras biolégicas de saliva e

sangue para obten¢do de soro.

5.1.2 Amostras
a) Amostras de soro

As amostras de soro foram obtidas a partir de 5 mL de sangue venoso periférico
coletado por punc¢io da veia braquial através de sistema Vacutainer® (Becton Dickinson
Biosciences) em tubo de gel separador de sangue/soro, sendo centrifugado a 3.000 rpm
por 10 minutos para a obtengdo do soro.

Do total de 223 individuos amostrados, 123 eram pacientes com leishmaniose
visceral, 45 com leishmaniose tegumentar, 55 pacientes com coinfec¢do LV-HIV e 40
pacientes HIV positivos. A fim de compor o grupo controle foram utilizados soros de 75
recém-nascidos. Para os testes de reacdo cruzada com os peptideos sintéticos foram
utilizadas amostras de pacientes com Doenga de Chagas (n = 60), com Maléria (n = 65),
Hanseniase Tuberculdide (n = 20) e Hanseniase Virchowiana (n = 20), todos
gentilmente cedidos pela soroteca do Laboratério de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia.

Foram realizados também testes diagndsticos utilizando os peptideos miméticos

LC1 e LC2 em soro de 15 individuos assintométicos (sem manifestacdes clinicas da
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doenga, com intradermorreacdo de Montenegro positiva (IDRM) e teste sorolégico por
ELISA positivo); 13 individuos curados (com doenga confirmada pela positividade do
exame parasitolégico do aspirado de medula 6ssea (mielograma), e considerados
clinicamente curado apds 12 meses do fim do tratamento) e 15 individuos sadios (sem
manifestacdes clinicas da doenga e com Intradermorreagdo de Montenegro negativa

(IDRM) e pesquisa de anticorpos anti-leishmania negativa por ELISA).

b) Amostras de saliva

A saliva foi coletada por meio do sistema Salivette® (Sarstedt) seguindo as
orientagdes do fabricante, e posteriormente centrifugada por 2 minutos a 1000xg. Foram
coletadas amostras de 65 pacientes com leishmaniose visceral e de 40 pacientes com
leishmaniose tegumentar. O grupo controle foi gentilmente cedido pelo Laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia e foi composto de 35

individuos sauddveis de area endémica com diagndstico negativo para leishmanioses.

5.1.3 Selecao de peptideos miméticos (ALMEIDA, 2011)

Para a selecdo dos peptideos recombinantes (peptideos expressos na proteina
plIl de fagos filamentosos) foi utilizada uma biblioteca comercial de 12 aminoécidos
(Ph.D. — 12TM mer - New England Biolabs). Os procedimentos experimentais foram
baseados no protocolo disponibilizado pelo fabricante, com adequacdes no intuito de
aumentar a especificidade para os alvos analisados.

Resumidamente, IgG total foi purificado a partir de um pool de soros de 10
pacientes (Laboratorio de Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade Federal de Uberldndia, MG, Brasil), utilizando Proteina G resina de
agarose.

Para a selecdo dos peptideos recombinantes para Leishmaniose visceral, dois
tipos de eluicdo foram utilizados: uma elui¢cdo especifica com antigeno recombinante -
rK39 e uma segunda elui¢do com o antigeno total de L. infantum chagasi. Para a sele¢io
dos peptideos de Leishmaniose tegumentar os fagos foram eluidos com proteina total de
L. amazonensis.

ApOs as eluigdes, os fagos obtidos foram submetidos a imunoensaios de ELISA

e os mais frequentes foram sequenciados. Dos fagos sequenciados, trés (2 para LV e 1
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para LT) foram selecionados para sintese quimica atendendo os critérios de maior

reatividade.

5.1.4 Sintese de peptideos

Peptideos miméticos selecionados por Phage display tendo como alvos IgG de
pacientes com leishmaniose visceral e tegumentar foram produzidos por ALMEIDA
(2011). Os peptideos miméticos foram sintetizados quimicamente pela empresa
GeneScript (Piscataway, NJ, EUA).

Os peptideos LC1 e LC2, especificos para Leishmania infantum chagasi,
possuem, respectivamente, as sequéncias: ATPRSIHDSETL e YPTKASGNDLRG, as
quais contém 12 aminodcidos € uma amidagdo C-Terminal. O peptideo LT possui a
sequéncia SSALSAATTAHR com 12 aminoédcidos e uma amidagdo C-Terminal e é
especifico para Leishmania amazonensis. Os peptideos foram diluidos em &4gua
ultrapura na concentragdo de 9,5 mg/mL (LCI e LC2) e 7,6 mg/mL (LT) aliquotados e
mantidos a -20°C para uso posterior.

O peptideo mimético denominado irrelevante (ACGFPSSSVCGG) utilizado
neste trabalho refere-se a um peptideo também selecionado por meio da tecnologia de
Phage display, tendo como alvo anticorpos policlonais de brucelose. A sintese e a
diluicdo (10,1 mg/mL) foram feitas de maneira idéntica as mencionadas para os

peptideos testes.

5.1.5 Ensaio imunoenziméatico com peptideos sintéticos em soro dos pacientes

Placas de ELISA (Nunc - Maxisorb) foram sensibilizadas com os peptideos
sintéticos (1 pg/pogo) e tampao carbonato-bicarbonato (pH= 9,6) a 4°C, overnight.
Apés essa etapa, as placas foram lavadas uma vez com PBS Tween 20 0,05% e
bloqueadas com PBS-BSA 5% (Sigma-Aldrich) a 37°C. Depois de 1 hora, as placas
foram novamente lavadas uma vez, para a adicdo dos soros (1:100) dos pacientes com
leishmaniose e incubadas a 37°C.

Ap6s 1 hora, as placas foram lavadas por trés vezes, para adicionar o anticorpo
secunddrio, anti-IgG marcado com peroxidase (Roche AppliedScience) em uma
concentracdo de 1:5000, que foram incubadas por 1 hora a 37°C. As placas foram
lavadas trés vezes e, posteriormente, as reacdes reveladas com OPD (o-fenilenodiamina)

(Sigma-Aldrich) e interrompidas pela adi¢do de 50 uL de solu¢ao de H>SO4 2N. Os
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resultados foram obtidos com base na leitura da densidade optica (D.O) em

espectrofotometro com filtro de 492 nm (Thermo Plate).

5.1.6 Ensaio imunoenzimatico com peptideos sintéticos em saliva de pacientes

Placas de ELISA (Nunc- Maxisorb) foram sensibilizadas com os peptideos
sintéticos (10 pg/pogo) e tampao carbonato-bicarbonato (pH = 9,6) a 4°C, overnight.
ApOs essa etapa, as placas foram lavadas uma vez com PBS Tween 200 0,05% e
bloqueadas com PBS-BSA 1% (Sigma-Aldrich) a 37°C. Depois de 1 hora, as placas
foram novamente lavadas duas vezes, para a adi¢do das salivas (1:5) dos pacientes com
leishmaniose e incubadas a 37°C.

ApOs 1 hora, as placas foram lavadas por trés vezes para adicionar o anticorpo
secunddrio anti-IgA marcado com peroxidase (Roche AppliedScience) em uma
concentracdo de 1:1000, as quais foram incubadas por 1 hora a 37°C. As placas foram
lavadas seis vezes, posteriormente as reacOes reveladas com OPD - o-fenilenodiamina
(Sigma-Aldrich) e interrompidas pela adi¢do de 50 pL de solu¢do de H2SO4 2N. Os
resultados foram obtidos com base na leitura da densidade optica (D.O.) em

espectrofotometro com filtro de 492 nm (Thermo Plate).

5.1.7 Analise estatistica

Os dados dos pacientes foram tabulados no sistema de processamento de
planilhas Microsoft Excel® versdo 2007 (Microsoft Co., Redmond, WA, EUA). O
software GraphPadPrism 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) foi
utilizado para realizacdo dos testes estatisticos. As varidveis qualitativas sdo
apresentadas por meio de frequéncias e porcentagens.

As comparagdes entre os grupos de pacientes e controles foram feitas por andlise
de wvaridncia (ANOVA), foi construida uma curva ROC (receiver operating
characteristic) e o valor cut-off para determinar o melhor ponto de sensibilidade e
especificidade, na deteccdo da leishmaniose. As diferencas entre as médias foram
analisadas pelo teste de Bonferroni (GraphPadPrism 5.0) considerando-as significativas

quando p < 0,05.
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5.2 ABORDAGEM VACINAL
5.2.1 Ensaios in vitro
a) Parasitos

Os parasitos utilizados neste estudo foram Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH-8), isolados de camundongos infectados e Leishmania infantum
chagasi (MHOM/BR/72/LD) isolados de hamsters, mantidos no Laboratério de
Tripanossomatideos da Universidade Federal de Uberlandia — MG (LATRI — UFU). As
formas promastigotas foram cultivadas em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion -
Himedia) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de L-glutamina
(Sigma-Aldrich), 1% de penicilina (Sigma-Aldrich), 1% de estreptomicina (Sigma-
Aldrich) e 1% gentamicina (Sigma-Aldrich). Os parasitos foram acondicionados em
garrafas acrilicas estéreis e descartdveis, e mantidos a uma temperatura de 23°C em
estufa B.O.D e 32°C para as formas amastigotas.

Os parasitos utilizados nos experimentos eram provenientes de cultura no final

da fase estaciondria de desenvolvimento na forma promastigota metaciclica.

b) Cultivo de macrofagos

Macréfagos de linhagens murinos C57BL/6 foram cedidos pelo Laboratério de
Tripanossomatideos da Universidade Federal de Uberlandia - MG (LATRI - UFU). As
células foram mantidas em garrafas pequenas de cultura acrilicas estéreis e descartdveis,
meio de cultura DMEM Gibco® (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Thermo Fisher
Scientific) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de penicilina (Sigma-
Aldrich), 1% de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 1% gentamicina (Sigma-Aldrich)

mantidas em estufa de COza 5% com temperatura de 37°C.

c) Teste de viabilidade celular (Alamar Blue®)

A viabilidade celular foi determinada pela resazurina 10% (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-6xido) solivel em PBS, corante azul extremamente estavel, ndo
téxico, ndo lesivo, ndo promove a desagregacdo celular, no caso de células aderentes.
Considerado o indicador mais utilizado em condi¢des de reducdo em meios de cultura
(O’BRIEN et al., 2000; FUKUSHIMA et al., 2003; HAMID et al., 2004; JONES E
GRAINGER, 2009; STODDART et al.. 2010; RAMPERSAD et al., 2012; RISS et al.,
2015).
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A resazurina quando adicionada a cultura celular entra no citosol e pode sofrer
redugdo enzimdtica na mitocondria, conduzida pelo NADPH, devido a atividade de
enzimas tais como: flavina mononucledtido desidrogenase, flavina adenina
desidrogenase, nicotinamida adenina desidrogenase e citocromos (O’BRIEN et al.,
2000). Com a extensao da reduc¢do enzimatica, resazurina (cor azul) é transformada em
resorufina (cor rosa purpura), que € excretada para fora da célula sendo acompanhada
com a mudanca de cor de azul para rosa purpura, o qual pode ser quantificado por
espectrofotometria (AL-NASIRY et al., 2007; BORRA et al., 2009, STODDART et al..
2010).

Utilizou-se células de macréfagos CS7BL/6 com aproximadamente 80% de
confluéncia foram coletadas utilizando tripsina (250 mg/mL) e em meio DMEM
completo. Em seguida, as células foram distribuidas em uma placa de cultura celular de
96 pocos (1 x 10° células/pogo) e mantidas overnight nas mesmas condicdes de cultura
acima mencionadas a fim de permitir a aderéncia celular.

Para o tratamento das células com as concentracdes dos peptideos foram
realizados testes pilotos, onde a concentracdo inicial do peptideo sintético foi de 100
uM (ALMEIDA, 2011). Apods os testes preliminares, os macréfagos foram entio
tratados com os peptideos sintéticos por 2 h nas concentragdes de 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5
uM; 5 pM; 10 uM e 12 uM. Como controle positivo foi utilizado H2O> (peroxido de
hidrogénio) 10 mM, como controle negativo foram utilizadas células cultivadas apenas
em meio de cultura e controle de veiculo dgua ultrapura. Em seguida, foi acrescentando
as células 50 uL de Alamar Blue® e foram incubadas por 24 horas no escuro em estufa
de CO2a 5% com temperatura de 37°C.

A taxa de reducdo com base na mudanga de cor foi quantificada em leitora de
microplacas (Thermo Plate) na absorbancia de 594 nm. As concentracdes e controles
foram analisados em triplicata. Para cédlculo da viabilidade celular foi utilizada a
férmula:

% de viabilidade celular = (OD células tratadas / OD controle negativo) x 100.

d) Teste de invasao com parasitos in vitro
Macréfagos C57BL/6 com aproximadamente 80% de confluéncia foram
coletadas utilizando tripsina (250 mg/mL) e meio de cultura celular DMEM. Em

seguida, as células foram distribuidas em uma placa de cultura celular de 24 pocos (1 x
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10° células/poco) e mantidas nas mesmas condicdes de cultura mencionadas
anteriormente, a fim de permitir a aderéncia celular.

Os macrofagos foram entdo tratados com os peptideos sintéticos por 2 h nas
concentragdes de 0,6 uM; 1,25 uM ; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM. Em seguida, procedeu-se o
ensaio de invasao na razao parasita 5:1 por 4h a temperatura ambiente com as formas
amastigotas e promastigotas de Leishmania infantum chagasi e Leishmania
amazonensis.

Ap6s o periodo de infeccdo, o sobrenadante foi retirado para dosagem de
citocinas, as laminulas lavadas com PBS 1x, fixadas com Bouin (Sigma-Aldrich) por 15
minutos, lavadas com PBS 1x por vérias vezes até que a coloracdo amarelada
desaparecesse. Em seguida, as laminulas foram coradas com Giemsa 20% (LaborClin),
descoradas com acetona (Vetec) e xilol (dimetilbenceno) (Hycel) nas propor¢des 9:1,
7:3, 3.7, secas a temperatura ambiente.

ApOs 24 horas, as laminulas foram coladas com Permount (Fisher Scientific) em
laminas de vidro previamente identificadas para andlises em microscopio Optico com
objetiva 100X. Foram analisadas 100 células infectadas e quantificados os parasitos
para determinar o indice de infeccdo (porcentagem de macréfagos infectados em 100

células analisadas).

e) Teste de multiplicacio com parasitos

Macréfagos C57BL/6 com aproximadamente 80% de confluéncia foram
coletados utilizando tripsina (250 mg/mL) e meio DMEM. Em seguida, as células foram
distribuidas uma placa de cultura celular de 24 pogos com laminula circular de acordo
com o tempo usado para multiplicacdio dos parasitas, entdo 24 h (6 x 10* células), 48 h
(4 x 10* células), 72 h (4 x 10* células) e 96 h (2 x 10* células) e mantidas nas mesmas
condig¢des de cultura mencionadas anteriormente, a fim de permitir a aderéncia celular.

Posteriormente, procedeu-se o ensaio de multiplicagdo. As formas amastigotas e
promastigotas de L. infantum chagasi e L. amazonensis foram plaqueadas na razdo
parasita 1:1 e, ap6s 4 horas, foram adicionados os peptideos LC1, LC2, LT e IRREL
(irrelevante) nas seguintes concentragdes: 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM por
24h, 48 h, 72 h e 96 h e mantidas nas mesmas condi¢des de cultura.

Ap6s o periodo de cada tratamento, as laminulas foram lavadas com PBS 1x,

fixadas com Bouin (Sigma-Aldrich) por 15 minutos, lavadas com PBS 1x por varias
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vezes até que a coloracdo amarelada desaparecesse. Em seguida, as laminulas coradas
com Giemsa 20% (LaborClin), foram descoradas com acetona e xilol nas proporcoes
9:1, 7:3, 3.7, e secas a temperatura ambiente.

ApO6s 24 horas, as laminulas foram coladas com Permount (Fisher Scientific) em
laminas de vidro previamente identificadas e analisadas em microscépio optico com
objetiva 100X. Foram analisadas 100 células infectadas e quantificados os parasitos
para determinar o indice de infec¢do (porcentagem de macréfagos infectados em 100

células analisadas).

f) Analise estatistica
Os ensaios foram realizados em triplicatas, as diferencas entre as médias foram
analisadas em two- way ANOVA com pos-teste de Bonferroni no software GraphPad

Prism versdo 5.01 para Windows, considerando-as significativas quando p < 0,05.

5.2.2 Ensaio in vivo — Potencial protetor do peptideo mimético 10B contra L.

amazonensis

a) Animais

Camundongos BALB/c fémeas (8 semanas de idade) foram obtidos do Biotério
do Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, os quais foram mantidos sob condicdes

controladas de temperatura, umidade e ciclo de luz.

b) Parasitas

Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH-8) foi cultivada a 24°C em meio
Schneider (Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% soro bovino fetal
inativado (FBS, Sigma), 20 mM L-glutamina, 200 U/mL penicilina, e 100 pg/mL
estreptomicina, com pH 7,4. O extrato antigénico solivel de L. amazonensis foi
preparado a partir de culturas de promastigotas na fase estaciondria (5 a 7 dias de

cultura) tal como descrito por Chavez-Fumagalli et al. (2010).
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c) Imunizacao e infecciao

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 8 por grupo), a saber: 1)
animais vacinados subcutaneamente na pata esquerda traseira com 1x10” PFU/mL do
isolado do fago associado a 25 pg de saponina (Quillaja saponaria bark saponin;
Sigma); 2) animais tratados somente com saponina; e 3) animais tratados somente com
salina. Foram administratadas trés doses em intervalos de duas semanas. Quatro
semanas apods a ultima inoculacdo, quatro animais de cada grupo foram eutanasiados
para andlise da resposta imune. Nesse mesmo momento, os animais restantes (n = 4 por
grupo) foram infectados na pata traseira direita com 10° de promastigotas de L.
amazonensis na fase estaciondria.

O curso da doenca foi monitorado semanalmente medindo-se a espessura da
pata com um paquimetro eletrénico (799-6/150 model, Starrett®, Brasil), e expressado
como o aumento da lesdo da pata direita infectada comparada com a pata esquerda nao

infectada. O desenvolvimento das lesdes nas patas foram avaliadas por 11 semanas.

d) Estimativa da carga parasitaria

Os camundongos (n = 4 por grupo) foram eutanasiados na 11* semana apds a
infeccdo para coleta do figado, baco, medula Ossea, linfonodo popliteo e as patas
infectadas. A carga parasitdria foi determinada pelo ensaio de dilui¢do limitante, como
descrito por Vieira et al. (1996). Resumidamente, os o6rgdos foram pesados e
homogeneizados utilizando-se um macerador de tecidos de vidro e tampdo fosfato
salino estéril (PBS). O material foi centrifugado a 150 xg e descartado sobrenadante
(debris), e as células foram concentradas a 2000 xg. O sedimento celular foi
ressupendido em ImL de meio Schneider suplementado com 20% de soro bovino fetal.
Um volume de 220 pL. do material foi colocado em placas de microtitulacio com 96
pocos (Nunc, Nunclon®, Roskilde, Denmark) e diluidas de forma seriada em meio
Schneider suplementado (10° a 10%°). Cada amostra foi plaqueada em triplicata e a
andlise foi feita 10 dias apds o inicio da cultura (24°C). Os resultados foram expressos
em logaritimo de acordo com a diluicdo correspondente ao Gltimo poco positivo para

presenca do parasita, ajustado por micrograma de tecido.
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e) Analise de Citocinas

Cultura de esplendcitos e andlise de citocinas foram realizadas antes do desafio e
na 10* semana apdés a infeccdo, conforme Chdvez-Fumagalli et al. (2010).
Resumidamente, preparagdes de célula unica de bagco foram plaqueadas em duplicata
em placas de 24 pocos (Nunc) a 5x10° células/mL. As células foram incubadas em meio
de cultura DMEM (controle) ou estimuladas separadamente com SLA (25 pug/mL), a
37°C em 5% CO: por 48 h. Foram avaliados os niveis de IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 e
GM-CSF no sobrenadante por meio do ensaio ELISA usando anticorpos monoclonais
(captura e deteccdo) de kits comerciais, incluindo BD OptEIA TM Set Mouse IFN-Y
(AN-18), IL-12 e GM-CSF cat. 2661KI, 2620KI e 2760KI, respectivamente
(Pharmingen, San Diego, CA, USA) assim como IL- 4 Murine e IL-10 ELISA
development Kkits, cat. 900-K49 e 900-K53, respectivamente (PeproTech®, Ribeirdao

Preto, S@o Paulo, Brasil), seguindo-se as instru¢des dos fabricantes.

f) Analise de proteinas por Western Blot

Extratos celulares totais foram obtidos do homogeneizado do tecido da pata
infectada usando-se tampao de lise (1% Triton X-100, 100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 10%
glicerol, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, I mM DTT, 1 mM PMSF, 25mM NaF, 2.5
png/ml leupeptina, 5 pg/ml aprotinina, e 1 mM orthovanadato de sédio). Os lisados
foram centrifugados a 13.000 x g for 10 min a 4°C, e quantificados usando-se o ensaio
Bradford obtido da Bio-Rad (Hercules, CA). Os extratos (40 pg) foram aplicados em
10% SDS-PAGE e transferido para membrana de nitrocelulose, como descrito por
Sousa et al (2010).

As membranas foram bloqueadas durante a noite a 4°C com PBS contendo 5%
de leite em pé desnatado e 0,1% de Tween-20, lavado trés vezes com PBS contendo
0,1% de Tween-20, e incubado com anticorpos monoclonais anti P-ERK1/2, anti-JNK,
anti-P65/RelA (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) na dilui¢do de 1:1.000
em tampao fosfato salino contendo 5% (w/v) BSA e 0,1% de Tween-20. Apds lavagem,
as membranas foram incubadas com anticorpo secundério conjugado com peroxidase
(1:3.000). Bandas imunorreativas foram visualizadas por meio de um sistema de
deteccao de quimioluminescéncia, como descrito (GE Healthcare, Piscataway, NJ,

USA).
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Os niveis de P-ERK1/2, P-JNK e P-p65 foram quantificados por anélise
densitométrica (Lablmage, Leipzig, Alemanha) e normalizados o nivel de B-actina na
mesma amostra. Mudancas no nivel de proteina foram estimadas com base nos valores
controles e os resultados foram expressos como a razao entre P-ERK1/2, P-JNK e P-p65

para B-actina, medidas em unidades arbitrarias.

g) Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por one-way ANOVA utilizando pos-teste de
Bonferroni (software GraphPad Prism versdo 5.01 para Windows) para comparacdes
entre os grupos experimentais. Para a andlise de densitometria foi utilizado o software
LabImage (Leipzig, Alemanha). Diferencas foram consideradas significantes quando p

<0,05.

5.2.3 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS LIGANTES
a) Crescimento e purificacio em larga escala de anticorpos recombinantes

Para a obtencdo dos anticorpos recombinantes foi realizado dois biopannings
individuais de anticorpos ligantes na superficie dos promastigotos de L. infantum
chagasi e L. amazonensis, seguida de incubacdo com formas tripomastigotas de T.
cruzi. Os sobrenadantes contendo as moléculas de Fab na forma solivel foram
submetidos a imunoensaios de ELISA. Os anticorpos recombinantes mais reativos
foram 10E e 12C contra L. infantum chagasi e 2F, TH contra L. amazonensis
(ALMEIDA, 2011).

Os anticorpos recombinantes obtidos foram expressos em larga escala seguindo
o seguinte procedimento: inoculados individualmente em 1 mL de meio SB contendo
100 mg/mL de carbenicilina e 2% de glicose 2M (v/v) em erlenmeyer e incubados
overnigth sob a agitacdo a 37°C. No dia seguinte, 50 uL da cultura foram transferidos
para um novo frasco erlenmeyer contendo 1 mL de meio SB suplementado com 100
mg/mL de carbenicilina e 2% de glicose 2M (v/v) mantido sob agitacdo a 37°C por 4
horas. A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos a 25 °C e o sedimento
ressuspendido em 1 L de meio SB suplementado com100 mg/mL de carbenicilina, 2%
de glicose 2M (v/v) e 2 mM de IPTG (isopropil-b-D-galactosideo) (Promega) e mantido
sob agitacao a 30°C, overnigth. A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos
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a 4°C e o sobrenadante foi purificado em coluna de afinidade (Nisepharose His Trap HP

— GeHealthcare) em HPLC.

b) Imunoprecipitacao

Beads magnéticos foram ressuspendidos e transferidos para um tubo de 1,5 mL
com auxilio de um aparato magnético, o sobrenadante foi descartado e os beads foram
lavados por duas vezes com 1 mL de tampado de ligacdo. Apds a lavagem, os beads
foram ressuspendidos em tampdo de ligacdo e foi adicionado 1 mL do anticorpo
recombinante purificado (50 pg). O tubo foi agitado gentilmente e mantido a
temperatura ambiente sob agitacdo por 1 h. O sobrenadante foi descartado e os beads
lavados duas vezes.

Aos beads magnéticos foi adicionado o extrato proteico (1.000 pg) de
Leishmania amazonensis e Leishmania infantum chagasi, respectivamente, para cada
anticorpo recombinante, e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os beads lavados 4 vezes e, em seguida,
foi adicionado 10 uL de tampao de amostra para SDS-PAGE e incubados por 5 minutos
a 100°C. Apds incubacio, eles foram separados utilizando aparato magnético e o eluato
transferido para dois tubos, dos quais um foi analisado por SDS-PAGE e o outro foi

analisado por espectrometria de massas.

c) Eletroforese em SDS-PAGE

As amostras em tampao foram aplicadas em cada poco do gel. Foi utilizado um
marcador de peso molecular (SIGMA MARKER™ Wide Molecular Weight Range)
para determinar o tamanho das proteinas no gel. Foram utilizados dois tampdes de
corrida: anodo (Tris-HCI 0,2M pH 8,9) e catodo (Glicina 0,1M; Tris 0,I1M; 0,1% de
SDS). A corrente foi fixada em 120V e a corrida foi realizada por 2 horas. O gel foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare).

A membrana foi bloqueada durante 1 hora com 3% de BSA em PBS, lavadas e,
em seguida, trés vezes em tampao de lavagem contendo PBS-Ta 0,1%. Em seguida, a
membrana foi incubada durante a noite a 4°C com anticorpo recombinante purificado,
lavadas trés vezes e incubadas durante 1 hora com anti-His conjugado com peroxidase
(GE Healthcare) diluida 1: 5.000 em PBS mais 3% BSA. A membrana foi lavada e
revelada em ECL (GE Healthcare).



6. RESULTADOS

6.1 ABORDAGEM DIAGNOSTICA

6.1.1 Caracterizacio dos pacientes
A amostra em estudo foi composta por 263 individuos, sendo 123 pacientes com leishmaniose
visceral, 45 com leishmaniose tegumentar, 55 pacientes com coinfec¢do LV-HIV e 40 pacientes

HIV-positivos (Tabela 1).
Tabela 1 - Caracteristicas demogréficas e socioecondmicas dos grupos de pacientes atendidos no Hospital

Presidente Vargas, Sdo Luis - MA no perfodo de 2012 a 2015.
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Caracteristicas

Sexo

Idade

Cor

Grau de instrucgao

Local de moradia

Renda familiar

Destino de
dejetos humanos

Abastecimento
de dgua

Destino do lixo

Categorias
Feminino
Masculino
< 15 anos
> 15 anos

Branca
Negra
Parda
Analfabeto
Ensino fundamental incompleto
Ensino fundamental completo
Ensino médio incompleto
Ensino médio completo
Zona urbana
Zona rural
< 1 saldrio minimo
1 a 2 saldrios minimos
> 2 saldrios minimos
Sistema de esgoto
Fossa séptica

Fossa negra

Nao possui
Rede publica
Poco
Cisterna
Rede publica
Incineragdo prépria

Nao possui

LV (%)
90 (73%)
33 (27%)
30 (24%)
93 (76%)
53 (43%)
33 (27)%)
37 (30%)
63 (51.2%)
27 (22%)
13 (10,6%)
15 (12,2%)
5 (4%)
28 (22.7%)
95 (77.3%)
64 (52%)
48 (39%)
11 (9%)
61 (49,6%)
28 (22.7%)
18 (14,7%)
16 (13%)
20 (16,3%)
66 (53.7%)
37 (30%)
25 (20,3%)
89 (72,4%)

9 (7,3%)

LT (%)
25 (55.5%)
20 (44.5%)
10 (22,3%)
35 (77.7%)
19 (42,2%)

9 (20%)
17 (37.8%)
15 (33.3%)

13 (29%)

9 (20%)
5(11,1%)

3 (6,6%)

17 37.8%)
28 (62.2%)
21 (46,7%)
15 (33.3%)

9 (20%)
15 (33.2%)

9 (20%)
11 (24,5%)
10 (22.3%)
20 (44,5%)
16 (35,5%)

9 (20%)

23 (51%)

9 (20%)

13 (29%)

LV-HIV (%)

33 (60%)
22 (40%)
0
55 (100%)
21 (38.2%%)
19 (34,5%)
15 (27.3%)
21 (38.2%)
15 (27.2%)
9 (16,4%)
7(12.7%)
3(5.5%)
20 (36.4%)
35 (63.6%)
28 (51%:)
17 (31%)
10 (18%)
17 (31%)
18 (32.7%)
9 (16,3%)
11 (20%)
17 (31%)
15 (27.2%)
23 (41,8%)
13 (24%)
32 (58%)

10 (18%)

HIV (%)
27 (67.5%)
13 (32,5%)

0

40 (100%)
19 (47,5%)

4 (10%)
17 (42,5%)
9 (22.5%)
11 (27,5%)
7(17.5%)

8 (20%)

5(12.5%)
25 (62,5%)
15 (37.5%)

20 (50%)
17 (42,5%)

3(7.5%)
15 (37,5%)
11 (27,5%)
9 (22.5%)
5(12.5%)
17 (42,5%)
13 (32,5%)

10 (25%)
25 (62,5%)

10 (25%)

5 (12,5%)
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A faixa etdria predominante nos grupos estudados foi maior de 15 anos, do sexo
feminino, de cor branca e analfabeta. Quanto as caracteristicas socioecondmicas, a
maioria € procedente da zona rural, com renda familiar menor a 1 saldrio minimo;
possui destinagdo especifica para os dejetos humanos; possui pocos como fonte de dgua

para abastecimento.

6.1.2 Ensaio imunoenzimatico com peptideos sintéticos em soro dos pacientes
com leishmaniose

A dosagem de anticorpos revelou que os peptideos LC1 e LC2 apresentaram
uma diferenca altamente significativa (p < 0,0001) quando o grupo de pacientes com
leishmaniose visceral foi comparado ao grupo controle, apresentando um valor de de
cut-off igual a 0,16 para o peptideo LC1 e de 0,13 para o peptideo LC2 (Figuras 5 A. e
5C)).

O peptideo LC1 apresentou 98,4 de sensibilidade e 100% de especificidade,
enquanto o peptideo LC2 apresentou 100% de sensibilidade e especificidade,
considerando uma curva ROC com érea de 0,991 para LC1 e de 1 para LC2 (Figuras
5B. e 5D.), o diagnéstico realizado utilizando o extrato proteico revelou 83% de
sensibilidade e 95% de especificidade (Figura 3F.). Ao correlacionar os resultados
obtidos com o extrato proteico, observa-se uma forte correlac@o entre a reatividade dos
peptideos miméticos com aquela obtida com o extrato proteico utilizado no diagndstico
atual, (R* = 0,967 e y = 0,992x + 0,004 (para LC1) e R* = 0,888 € y = 0,979x + 0,022
(para LC2).
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Figura 5. Detec¢dao de anticorpos por ELISA utilizando peptideos miméticos LC1 e LC2. A.
Reatividade de LC1 com soros de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e recém-nascidos
(CN). B. Curva ROC apresentando a sensibilidade e especificidade. C. Reatividade de LC2 com
pacientes de leishmaniose visceral e recém-nascidos. D. Curva ROC. E. ELISA utilizando extrato
proteico em soros de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e recém-nascidos (CN). F. Curva
ROC apresentando a sensibilidade e especificidade.
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Os peptideos LC1 e LC2, ao serem testados com soros individuais de pacientes
com coinfec¢cdo LV-HIV, apresentaram também diferenca altamente significativa (p <
0,0001), com valor de cut-off igual a 0,11 (Figura 6). Os peptideos apresentaram 100%
de sensibilidade e 100% de especificidade, revelando curvas ROC com dareas de 1
(Figuras 6C. e 6D.). Para o diagnéstico realizado utilizando o extrato proteico,

observou-se 83% de sensibilidade e 95% de especificidade (Figura 6F.). A correlagdo
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entre as reatividades obtidas com LCI1 e LC2, comparadascom o extrato proteico,
demonstrou uma forte correlacdo dos peptideos com o diagnéstico atual, com R? =

0,955e y=1,033x — 0,002 (LC1) e R*=0,973 e y = 0,987x + 0,012 (LC2).

Figura 6. A. C. Soros de pacientes com coinfec¢do LV-HIV e grupo de recém-nascidos usado
como controle negativo (CN). Os soros foram testados individualmente quanto a sua
capacidade para se ligar ao peptideo sintético LC1 e LC2. A linha horizontal corresponde ao
valor cut-off 0,11. B. Curva ROC apresenta 100% de sensibilidade e a especificidade. A édrea
sob a curva (AUC) e o correspondente valor p < 0,0001 sdo indicados no grafico. E. ELISA
utilizando extrato proteico contra soro de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e recém-
nascidos (CN). F. Curva ROC apresentando a sensibilidade e especificidade.
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A deteccdo de anticorpos utilizando os peptideos LC1 e LC2 em grupos assintomaético,
curado e sadio revelou uma diferenca altamente significativa (p < 0,0001) quando estes
grupos foram comparados entre si. O valor de cut- off revelado foi 0,14 para o peptideo
LC1 e 0,16 para o peptideo LC2. (Figuras 7A. e 7C.). Os peptideos apresentaram 100%
de sensibilidade e de 100% de especificidade, considerando curvas ROC com érea de 1

(Figuras 7B. e 7D.).

Figura 7. A e C: Soros de grupos assintomatico, curado e sadio testados quanto a sua
capacidade para se ligar ao peptideo sintético LC1 e LC2. A linha horizontal corresponde o
valor cut-off 0,11. B. Curva ROC apresenta 100% de sensibilidade e 100% de
especificidade. A 4rea sob a curva (AUC) e o correspondente valor p < 0,0001 sdo
indicados. no grafico.

>
w

Peptideo LCI1 Curva ROC- Peptideo LCI

19 & & 0900006000600
3
.
- - s09
; L ]
E 1.09 = o0y
S -1 Z 40 AU = 1
= H Se=100%
é.. 0.5 > Z 304 Sp=100%
—:'-r'_ p <0,0001
a T T T T 1
T 7 - e — o 20 40 60 %0 100
i —— -m_'_ i*‘_-ﬁ- Especificidade %
Assintomitico Curado Sadio
C Peptideo LC2 D Curva ROC - Peptideo LC2
2.0+ e
o 807
_ 1.5+ ERCT
= = AUC=1
g 104 >4 2 . Se=100%
s L —— 3 Sp=100%
- -® o r
Z = 1X L 20 p <0,0001
24 0 - v T T "
0 20 40 60 80 100
Especificidade %

Assintomitico Curado Sadio

O peptideo LT foi usado na deteccdo dos anticorpos para avaliar a sua capacidade de se
ligar aos soros individuais de pacientes com leishmaniose tegumentar e de recém-nascidos. Ao
comparar os grupos, observou-se diferenga altamente significativa (p < 0,0001), valor de cut-
off 0,11 com 100% de sensibilidade e especificidade na curva ROC com d&rea
correspondendo a 1 (Figuras 8A., 8B.). O diagndstico atual (extrato proteico) revelou

uma forte correlagcdo, com RZ=0,870¢ y =0.978x + 0.005 (Figuras 8C., 8D.).
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Figura 8. A. Deteccdo de anticorpos por ELISA utilizando o peptideo LT em soros individuais de
pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) e grupo de recém-nascidos usado como controle
negativo (CN). A linha horizontal corresponde ao valor cut-off 0,11. B. Curva ROC apresenta
100% de sensibilidade e 100% de especificidade. A drea sob a curva (AUC) e o correspondente
valor p < 0,0001 sdo indicados no grafico. C. ELISA utilizando extrato proteico com de

leishmaniose tegumentar (LT) e recém-nascidos (CN). D. Curva ROC apresentando a sensibilidade
e especificidade.

A Peptideo LT B Curva ROC - Peptideo LT
1.5 168
B 1.0 l' 7%
2 | 25 e AUC=1
-:..::..- z Se=100%
RS . SRS £ Sp=100%
0.0 > "m
L oN p <0,0001
"o MR
Especificidade %
C D
Elisa extrato proteico 150-
N ®
» e
S3%32 £ 1004
- o
E 21 o = AUC= 0,68
g 2 o Se=83%
2 - Sp= 95%
< p=0,18
c T L] L L L)
0 20 40 60 80 100

Especificidade %

6.1.3 Ensaio imunoenzimatico com peptideos sintéticos em saliva dos pacientes
com leishmaniose

As salivas individuais dos pacientes com leishmaniose visceral e o grupo
controle foram testados para avaliar a capacidade de se ligarem aos peptideos LC1 e ao
peptideo LC2. O grupo dos pacientes quando comparado ao grupo controle apresentou
diferenca altamente significativa (p < 0,0001) e um valor de valor de cut-off igual a 0,16
para o peptideo LC1 e cut-off de 0,13 para o peptideo LC1. A curva ROC mostra que o
teste apresentou 100% sensibilidade e 100% de especificidade nos dois peptideos

testados (Figura 9).
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Figura 9. A. C. Amostras de saliva de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e grupo
controle de amostras de individuos de area endémica (CN). As salivas foram testadas
individualmente quanto a sua capacidade para se ligar ao peptideo sintético LC1 e ao peptideo
LC2. A linha horizontal corresponde o valor cut-off 0,16 (LCI) e 0,13 (LC2). B. D. Curva
ROC apresenta 100% de sensibilidade e a especificidade. A drea sob a curva (AUC) e o

correspondente valor estdo indicados no gréfico.
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O peptideo LT ao ser testado com saliva individual dos pacientes com

leishmaniose tegumentar e o grupo controle apresentou diferenca altamente significativa

(p < 0,0001) e cut-off 0,12. A curva ROC construida apresenta sensibilidade e

especificidade de 100% (Figura 10).
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Figura 10. A. Amostras de salivas de pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) e grupo
controle de amostras de individuos de area endémica (CN). As salivas foram testadas
individualmente quanto a sua capacidade para se ligar ao peptideo sintético LT. A linha horizontal
corresponde o valor cut-off 0,12. B. Curva ROC apresenta 100% de sensibilidade e 100% de
especificidade. A drea sob a curva (AUC) e o correspondente valor estdo indicados no grafico.
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6.1.4 Reacao cruzada dos peptideos sintéticos

ApOs analisar a especificidade dos peptideos LC1 e LC2 com soros individuais
de pacientes LV, foi verificado se os peptideos apresentavam reacdo cruzada com soros
de Doencas de Chagas (n = 60), Maléria (n = 65) e Hanseniase Tuberculoide (n =20)
doencas que compartilham sintomas com LV. Como controle negativo foi utilizado os
soros de recém-nascidos.

Os peptideos apresentaram diferenca altamente significativa (p < 0,0001)
quando o grupo LV foi comparado ao controle negativo, grupo da Malaria, da Doenca
de Chagas e da Hanseniase Tuberculoide apresentaram sensibilidade e especificidade de
100%, refletidas na curva ROC, comprovando que os peptideos sintéticos LC1 e LC2

sdo especificos para LV (Figura 11).
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Figura 11. A. C. E. Testes de reagdo cruzada com amostras de soros de pacientes com
leishmaniose visceral (LV), Malédria (ML), Doencas de Chagas (DC), Hanseniase Tuberculoide
(HT) e controle negativo (CN). A linha horizontal corresponde o valor cut-off 0,11. Teste de
reacdo cruzada com amostras de soros de pacientes com leishmaniose tegumentar (LT),
Hanseniase Virchowiana (HT) e controle negativo (CN). B. D. F. Curva ROC apresenta 100%
de sensibilidade e 100% de especificidade. A area sob a curva (AUC) e o correspondente valor
estdo indicados no gréfico.
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6.2 ABORDAGEM VACINAL
6.2.1 Ensaios in vitro

a) Viabilidade Celular

As andlises de viabilidade celular foram realizadas a fim de determinar a
concentracdo dos peptideos sintéticos para leishmaniose (LC1, LC2, LT) e do peptideo
controle IRREL (Irrelevante) a serem utilizadas nos tratamentos. As concentracdes
testadas foram 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM; 12 uM. As andlises mostraram
que, para os quatro peptideos testados, a concentragdo acima de 10 pM induz

viabilidade celular inferior a 70%, sendo por isso, descartadas (Figura 12).

Figura 12. Ensaio de viabilidade celular pela resazurina em macréfagos C57BL/6
tratados com os peptideos LC1, LC2, LT e IRREL.
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b) Teste de invasao in vitro

Macréfagos da linhagem C57BL/6 foram tratados com o peptideo LCI e o
peptideo IRREL (irrelevante) por 2 horas nas concentracdes de 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5
uM; 5 uM; 10 uM e infectados com formas amastigotas e promastigotas de Leishmania
chagasi por 4 horas. Ao comparar os animais tratados com os peptideos e os controles,
observou- se que LC1 diminuiu a invasdo dos parasitos amastigotas € promastigotas em
todas as concentracdes (p < 0,0001). Entre os controles negativo e de veiculo ndo houve
diferenca significativa. O mesmo resultado foi observado para o nimero de parasitas
internalizados (p < 0,0001), sendo esse efeito maior para a dose de 10 uM. Entre os

controles ndo houve diferenca significativa (Figura 13).
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Figura 13. Macréfagos murinos C57BL/6 tratados com o peptideo LC1 e Irrelevante por 2 horas
nas concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM ; 2,5 uM; 5 uM; 10 puM, controle negativo (CN), controle de
veiculo (CV) (em triplicata). A. Infec¢@o por 4 horas com formas amastigotas (5:1) de Leishmania
infantum chagasi. B. Indice de infeccio (nimero de parasitos em 100 células infectadas). C.
Infeccdo por 4 horas com formas promastigotas (5:1) de Leishmania infantum chagasi. D. Indice
de infec¢do. Os dados representam média e desvio-padrdo. Two way ANOVA; teste de Bonferroni.
Letras diferentes: ha diferenca altamente significativa (p < 0,0001). ** indica maior reducdo de
células infectadas e de parasitos internalizados em relag@o as demais concentragdes (p < 0,0001).
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As células de murinos C57BL/6 foram tratadas por 2 horas com os peptideos
LC2 e peptideo IRREL (irrelevante) nas mesmas concentracdes (0,6 uM; 1,25 uM; 2,5
uM; 5 uM; 10 pM), controle negativo (CN) e controle de veiculo (CV) e infectados com
formas amastigotas e promastigotas de L. infantum chagasi por 4 horas. Ao analisar a
invasdo e comparar os grupos de tratamento, observou-se também que o grupo tratado
com esse peptideo apresentou uma diminui¢do significativa (p < 0,0001) de células
infectadas, bem como do nimero de parasitos amastigotas e promastigotas
internalizados. Essa diminui¢do, mais uma vez, ocorreu em todas as concentragdes do
peptideo, sendo maior para a concentragdo de 10 uM (células infectadas) e para as duas

maiores concentragdes (parasitas internalizados) (Figura 14). Nao houve diferenca
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significativa no ndmero de parasitas internalizados na maior concentracio de peptideos,

tanto para amastigotas quanto promastigotas.

Figura 14. Macréfagos murinos C57BL/6 tratados com o peptideo LC2 e IRREL (irrelevante)
por 2 horas nas concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM ; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM, controle negativo
(CN), controle de veiculo (CV) (em triplicata). A. Infec¢do por 4 horas com formas amastigotas
(5:1) de L.infantum chagasi. B. Indice de infec¢do (nimero de parasitos em 100 células
infectadas). C. Infec¢@o por 4 horas com formas promastigotas (5:1) de L. infantum chagasi. D.
Indice de infeccio. A. B. Com o aumento da concentracio diminuiu a invasio dos parasitos. C.
D. O indice de infec¢do diminui com o aumento da concentracdo do peptideo. Os dados
representam média e desvio-padrdo. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras diferentes:
ha diferenca altamente significativa (p < 0,0001). ** indica maior reducdo de células infectadas
em relacdo as demais concentragdes (p < 0,0001).
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Ao tratar as células de murinos da linhagem C57BL/6 com o peptideo LT e o
peptideo IRREL por 2 horas nas seguintes concentracdes: 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM;
S5uM; 10 uM, controle negativo e controle de veiculo e, posteriormente, infectd-las com
formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis. Ao analisar a infecgdo,
observou-se que o tratamento com o peptideo LT quando comparado ao peptideo
IRREL apresentou um diferenca altamente significativa (p < 0,0001), ou seja, a

diminui¢do das células infectadas diminuiu em todas as concentragcdes, 0 mesmo
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ocorreu para o indice de infec¢do (nimero de parasitas internalizados), sendo maior o

efeito para a maior concentracdo testada (Figuras 15).

Figura 15. Macréfagos murinos C57BL/6 tratados com o peptideo LT e IRREL (irrelevante)
por 2 horas nas concentragdes 0,6 pM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM, controle negativo
(CN), controle de veiculo (CV) (em triplicata). A. Infeccio por 4 horas com formas
amastigotas (5:1) de L. amazonensis. B. Indice de infeccio (niimero de parasitos em 100
células infectadas). C. Infeccio por 4 horas com formas promastigotas (5:1) D. Indice de
infeccdo. A. B. Com o aumento da concentracdo diminuiu a invasio dos parasitos. C. D. O
indice de infec¢@o diminui com o aumento da concentragdo do peptideo. Os dados representam
média e desvio-padrdo. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras iguais: Letras
diferentes: h4 diferenca altamente significativa (p < 0,0001). ** indica maior reducdo de
células infectadas e de parasitos internalizados em relacdo as demais concentragdes (p <
0,0001).
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¢) Ensaio de multiplicacao in vitro

A reducdo do nimero de parasitos foi altamente significativa nos testes de
invasdo, baseado nisso, procedeu-se a realizacdo dos testes de multiplicacio em
diferentes tempos de tratamento dos peptideos sintéticos.

Macrofagos infectados com formas amastigotas ou promastigotas de L. infantum
chagasi foram expostas aos peptideos LC1 e IRREL durante 24 h, 48 h, 72h e 96 h nas
seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM, controle negativo e
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controle de veiculo. Nos tratamentos com LC1 foi observado que a multiplicagdo dos
parasitos quando comparado ao controles de veiculo, controle negativo e ao tratamento
com o peptideo IRREL apresentou diferenca altamente significativa (p < 0,0001), ou
seja, o peptideo LC1 foi capaz de diminuir a multiplicacdo do parasito internalizado no
macréfago. Este efeito foi significativamente maior para as maiores concentracdes
testada (5 uM e 10 uM). Entre os controles ndo houve diferenca significativa (Figuras

16 e 17).

Figura 16. Macréfagos murinos C57BL/6 infectados com amastigotas (1:1) de L.infantum chagasi
expostos ao peptideo LC1, IRREL, controle negativo e controle de veiculo durante 24 h, 48 h, 72
h e 96 h nas seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM controle negativo
(CN), controle de veiculo (CV) (em triplicata). A redu¢do da multiplicacdo do parasita com o
aumento da concentracdo em todos os tratamentos (A. B. C. D). Two-way ANOVA; teste de
Bonferroni. Letras diferentes: ha diferenca altamente significativa (p < 0,0001) quando
comparadas aos controles. ** ndo diferem entre si e diferem das demais concentragdes.
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Figura 17. Macréfagos murinos C57BL/6 infectados com promastigotas (1:1) de L. infantum
chagasi tratados com o peptideo LC1, IRREL, controle negativo e controle de veiculo durante
24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM
controle negativo (CN), controle de veiculo (CV). A redu¢do da multiplicagdo do parasita com
0 aumento da concentragdo em todos os tratamentos. Two-way ANOVA; teste de Bonferroni.
Letras diferentes: ha diferenca altamente significativa (p < 0,0001) quando as concentracdes
sdo comparadas aos controles. ** ndo diferem entre si e diferem das demais concentragdes.

PROMASTIGOTAS

A B

24h 48h R Peptideo LC1

150 a 150+ 3 Peptideo Irrelevante

Infectadas
o
£
»

1004

50 b e

N® de Parasitos/Células Infectadas

N* de Parasitos/Células
o

CN CV  06puM 125,M 25,M SpM 10 M CN CV. 06puM L25 M 25uM SuM 10uM

Concentragbes Concentragbes

..\
=

72h %h
"
% 150 2 150+
= 150 a a g! a a a a a a
= a a a a a a a 1] a a a
£ £
% 100- = 1009
3 =
= &
:r‘ b b UL". b b
£ 504 b k= ke g 501 . po:
: of [ % : b [| =
& < b
P P
P2 =

CN CvV 0,6 pM 1,25 uM 2,5 M 5 M 10 M CN Ccv 06 M 125uM 25uM 5uM 10 yM
Concentragies Concentracdes

Células de murinos da linhagem C57BL/6 infectados com formas amastigotas ou
promastigotas de L. infantum chagasi foram tratadas com os peptideos LC2 e IRREL
durante 24 h, 48 h, 72h e 96 h nas seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5
uM; 10 uM, controle negativo e controle de veiculo. Nos tratamentos com LC2 foi
observado que a multiplicacdo dos parasitos, quando comparado ao controles de
veiculo, controle negativo e ao tratamento com o peptideo IRREL, apresentou diferenca
altamente significativa (p < 0,0001), ou seja, o peptideo LC2 foi capaz de diminuir a

multiplicacdo do parasito internalizado no macréfago. Este efeito foi significativamente
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maior para as maiores concentragdes testadas (5 uM e 10 uM). Entre os controles ndo

houve diferenca significativa (Figuras 18 e 19).

Figura 18. Macréfagos murinos C57BL/6 infectados com amastigotas (1:1) de L.infantum
chagasi tratados com o peptideo LC2, IRREL, controle negativo e controle de veiculo durante
24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM
controle negativo (CN), controle de veiculo (CV) (em triplicata). A redugdo da multiplicagdo do
parasita com o aumento da concentragdo em todos os tratamentos. Two way ANOVA,; teste de
Bonferroni. Letras diferentes: hd diferenca altamente significativa (p < 0,0001) quando as
concentracdes sdo comparadas aos controles. ** ndo diferem entre si e diferem das demais

concentracoes.

AMASTIGOTAS
A 24h B
j; 1504 - & F 1501
‘E a a a a a a E
£ £
% 1001 ;f 1004
£ &
E 50 b b E 50
5 b 1 E2d -é
& b b £
= 0- - -

0

150+

=
S
1

W
=
1

N* Parasitos/Células Infectadas

=
I

CN CV 0.6 pM 125 M 25 M 5 M 10 uM
Concentragies
72h
g a & a a a a a a
L b
b EEd o
b b
CN CV 0.6 pM 125 M 2,5 uM SuM 10 uM

Concentragdes

=

@
S
3

1004

wm
=
L

N Parasitos/Células Infectadas

=
I

48 h W Peptideo LC2
a a 3 Peptideo Irrelevante
a a a a
a a
b
b b L L
b b
CN cv 0.6 uM 125 M 25uM SpuM 10 uM
Concentragies
9% h
a_l i a i a a a
b b = £l
ialall)l:
N v 06 uM 125 M 25uM  SpuM 10 pM

Concentragies



77

Figura 19. Macréfagos murinos C57BL/6 infectados com promastigotas (1:1) de L.infantum
chagasi tratados com o peptideo LC2, IRREL, controle negativo e controle de veiculo durante
24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentra¢des 0,6 pM; 1,25 pM; 2,5 pM; 5 pM; 10 uM
controle negativo (CN), controle de veiculo (CV). Two way ANOVA; teste de Bonferroni.
Letras diferentes: ha diferenca altamente significativa (p < 0,0001) quando as concentragdes

sdo comparadas aos controles. ** ndo diferem entre si e diferem das demais concentragdes.
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Macrégafos de murinos da linhagem C57BL/6 infectados com formas
amastigotas ou promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com os peptideos LT e
IRREL durante 24 h, 48 h, 72h e 96 h nas seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 uM;
2,5 uM; 5 uM; 10 uM, controle negativo e controle de veiculo. Nos tratamentos com LT
foi observado que a multiplicacdo dos parasitos, quando comparado ao controles de
veiculo, controle negativo e ao tratamento com o peptideo IRREL, apresentou diferenca
altamente significativa (p < 0,0001), ou seja, o peptideo LT foi capaz de diminuir a
multiplicagdo do parasito internalizado no macréfago. Este efeito foi significativamente
maior para as maiores concentragdes testadas (5 pM e 10 uM). Entre os controles nio

houve diferenca significativa (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Macr6fagos murinos C57BL/6 infectados com amastigotas (1:1) de L. amazonensis
tratados com o peptideo LT, IRREL, controle negativo e controle de veiculo durante 24 h, 48 h,
72 h e 96 h nas seguintes concentragdes 0,6 uM; 1,25 puM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM, controle
negativo (CN), controle de veiculo (CV). Os dados representam média e desvio-padrdo. Two-
way ANOVA,; teste de Bonferroni. Letras diferentes: hd diferenca altamente significativa (p <
0,0001) quando as concentracdes sdo comparadas aos controles. ** nao diferem entre si e
diferem das demais concentracoes.
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Figura 21. Macréfagos murinos C57BL/6 infectados com promastigotas (1:1) de L.
amazonensis tratados com o peptideo LT, IRREL, controle negativo e controle de veiculo
durante 24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentra¢des 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 pM;
10 puM, controle negativo (CN), controle de veiculo (CV). Os dados representam média e
desvio-padrao. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras diferentes: hd diferenca
altamente significativa (p < 0,0001) quando as concentragdes sao comparadas aos controles. **
ndo diferem entre si e diferem das demais concentragdes.
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6.2.2 Ensaio in vivo - Potencial protetor do peptideo mimético 10B contra L.

amazonensis

A imunogenicidade do clone 10B associada com saponina foi avaliada em
camundongos BALB/c depois de um programa de imunizacdo. Apds estimulagdo, as
células do baco dos camundongos vacinados produziram niveis significativamente mais
elevados de IFN-y, IL-12, GM-CSF e IL-10 quando comparadas ao grupo controle
(salina, saponina, clone irrelevante e clone irrelevante com saponina), ndo tendo sido

observado aumento na producao de IL-4 (Figura 22).
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Figura 22. Imunogenicidade do clone 10B associada com saponina contra L.
amazonensis. Células de baco obtidas a partir de camundongos apds 10 semanas de
imuniza¢do com o clone 10B e os controles. Cada barra representa a média £ DP dos
dados de quatro camundongos. Diferencas estatisticamente significativas em IFN-y, IL-
12, GM-CSF e IL-10 entre o grupo clone 10B mais saponina e os controles foram
observadas (* p < 0,005).
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Para avaliar se o clone 10B associado com saponina foi capaz de induzir
protecdo contra L. amazonensis, os camundongos infectados foram acompanhados
durante 10 semanas e quantificada a carga parasitdria no bago (Figura 23A.), figado
(Figura 23B.), medula 6ssea (Figura 23C.), lifonodo (Figura 23D.) e na pata infectada
(Figura 23E.). Foi observado que o numero de parasitas reduziu significativamente nos
orgdos analisados dos camundongos vacinados quando comparados com o controle (p <
0,0001). Os camundongos imunizados com o clone 10B associado com saponina
apresentaram redugdes significativas na les@o na pata apds cinco semanas de infeccdo

em comparagdo com os grupos controle (p < 0,005).
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Figura 23. Quantificacdo da carga parasitdria apés 10 semanas da infeccdo por L.
amazonensis nos 6rgaos: baco (A), figado (B), medula dssea (C), linfonodo (D) e patas
infectadas (E). Cada barra representa a média + DP dos dados de cada camundongo (n =
4). Diferencas significativas da carga parasitdria entre o grupo tratado com clone 10B
mais saponina e os grupos controles (*p < 0,0001). N.D. Nao detectado. (F)
Desenvolvimento da lesdo na pata de camundongos imunizados com clone 10B associado
com saponina apds o desafio com L. amazonensis. Os dados representam a média + DP
de quatro camundongos em cada grupo. Diferengas estatisticamente significativas na
lesdo da pata entre o grupo tratado com clone 10B mais saponina e os grupos controle
foram observadas (* p < 0,005).
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Ap6s o desafio, a produgdo de citocinas foi analisada nos sobrenadantes das
células do baco dos camundongos estimulados com o clone 10B e extrato proteico
(SLA) para avaliar a protecdo induzida pelo clone 10B. As células do bago dos animais
vacinados com o clone 10B associado com saponina produziram niveis mais elevados
de IFN-y, IL-12, GM-CSF, enquanto IL-4 e IL-10 apresentam niveis menores quando
comparados ao grupo tratado com SLA e aos grupos controle apds 10 semanas de

infecgdo (Figura 24).
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Figura 24. Resposta imune celular induzida pelo clone 10B associado com saponina apds a
infeccdo. As células do baco obtidas de camundongos imunizados com o clone 10B associado
a saponina e os controles. Cada barra representa a média £+ DP dos dados de quatro
camundongos. Diferencas estatisticamente significativas para GM-CSF, IFN-y, IL-12, IL-4 e
IL-10 entre os niveis do clone 10B grupo mais saponina e os grupos controles foram
observadas (* p < 0,0001).
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Para verificar as vias de sinalizacido que estdo relacionadas com a resposta imune
induzida pelo clone 10B contra L. amazonensis, foram analisados os niveis de
fosforilagdo das proteinas ERKI1/2, JNK e p65/RelA extraidas das patas dos
camundongos. Aumento dos niveis de fosforilacio de algumas proteinas MAPK
(ERK1/2 e JNK) e NF-kB (p65/RelA) foram observados no grupo de camundongos que
foi imunizado pelo clone 10B associado com saponina quando comparado com os que
receberam PBS (Figura 25). A andlise densitométrica de cada nivel de fosforilagao
comparada com [-actina mostrou aumento com diferencas estatisticamente

significativas para todas proteinas testadas (p < 0,05).
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Figura 25. Niveis de fosforilagdo de ERK1/2, JNK e p65/RelA de proteinas extraidas da pata do
camundongo imunizado com o clone 10B associado com saponina seguido do desafio com L.
amazonensis. A: Extrato das proteinas P-ERK1/2, anti-JNK ou anti P-p65 (topo), ou anti-f3-
actina. B: Andlise densitométrica através do software Lablmage software. Os resultados sdo
expressos como a média de trés camundongos. * p < 0,05 quando comparado com camundongos
tratados com PBS.
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6.3. Identificacdo da proteina de ligacao do anticorpo recombinante
O ensaio com os anticorpos recombinantes permitiu identificar duas proteinas
para L. amazonensis com aproximadamente 42 KDa e duas para L. infantum chagasi

com aproximadamente 26 KDa (Figura 26).
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Figura 26. Western Blot das proteinas ligantes aos anticorpos recombinantes 2F, 7H referentes
a L. amazonensis, de aproximadamente 42 Kda; 10 E e 12 C referentes a L. infantum chagasi,

de aproximadamente 26 Kda.
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7. DISCUSSAO

Em virtude das caracteristicas epidemiolégicas e do conhecimento ainda
insuficiente sobre vérios elementos que compdem a cadeia de transmissdo e evolugdo
clinica das leishmanioses, as estratégias de controle ainda sdo poucos efetivas e estdo
centradas no diagndstico precoce e, embora existam vdrias técnicas disponiveis,
nenhuma apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (MATLASHEWSKI et al.,
2001; GONTUO E MELO, 2004; BRASIL 2014; ELMAHALLAWY et al., 2014).

Assim, € necessdrio o desenvolvimento de novas ferramentas que permitam um
diagndstico mais sensivel e mais especifico, incluindo novos marcadores de infec¢do.
Nesse sentido, este presente trabalho propds a validacdo de antigenos miméticos de
Leishmania para aplicacdo diagndstica e vacinal.

Peptideos miméticos mostram-se como fortes candidatos na busca de novos
biomarcadores pelo fato dessas moléculas imitarem antigenos especificos de
determinados patégenos, pelo menos em um epitopo particular (GOULART, 2010).

Nesse sentido, a tecnologia Phage display é pioneira em selecionar esses peptideos e
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tem provado ser util na selecio de moléculas especificas que sdo altamente reativas
contra uma variedade de alvos bioldgicos (SMITH, 1985; COSTA et al., 2014).

Baseado nisso, peptideos recombinantes sintéticos selecionados por Phage
display foram testados em ensaios imunoenzimdticos utilizando soro e saliva
individuais de pacientes infectados com Leishmania infantum chagasi (LC1 e LC2) ou
Leishmania amazonensis (LT), os quais apresentaram alta sensibilidade e especificidade
na deteccdo de anticorpos circulantes de pacientes com leishmaniose visceral e
tegumentar, respectivamente.

O peptideo LC1 apresentou 98,4% de sensibilidade e 100% de especificidade,
enquanto LC2 mostrou 100% de sensibilidade e de especificidade quando testados em
soros individuais de pacientes, revelando maior sensibilidade, especificidade e
reatividade, quando comparado ao ensaio imunoenzimatico que utiliza o complexo de
extrato proteico do parasito, atualmente utilizado para o diagndstico, cuja sensibilidade
varia de 71% a 100% e especificidade, entre 85% a 100% em soro de pacientes. Houve
também uma forte correlagdo com o ensaio ELISA usando os peptideos recombinantes e
0 extrato proteico.

Os resultados de testes soroldgicos utilizando imunofluorescéncia indireta (RIFI)
ou ELISA (com antigenos brutos do parasito) ndo sdo conclusivos, pois um teste
positivo necessariamente ndo indica doenca ativa (GONTIJO E MELO, 2004).
Entretanto, resultados recentes em uma série de pacientes de Sdo Paulo residentes em
uma drea endémica de leishmaniose visceral apresentaram positividade em torno de
90% dos casos (GOTO et al.,, 2005). A importancia da escolha do antigeno foi
mencionada por Gontijo e Melo (2004), pois o uso de antigenos totais ou de parasitas
inteiros, frequentemente resultam em uma baixa especificidade na deteccdo de
anticorpos especificos para a doenca.

Alguns estudos relatam que a utilizagdo do antigeno bruto ou total limita a
especificidade propiciando reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos
(CABALLERO et al., 2007; MATOS et al., 2015). Nossos resultados mostraram que os
peptideos recombinantes LC1 e LC2 nao apresentaram reacdo cruzada com doenga de
Chagas, Malaria e Hanseniase Tuberculoide, ressaltando a maior especificidade destes
peptideos miméticos, o que tem grande relevancia no diagndstico, sobretudo nos locais
nos quais € compartilhada a ocorréncia de diferentes doencas, cujas apresentacdes

clinicas se sobrepdem. Importante ressaltar também que os peptideos foram capazes de
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detectar infeccdo em individuos assintomaticos, sendo, portanto uma promissora
ferramenta para controle e monitoramento da epidemiologia da infec¢do em regides
endémicas.

O diagnéstico da leishmaniose visceral pode ser realizado em diferentes tipos de
amostras bioldgicas, tais como aspirado de medula e de nddulos linfaticos, cuja
especificidade varia de 52 a 85% (TAVARES et al., 2003). Esses métodos sao também
invasivos, arriscados e dolorosos, exigindo pessoal qualificado para realizd-lo (SIGH et
al., 2009).

Muitos trabalhos apontam que o teste imunocromatografico utilizando o
antigeno de Leishmania rk39, considerado um teste de diagnostico rdpido, descrito
inicialmente com alta sensibilidade, mas cuja sensibilidade estd diminuindo para valores
abaixo dos iniciais, tais como 61,5-92%; 72,4%; 45,6%. Essa reducdo tem sido
justificada pela perda rdpida da validade do teste (CUNNINGGHAM et al., 2012;
COTA, 2013; MOURA et al., 2013).

Ainda ndo esta bem esclarecido se a infec¢do por HIV € capaz de interferir nos
testes soroldgicos atualmente em uso em pacientes com coinfeccdo LV-HIV (GOTO et
al., 2005), mas, ainda assim, o Ministério da Saide (2014) recomenda a sorologia para
todos os pacientes com coinfec¢do, independentemente da idade. Dessa forma, neste
trabalho foi investigada a sensibilidade na deteccdo de anticorpos especificos para
leishmaniose visceral em pacientes HIV-positivos, os quais apresentaram uma
sensibilidade e especificidade de 100%, revelando que a presenca do virus HIV nao
interfere no diagnostico soroldgico utilizando ambos os peptideos (LC1 e LC2). Outros
trabalhos utilizando o anticorpo rk-39, encontraram resultados semelhantes aos nossos
(BRAZ et al., 2002; DENIAU et al., 2003; LEMOS et al., 2003).

Nossos resultados também revelaram que os peptideos miméticos LC1 e LC2
sdo capazes de identificar os pacientes infectados assintomdticos, semelhantemente com
os dados obtidos em testes soroldgicos utilizando rk39 (SUNDAR et al., 2006;
SRIVASTAVA et al., 2010; MATLASHEWSKI et al., 2013; BANU et al., 2016)

O diagnéstico de leishmaniose tegumentar consiste inicialmente na realizacdo da
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), seguida de testes soroldgicos para detectar
anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos pacientes, cuja sensibilidade varia de

75% a 94,7% e, a especificidade atinge 100% (GONTLJO E CARVALHO, 2003). Em
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nossos resultados, o peptideo mimético LT apresentou 100% de sensibilidade e
especificidade, revelando-se mais sensivel e especifico.

Alguns trabalhos tém também sugerido o diagndstico de leishmaniose
tegumentar pela deteccdo do DNA do parasita em lesdes por meio da PCR. Apesar da
sua alta especificidade, este método diagndstico requer normaliza¢des de protocolo
extensas devido a sua sensibilidade varidvel (OLIVEIRA et al., 2011), especialmente ao
se considerar o baixo ndmero de parasitas nas lesdes, levando a resultados falso-
negativos (BOGGILD et al., 2011; LUNEDO et al., 2012).

Alguns trabalhos apontam os peptideos sintéticos e/ou a combinacdo deles para
melhorar o diagnoéstico das leishmanioses. Costa et al. (2012) identificaram diferentes
peptideos e testaram em soros de 44 pacientes com leishmaniose visceral e observaram
que a sensibilidade e especificidade aumentava ao misturar diferentes peptideos,
podendo atingir 100% de sensibilidade e especificidade, porém ndo foram testadas
reacoes cruzadas. Nossos dados demonstram que os peptideos LC1, LC2 e LT
apresentam alta sensibilidade e especificidade quando testados individualmente e ndo
apresentaram reacao cruzada com Doencas de Chagas, Maldria e Hanseniase, o que os
tornam alvos promissores para o diagndstico de leishmaniose visceral humana, com alta
especificidade, sensibilidade e de menor custo, sendo possivel testar futuramente a
reatividade desses peptideos combinados.

A fim de otimizar o teste diagndstico, aplicando-o em amostra bioldgica obtida
de maneira menos invasiva, a reatividade dos peptideos foi avaliada também na saliva
de pacientes com leishmaniose visceral. A saliva apresenta caracteristicas importantes
que a torna um bom alvo para ser testado, tais como, facilidade de coleta e transporte do
material, o que permite sua utilizacio em locais endémicos, que normalmente
apresentam infraestrutura restrita (LAWRENCE, 2002; PHUMEE et al., 2013). LC1 e
LC2 quando testados no ensaio imunoenzimdtico utilizando a saliva individual de
pacientes com leishmaniose visceral apresentaram sensibilidade e especificidade de
100%. Vaish et al. (2012) também encontraram uma alta sensibilidade e especificidade
(83,3% e 100%, respectivamente) em amostras de saliva, embora em teste sorologico a
sensibilidade tenha sido baixa.

A alta performance diagndstica dos peptideos testados neste trabalho, tanto para

leishmaniose visceral (LC1 e LC2) quanto tegumentar (LT), isoladamente, quanto no
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caso de coinfeccdo LV-HIV, podem ser comprovados por meio das curvas ROC obtidas
para todos os ensaios imunoenzimaticos.

Alguns estudos propdem que antigenos de parasitas que sd@o reconhecidos por
anticorpos presentes em soros podem ser bem associados com uma resposta protetora, e
poderia representar candidatos potenciais de vacina e/ou terapia contra leishmanias,
com maior especificidade devido aos sitios especificos dos antigenos (HELL et al.,
2009; COELHO et al., 2009; COELHO et al., 2012). Baseado nisto, macréfagos
C57BL/6 foram tratados com os peptideos sintéticos LC1, LC2 E LT e infectados com
amastigotas e promastigotas a fim de analisar a infectividade do parasito.

Os resultados observados em relagdo a interacao entre os peptideos sintéticos e
os macréfagos demonstram uma resposta celular frente ao antigeno, refletida na
diminui¢do significativa da infec¢do nessas células, bem como no nimero de ambos os
parasitas internalizados (L. infantum chagasi e L. amazonensis), semelhantemente ao
que foi observado por Garcia et al. (2008) ao tratar células sanguineas com peptideo
especifico para Plasmodium falciparum. Rhaiem e Houimel (2016), ao investigarem in
vitro a eficcia de altas concentragdes de peptideos (100 uM) em inibir L. major em
mondcitos humanos infectados, encontraram um potencial significativo de bloqueio
para dois peptideos. Nossos achados também revelaram uma redu¢do no nimero de
células infectadas e no numero de parasitas promastigotas internalizados em
macréfagos, sendo este efeito dependente da concentracdo dos peptideos (LC1, LC2 e
LT), sendo mais efetivas as maiores concentracdes.

Com objetivo de analisar o efeito do tratamento dos peptideos quanto a
multiplicacdo dos parasitas, nas suas formas amastigotas e promastigotas, as células
foram expostas aos peptideos em diferentes tempos (24 h, 48 h, 72 h e 96 h). Para todos
os tempos de exposi¢do houve reducdo do ndmero de parasitos internalizados, sendo
observado um efeito maior nas duas maiores doses. Costa et al. (2012) avaliaram dois
peptideos sintéticos testados contra L. amazonensis € verificaram também uma reducdo
na multiplicag@o dos parasitas em macréfagos infectados.

Os resultados in vitro apresentados neste trabalho sugerem que os peptideos
mimetizam proteinas do parasito que podem ter importante papel na interagdo parasito-
hospedeiro, podendo ser alvos importantes na geracdo de imunidade ao parasita. Com
base nessa hipotese foram realizados ensaios para testar o potencial protetor do peptideo

mimético em camundongos infectados por L. amazonensis. Nossos dados revelaram um
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aumento significativo de IFN-y e IL-12 nos animais infectados e imunizados com o
clone 10B, enquanto os niveis de IL-4 e IL-10 foram reduzidos revelando a capacidade
do peptideo mimético em induzir reposta imune protetora do tipo Thl contra a infec¢ao
por L. amazonensis em modelo murino.

Nossos resultados mostraram, ainda, que as células de baco dos animais
imunizados produziram maiores niveis de GM-CSF, proteina relacionada com ativacao
de macréfagos e resisténcia a diferentes patdgenos intracelulares. Foi demonstrado que
esta citocina, em combina¢do com IFN-y, é efetiva na inibi¢do do parasita dentro da
célula em modelo murino para L. amazonensis (HO et al., 1990), L. major (DUMAS et
al., 2003; HURDAYAL, BROMBACHER, 2014) e L. donovani (MURRAY et al.,
1995).

Nossos dados mostraram também que os animais imunizados apresentaram uma
reducdo da carga parasitaria em todos os Orgdos (baco, linfonodo, figado e medula
Ossea), além de uma diminuic@o da lesdo da pata na qual os parasitas foram inoculados.
Além disso, os dados revelaram a ocorréncia de fosforilacdo das proteinas ERK1/2,
JNK e p65/RelA.

Na leishmaniose tegumentar, a imunidade ao parasita € determinada por uma
adequada resposta T auxiliar do tipo 1 (Thl), caracterizada por produgdo de IFN-y, IL-
12, TNF-a e, consequentemente, inducdo de oxido nitrico sintase tipo 2 (iNOS) em
macréfagos infectados, os quais contribuem para controlar a multiplicacdo do parasita
(COSTA et al, 2014). Por outro lado, a resposta do tipo Th2 apresenta altos niveis de
IL-4 e IL-10, que reconhecidamente antagonizam a resposta Thl em camundongos,
conferindo suscetibilidade a doenca (STAGER et al., 2003; JOSHI et al., 2016). Nossos
resultados em animais imunizados revelaram a capacidade do peptideo mimético em
induz uma resposta imune Th1, demonstrando que o peptideo mimético € um excelente
candidato vacinal.

Assim como neste trabalho, outros autores avaliaram potenciais candidatos para
vacina contra Leishmania, e também obtiveram repostas predominantemente do tipo
Thl quando animais foram imunizados e desafiados com o parasita. Chavez-Fumagalli
et al. (2010) observaram um aumento de IFN-y, IL-12 e GM-CSF e niveis reduzidos de
IL-10 in vitro em esplendcitos de animais infectados por L. infantum e L. amazonensis e

imunizados com uma proteina ribossomal extraida do parasita (LPR). Mais
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recentemente, Martins et al. (2015) e Martins et al. (2016) testaram a imunogenicidade
de proteinas hipotéticas de Leishmania e obtiveram respostas semelhantes a nossas.

A tecnologia do Phage display também pode ser usada na geracdo de anticorpos
monoclonais, uma vez que fragmentos de anticorpos expressos na superficie de fagos
possibilitam a selecdo de sequéncias baseadas em sua afinidade de ligacio a uma
molécula alvo por um processo de selecdo in vitro (BARBAS et al., 2001; AZZAY E
HICHSMITH, 2002). As bibliotecas de anticorpos sdo construidas no formato scFv,
pois os fragmentos sdo estdveis, monoméricos e permitem uma répida triagem baseada
na afinidade do antigeno estudado (AZZAY E HICHSMITH, 2002).

Considerando que anticorpos capazes de reconhecer antigenos de superficie
podem ser considerados como candidatos para efetores imunes e que antigenos
contendo epitopos expostos sdo fortes candidatos para alvos vacinais (SEPULVEDA et
al., 2010), no presente trabalho foram selecionados dois anticorpos (Fab) especificos a
antigenos de superficie de L. amazonensis e L. chagasi, e ambos demonstraram
reatividade eficaz.

Com o objetivo de conhecer a proteina alvo de ligacdo dos anticorpos
recombinantes selecionados por Phage display, foi realizada imunoprecipitacio
utilizando o extrato proteico (proteina na forma nativa), com a vantagem de isolar
anticorpos contra epitopos nativos. Os dois Fab (2 F e 7H) selecionados de L.
amazonensis apresentaram afinidade a uma proteina de aproximadamente 42 kDa e, os
anticorpos de L.infantum chagasi, a uma proteina de 26 kDa.

A proteina antigénica gp42 faz parte de um grande numero de proteinas
ancoradas por glicosilfos fatidilinositol presentes na membrana das formas
promastigotas. Estd envolvida na resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado, pois
induz alta resposta proliferativa, de tal forma que testes de vacinacdo em associacdo
com outras proteinas de superficie do parasita, resultaram em uma significativa inibi¢ao
do desenvolvimento de lesdes em camundongos BALB/c suscetiveis desafiados com L.
major (MCCONVILLE et al., 2002; TONUI et. al, 2004; OLIVEIRA et al., 2011).

Apesar da proteina com tamanho aproximadamente de 26 kDa se mostrar
antigénica, a mesma consta no banco de dados de L. infantum como proteina hipotética.
Pouco se sabe sobre boa parte destas proteinas, desde caracteristicas estruturais até sua
funcdo e localizacdo celular ou descri¢dao de regides antigénicas, mas varios antigenos

repetitivos de diferentes massas moleculares tém sido investigados com a finalidade de
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aprimorar os testes soroldgicos e vacinais (BHATIA et al., 1999; GOTO et al., 2010;
KRINGELUM et al., 2012; MATRANGOLO et al., 2013).

A descoberta de peptideos que sejam epitopos com potencial diagndstico,
terapéutico e vacinal tem respondido positivamente as criticas levantadas contra o uso
de antigenos recombinantes. Soma-se a isso o fato destes serem produzidos de forma
mais barata e com alta qualidade, além de serem facilmente controlados quimicamente

para o uso em ensaio imunoenzimatico e/ou outras reagdes soroldgicas.

8. CONCLUSAO

Os peptideos miméticos avaliados neste trabalho mostraram alto desempenho
para o diagnéstico de leishmaniose humana, com amplo poder de deteccdo de IgG
circulantes em soros de pacientes infectados tanto com L. brasiliensis quanto L.infantum
chagasi, isoladamente, ou em coinfeccdo com HIV. Os peptideos apresentaram
sensibilidade e especificidade maior que o método atualmente empregado no
diagndstico sorolégico das leishmanioses, o qual utiliza extrato proteico total do
parasita. Além disso, os peptideos sintéticos se mostraram promissores para detec¢ao da
infeccdo em saliva, o que € um procedimento inovador por introduzir, nesta ferramenta
diagnéstica, caracteristicas essenciais para sua utilizacdo como método diagndstico de
rotina, tais como utilizacdo em amostra menos invasiva, facilitando a coleta e transporte
do material e, consequentemente, maior acesso desta nova tecnologia na pratica clinica,
sobretudo em regides endémicas, nas quais as condi¢des de infraestrutura e acesso ao
servico de satde sdo precdrios.

Na perspectiva vacinal, os peptideos recombinantes foram capazes de reduzir a
invasdo dos parasitas nos macrofagos e de impedir a reproducdo destes in vitro. Esses
resultados sustentaram a investigacdo em sistema in vivo, cujos resultados mostraram
que o peptideo mimético tem a capacidade de induzir a resposta imune do tipo Thl,

potencializando a resposta imune contra L. amazonensis.

9. CONSIDERACOES FINAIS

Os peptideos miméticos LC1 e LC2 serdo testados em camundongos BALB/c

para avaliar o potencial protetor contra L. infantum chagasi, os peptideos serdo testados
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em combinagdes para aumentar a eficiéncia da vacina e identificar as proteinas através

da espectrometria de massas.
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