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RESUMO

SOUZA, Ronny Francisco, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2009.
Expressao Heterologa, Purificacao e Avaliacio do uso da E-NTPDase (GDPase) de
Leishmania major como Antigeno Recombinante no Diagnostico da Leishmaniose
Visceral Canina. Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadores: Marcia
Rogéria de Almeida Lamego e Maria Terezinha Bahia.

A leishmaniose visceral canina ¢ uma doenca zoondtica emergente altamente prevalente em
paises tropicais. Varios estudos tém utilizado proteinas recombinantes em testes soroldgicos para
o seu diagnostico. Este trabalho descreve a expressdao heterdloga em sistema Escherichia coli
BL21 (DE3) pET-21b da GDPase de Leishmania major. A proteina recombinante GDPase
(rGDPase) foi expressa com uma cauda Hexa-HIS fusionada no C-terminal e purificada sob
condiges nativas por cromatografia de afinidade em resina Ni* " -agarose. Apos a otimizagdo da
expressdo e purificagdo, antissoro policlonal contra rGDPase de L. major foi produzido e
purificado para retirada de anticorpos inespecificos contaminantes anti-E. coli. A proteina
recombinante foi utilizada como antigeno em testes sorologicos (ELISA indireto) contra soros de
cdes saudaveis ou caes infectados por Leishmania spp. com diferentes formas da doenca
(assintomaticos, oligossintomaticos ou polissintomaticos). Os estudos indicaram que ¢ possivel
produzir essa proteina recombinante e que o antigeno recombinante pode ser utilizado nos testes

soro diagndstico, mas deve ser otimizado principalmente no que diz respeito a sua pureza.
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ABSTRACT

SOUZA, Ronny Francisco, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of 20009.
Heterologous expression, purification and evaluation of the use of E-NTPdase
(GDPase) of Leishmania major as recombinant antigen in the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-Advisers: Marcia
Rogéria de Almeida Lamego and Maria Terezinha Bahia.

The canine visceral leishmaniasis is an emerging zoonotic disease highly prevalent in
tropical countries. Several studies have used recombinant proteins in serological tests for its
diagnosis. This work describes the heterologous expression in Escherichia coli BL21-(DE3)
pET-21b system of Leishmania major GDPase. The GDPase recombinant protein (rGDPase)
was expressed as a fusion with a Hexa-HIS tag at the C-terminal and purified under native
conditions by affinity chromatography on Ni® "-agarose resin. After optimization of expression
and purification, polyclonal antiserum against tGDPase of L. major was produced and purified
from contaminating E. coli proteins. The recombinant protein was used as antigen in serological
tests (indirect ELISA) against sera from healthy dogs or dogs infected by Leishmania spp. with
disease various stages (asymptomatic, oligosymptomatic or polysymptomatic). The studies
indicated that it’s possible to produce this recombinant protein and that the recombinant antigen

may be used in serum diagnostic tests but must be optimized mainly with respect to its purity.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses compreendem um conjunto de enfermidades cujos agentes etiologicos
sdo espécies do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). A leishmaniose ¢ uma
doenca de carater zoonotico (Murray et al., 2005) e sua transmissdo se da de forma natural
principalmente pela picada de fémeas infectadas de certas espécies de flebotomineos do género
Phlebotomus e Lutzomya (Diptera: Psychodidae).

Dependendo da espécie de Leishmania envolvida na infecgdo, as leishmanioses podem se
manifestar como diferentes formas clinicas sendo basicamente divididas em: formas
tegumentares ou visceral (Herwaldt, 1999).

Segundo a organizacdo mundial de saitde, a leishmaniose tegumentar ou cutinea ¢
endémica em 82 paises, e 10 milhdes de pessoas atualmente sofrem com essa doenga. Cerca de
1-2 milhdes de novos casos de leishmaniose cutdnea e 500.000 casos da forma visceral
acontecem por ano e epidemias sdo frequentes. Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutanea
ocorrem em 10 paises: Brasil, Peru, Bolivia, Colombia, Suddo, Arabia Saudita, Ird, Iraque,
Paquistdo e Afeganistdo e para a leishmaniose visceral mais de 90% dos casos ocorrem em
Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal e Suddo (WHO, 2009).

A leishmaniose visceral no Brasil se concentra na regidao Nordeste, onde ocorrem mais de
90% dos 2 mil casos registrados anualmente no pais. Na regido Sudeste, alguns centros urbanos
foram afetados, como Belo Horizonte, Montes Claros e Aragatuba (Funasa, 2001).

A doenga na forma visceral pode iniciar de forma sintomatica ou assintomatica sendo
geralmente fatal se nao tratada (D'Oliveira ef al. 1997). O aumento dos casos de leishmaniose de
um modo geral, esta relacionado principalmente ao desenvolvimento econdmico e a mudangas
de habitos e ambientais que expdem mais a populagdo aos vetores da doenga.

Seguramente estes dados demonstram a importincia em se desenvolver métodos de
controle destas doengas. Neste sentido um dos pontos a serem atacados € o controle de
hospedeiros animais que servem como reservatorio dos parasitos. Um dos principais
reservatorios atualmente descrito ¢ o cdo, que por sua proximidade com o homem participa

ativamente do processo de manutengao da leishmaniose (Shaw et al., 2002; Lainson et al., 2005).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Psychodidae�

A leishmaniose canina tem se tornado foco de varios estudos visto a importancia do cao
(Canis familiaris) como animal doméstico e a sua relevancia como reservatorio da doenga.
Porém o cdo ndo ¢ simplesmente um reservatorio de parasitos, pois 0 mesmo também apresenta a
patologia associada a infec¢do tanto na forma cutdnea quanto visceral (Padilla ef al, 2002;
Santos et al., 2007; Moreira et al., 2007). Neste sentido varios trabalhos tém abordado estudos
nas areas de diagndstico, tratamento e prevencao imune da leishmaniose canina.

No Brasil, a LVC tem sido registrada principalmente como sendo resultante da infecgdo
por Leishmania chagasi (revisado por Bauzer et al., 2007). A L. chagasi ¢ atualmente
considerada como um sindnimo de L. infantum (Mauricio et al, 1999), sendo também
denominada L. infantum chagasi. O primeiro vetor da L. infantum chagasi e principal vetor
envolvido na transmissdo da leishmaniose visceral na América Central e Sul sdo fleb6tomo do
género Lutzomyia (revisado por Bauzer ef al., 2007).

A pratica da eutandsia canina ¢ recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou
parasitolégicos positivos. (Alencar, 1961, Ministério da satde, 2006). Apesar de varias drogas
utilizadas para tratamento da doenca ser capaz de melhorar os sinais clinicos ou atingir a cura
clinica dos caes, nenhum desses tratamentos elimina completamente a infec¢do (Noli & Auxilia,
2005), pois os caes continuam como portadores do parasito (Manna et al.,2008). Deste modo o
Ministério da Satde atualmente ndo permite o tratamento dos animais infectados indicando a sua
eliminagdo (Portaria interministerial n® 1.426 de 11 de julho de 2008).

Testes sorologicos para LVC, baseada em imunofluorescéncia indireta (IF), ensaios de
imunoadsor¢do ligado a enzima (ELISA) ou western blot tem mostrado alta precisdo no
diagndstico na maioria dos estudos, mas estdo mal adaptados ao campo (revisado por Chappuis
etal.,2007).

De acordo com Ferrer (1999) e Gradoni (2002), o método ideal de diagnostico para LVC
deve ser de baixo custo, rapido e mostrar uma alta razdo de sensibilidade e especificidade.
Dentre os métodos conhecidos para diagnostico em geral, o método imunoldgico indireto por
ELISA ¢é bem explorado (Mukerji et al., 1991).

Nesse trabalho exploramos o método de ELISA indireto para o diagndstico de
leishmaniose canina utilizando como antigeno uma proteina de Leishmania major expressa de
forma heter6loga em sistema bacteriano. A proteina alvo desse estudo ¢ denominada por

similaridade de sequéncia como guanosina difosfatase de L. major. Esta proteina ¢ membro da



familia E-NTPDases (Ecto-Nucleotideo Trifosfato Difosfohidrolsases), enzimas capazes de
hidrolisar nucleotideos di e tri-fosfatados inclusive extracelulares. O interesse nestas enzimas se
baseia em dados que foram obtidos por Fietto et al., (2004) estudando-as em tripanosomatideos,
bem como na literatura relacionada que sugere a participag¢do de ecto-nucleotidases, entre outras
coisas na viruléncia, infectividade e aquisi¢do de purinas em parasitos (Fietto et al., 2004;

Pinheiro et al., 2006).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leishmaniose

O termo leishmaniose refere-se a infeccdo de hospedeiros vertebrados com os protozoarios
do género Leishmania, os quais como os outros tripanosomatideos da ordem Kinetoplastida,
apresentam caracteristicamente, um DNA extranuclear no seu citoplasma em uma organela
mitocondrial, o cinetoplasto (Lessa et al., 2007). Este género caracteriza-se por apresentar
diferentes formas evolutivas durante o seu ciclo bioldgico nos organismos hospedeiros dentre as
quais: a forma amastigota, que ¢ parasito intracelular obrigatorio em vertebrados, e promastigota,
desenvolvendo-se no tubo digestivo dos vetores invertebrados.

A leishmaniose é uma doenga de carater zoonotico (Murray et al., 2005), e sua transmissao
se da principalmente pela picada de fémeas infectadas, de certas espécies de flebotomos do
género Phlebotomus e Lutzomya (Diptera: Psychodidae).

Dependendo da espécie de Leishmania envolvida na infec¢do, a leishmaniose pode se
manifestar como diferentes formas clinicas: formas tegumentares (cutinea, cutinea-difusa,
mucosa) e visceral (Herwaldt, 1999). Nas Américas a Leishmaniose tegumentar ¢ provocada
principalmente pelas espécies: L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis, L.
(V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana (Lainson & Shaw,
1987). Ja a leishmaniose visceral ¢ causada no velho mundo por L. (L.) donovani e L. (L.)
infantum e no novo mundo por L. (L.) infantum chagasi.

Segundo a organizagdao mundial de saude, uma pessoa se torna infectada contraindo
leishmaniose cutinea a cada 20 segundos no mundo. A doenga ¢ endémica em 82 paises, e 10
milhdes de pessoas sofrem com leishmaniose cutdnea. Cerca de 1-2 milhdes de novos casos de
leishmaniose cutanea e 500.000 das formas viscerais acontecem por ano ¢ epidemias sdo
frequentes. Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem em 10 paises: Brasil, Peru,
Bolivia, Colombia, Suddo, Aradbia Saudita, Ird, Iraque, Paquistdo e Afeganistio e para a
leishmaniose visceral mais de 90% dos casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,

Nepal e Sudao (WHO, 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Psychodidae�

As leishmanioses estdo relacionadas a mudancas ambientais e humanas que promovem a
exposicdo de hospedeiros susceptiveis a insetos vetores infectados (WHO, 2000). O
estabelecimento da agricultura e da pecudria proximos as areas naturais tem proporcionado um
contato entre as populacdes humanas e de seus animais domésticos com as populagdes de
animais silvestres nos seus habitats. Este estreito contato facilitou a disseminacdo de agentes
infecciosos para novos hospedeiros e ambientes, estabelecendo-se assim novas relacdes entre
hospedeiros e parasitas (Corréa & Passos, 2001). Assim, com algumas excegdes, 0s seres
humanos passaram a ser os hospedeiros acidentais da infeccdo, enquanto outros mamiferos
(como roedores e cdes) sdo hospedeiros reservatorios (Ashford, 1996 e 1997). Apesar de ser
considerada de zona rural, o aparecimento da forma visceral, em grandes centros urbanos faz das
leishmanioses um problema de satide publica emergente (Santa Rosa e Oliveira, 1997; Carmo et
al.,2001; Brasil, 2004).

O primeiro relato de um caso de leishmaniose visceral no Brasil foi em 1913, em uma
paciente de Boa Esperanga, Mato Grosso (Migone,1913 apud Maia-Elkhoury et al., 2008).
Desde a década de 1970, a urbanizagdo da doenca foi intensificada, especialmente nas periferias
urbanas (Alencar, 1983). A leishmaniose visceral no Brasil, tem a sua importancia ndo somente
na sua alta incidéncia e ampla distribuicdo, mas também na possibilidade de assumir formas
graves ¢ letais quando associada ao quadro de ma nutrigdo e infecgdes concomitantes ( Gontijo
& Mello, 2004).

Segundo o Ministério da Saude, (2006) os dados epidemiologicos dos ultimos dez anos
revelam a periurbanizacdo e a urbanizacdo da leishmaniose visceral, destacando-se surtos
ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA),
Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e
mais recentemente as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande

(MS) e Palmas (TO). As areas de transmiss@o da doenca no Brasil estdo representadas na Figura

1.



Legenda ‘
[ ] 0 casos -3
[] 1-5 casos 4,
B 5-10 casos
B 10-20 casos
B 50-192casos

Figura 1 - Distribui¢do de casos de Leishmaniose Visceral segundo municipio, Brasil 2002. Fonte: Ministério da
Saude, 2006.



A leishmaniose visceral tem um periodo de incubagdo que varia de 3 a 8 meses (Manson-
Bahr et al, 1963; De Alencar et al.,1982), os sintomas incluem febre, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (Zijlstra & El-
Hassan, 2001) acometendo principalmente o bago, figado e medula 6ssea (Monroy-Ostria et al.,
1999) . Alguns casos de leishmaniose visceral atipicos t€ém sido relatados, como infec¢des nos
pulmdes, pleura, mucosa oral, laringe, es6fago, estdmago, intestino delgado, pele (Mandell et al.,
2005).

Uma variagdo da Leishmaniose visceral tem sido descrita principalmente na india e
Africa como Leishmaniose Dérmica Pos-Kalazar (PKDL), que ocorrem em pequenos casos apos
o tratamento da leishmaniose visceral (Mandell et al., 2005). Nestes casos as lesdes cutaneas se
caracterizam por macula-papular e nodular. A doenga pode aparecer sintomaticamente ou
assintomatica sendo geralmente fatal se ndo tratada (D'Oliveira et al. 1997).

O diagnoéstico da leishmaniose visceral ¢ geralmente baseado na detec¢do microscopica
de amastigotas em esfregacos de amostras de tecido, aspirado ou bidpsia (Murray et al., 2005).
Apesar de reagdes cruzadas com hanseniase, doenga de Chagas, malaria e esquistossomose,
anticorpos de Leishmania total tem sido usado em teste de aglutinagdo direta com sensibilidade
de 72% e uma especificidade de 94% (Zijlstra & El-Hassan, 2001). O DNA de Leishmania
também pode ser detectado no tecido aspirado e do sangue periférico utilizando reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), que dd uma sensibilidade de 70-93% no sangue periférico (Zijlstra & El-
Hassan, 2001), porém ¢ considerado um método caro para ser usado em larga escala.

A quimioterapia tem sido largamente utilizada no tratamento da LV, dentre as drogas
utilizadas podemos citar o antimonial pentavalente (Murray et al., 2005) que pode ser
administrados por via intravenosa ou intramuscular com igual eficécia. Existem no mercado
atualmente duas formulagdes de antimonial pentavalente disponiveis: Stibogluconato de sodio e
o antimoniato-N-metil glucamina. No Brasil, a tnica formulagdo disponivel ¢ o antimoniato N-
metil glucamina, que vem sendo distribuida pelo Ministério da Satide. Seu mecanismo de agdo
ainda ndo estd totalmente elucidado, mas sabe-se que atua nas formas amastigotas do parasita,
inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos (Ministério da saude, 2006).

Outra droga utilizada no tratamento da LV ¢ anfotericina B. Segundo o Ministério da
Saade (2006) ela ¢ a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, atuando nas

formas promastigotas ¢ amastigotas do parasita, tanto in vitro quanto in vivo, € seu mecanismo



de acdo se da através da ligacdo preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na
membrana plasmatica da Leishmania, no entanto ¢ muito toxica. Novas formulagdes da
anfotericina B, como a anfotericina-B-liposomal, tem sido aplicada com alta eficiéncia
apresentando menos toxicidade (Murray et al., 2005) embora até agora apresente custo elevado.
Dentre outras drogas utilizadas podemos citar pentamidina, paromomicina (Sinha et al., 2005).
Em PKDL, o tratamento ¢ indicado apenas para quem tem doenga grave e prolongada

(revisado por Piscopo & Mallia, 2006).

2.2. Leishmaniose Visceral Canina — LVC

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose de ocorréncia em diversas regides
do mundo (Moreno & Alvar, 2002). Dentre os reservatorios, sdo referidas espécies de animais
silvestres e domésticas, sendo a familia canidae considerada como o principal reservatorio (Diniz
et al., 2008). Isso faz do cao doméstico (Canis familiaris) extremamente importante em termos
epidemioldgicos, tanto no ambiente urbano quanto no rural, devido a alta prevaléncia da
leishmaniose canina (Moreno & Alvar, 2002)

O ciclo natural da infeccdo por Leishmania envolve os flebotomineos (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae). Seis géneros de flebotomineos sdo reconhecidos, mas apenas dois
géneros sdo de importancia médica: Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo
Mundo (Lane, 1993). Nesses, as formas promastigotas replicam apos a transfeccdo de
amastigotas intracelulares ingurgitadas durante o repasto sanguineo.

Embora flebotomineos sejam os unicos vetores adaptados biologicamente para a
transmissdo da leishmaniose, um possivel papel na transmissdo por ectoparasitas hematofagos,
como carrapatos e pulgas, foi proposto (Coutinho et al., 2005 e 2007). A transmissdo por
transfusdo sanguinea foi documentada em um cdo (Owens et al., 2001). Alem disso, alguns
autores sugerem que a LVC pode ser sexualmente transmissivel (Silva et al., 2008).

Estima-se que no sudoeste da Europa pelo menos 2,5 milhdes de caes estejam infectados
(Moreno et al, 2002). Na América do Sul o nimero de caes infectados também ¢ estimado em

milhdes, na Venezuela e no Brasil hd grande taxa de infec¢do em algumas areas, onde uma



elevada prevaléncia da infeccdo canina estd associada com alto risco de doenca humana
(Werneck et al, 2006).

O crescente numero de cdes infectados em regides ndo endémicas esta relacionado
principalmente a viagens para areas endémicas com cdes e a importagdo de cdes de regides
endémicas (Gothe et al., 1997), como observado em um caso ocorrido em Goidnia ¢ no Rio
Grande do Sul (Linhares et al., 2005; Krauspenhar et al., 2007). Dentre outros fatores que
favorecem a incidéncia de LVC, estdo os relacionados ao uso e a ocupagao desordenada de areas
de transicdo entre as zonas urbanas e rurais, promovendo o desequilibrio ambiental e a
conseqiiente introducao do vetor e de mamiferos infectados em areas nao endémicas.

A LVC por ser uma doengca multissistémica, apresenta sinais clinicos variaveis:
dermatites, alargamento dos linfonodos, lesdes oculares, alargamento do baco, caquexia, febre,
sangramento do nariz, onicogrifose, anemia (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Pefia
et al., 2000; Naranjo et al. ,2005; Baneth et al., 2006; Costa-Val et al., 2007). De acordo com os
sinais clinicos, Mancianti ef al., (1988) classifica os caes infectados como: sintomaticos, aqueles
que apresentam mais de trés sinais clinicos como por exemplo: alopecia, eczema furfuraceo,
ulceras, hiperqueratose; oligossintomaticos, de um a trés sinais clinicos como por exemplo:
presenga de adenopatia linfoéide, pequena perda de peso e pélo opaco e cies assintomaticos, sem
sinais clinicos.

O periodo de incubagdo da doenga clinica em caes pode durar de trés meses a sete anos, €
a maioria dos caes infectados sdo portadores assintomaticos (Slappendel, 1988; Solano-Gallego
et al, 2001; RodriGuez-Corte et al., 2007), no entanto testes de imunidade celular e sorologicos
tém demonstrado que um espectro de resposta imune a infec¢do por Leishmania estdo presentes
nesses animais ( Cabral et al., 1998). LVC ¢ bem caracterizada por uma significativa diminui¢ao
de células T CD4 e vigorosa producio de anticorpos anti-leishmania; além disto, uma forte
resposta imunologica celular especifica ¢ observada em caes assintomaticos (Pinelli et al., 1994;
Bourdoiseau et al., 1997; Moreno et al., 1999), indicando que a resposta de células T ¢
importante como uma defesa imunolodgica contra o parasito.

No Brasil, a LVC tem sido registrada como sendo resultante da infecc¢ao pela Leishmania
infantum chagasi tendo o Lutzomyia longipalpis como primeiro e principal vetor, envolvido na
transmissdo da leishmaniose visceral na América Central e Sul (revisado por Bauzer et al.,

2007).



A LVC ocorre endémica em muitos estados do Brasil: Norte, Nordeste e Centro-Oeste.
Também ¢é encontrada no sudeste do pais, estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e mais
recentemente, na area do Noroeste do estado de Sao Paulo (Yamamoto et al., 1988, Evans et al.
1990, Costa et al., 1991; Paranhos-Silva et al., 1996; Tafuri et al., 1996, Feitosa et al., 2000). No
estado do Rio Grande do Norte, além de se observar uma grande quantidade de cdes da zona
urbana infectados, tem se visto uma maior infec¢do de fémeas na zona rural (Amora et al., 2006).
Em Belo Horizonte que ¢ uma grande area metropolitana, LVC ¢ considerado uma endemia de
grande importancia para a saude publica (Silva et al., 2001).

A pratica da eutandsia canina ¢ recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou
parasitolégicos positivos (Alencar, 1961, Ministério da saude, 2006). Apesar de varias drogas
utilizadas para tratamento da doenca serem capazes de melhorar os sinais clinicos ou atingir a
cura clinica dos cdes, nenhum desses tratamentos viavelmente elimina a infec¢do (Noli &
Auxilia, 2005), pois os cdes continuam como portadores do parasito (Manna et al.,2008).
Segundo o Ministério da Satde (2006) as tentativas de tratamento da leishmaniose visceral
canina, por meio de drogas tradicionalmente empregadas (antimoniato de meglumina,
anfotericina B, isotionato de pentamidina, alopurinol, cetoconazol, fluconazol, miconazol,
itraconazol), tém tido baixa eficacia, além de possibilitar o risco de selecionar parasitos
resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humano. Desde modo o Ministério da Satude
atualmente ndo permite o tratamento dos animais infectados indicando a sua eliminagdo (Portaria
interministerial n° 1.426 de 11 de julho de 2008).

Alem da leishmaniose canina, outros animais domésticos e de interesse no agronegocio
tem sido encontrados parasitados, como gatos e cavalos (Maroli et al., 2007; Barbosa-Santos et

al., 1994)

2.3. Diagnéstico da LVC

O diagnodstico da LVC normalmente ¢ feito pela demonstragdo das amastigotas em
aspirado de ganglios linfaticos, bago e especialmente em medula 6ssea. No entanto, a técnica ¢
invasiva, além da necessidade de pessoal especializado e os resultados sdo de baixa sensibilidade

detectando apenas cerca de 60% na medula 6ssea a 30% em ganglios linfaticos (Ferrer, 1999).
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Uma das técnicas que tem aumentado a sensibilidade de deteccdo quando ha uma baixa
carga parasitaria ¢ a imunohistoquimica, principalmente em ganglios linfaticos (Moreira et al.,
2007), porém este método e demorado e ndo ¢ de facil manuseio ndo sendo adequado para
diagnéstico imediato da infeccgao.

O ensaio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem melhorado muito a sensibilidade
do diagnostico parasitologico de infec¢des por Leishmania em cdes. A PCR baseada no mini
DNA circular do cinetoplasto (KDNA) tem-se revelado ser mais sensivel comparada ao uso de
alvos no DNA gendmico detectado no sangue dos animais (Lachaud et al., 2002; Nasereddin et
al., 2006).

A PCR em tempo real ¢ uma técnica avancada que pode detectar niveis extremamente
baixos de parasitos. Um estudo em caes naturalmente infectados indicou que a deteccao do
kDNA do parasito em PCR em tempo real, de sangue ou medula 6ssea ¢ consideravelmente mais
sensivel do que por PCR convencional (Francino ef al., 2006; Manna et al., 2008). Porém todos
estes métodos sdo considerado caros para uso em grande escala.

Existem varios métodos de diagnostico soroldgicos de LVC para deteccao de anticorpos
contra Leishmania incluindo os testes de imunofluorescéncia indireta (IFI), western blot,
aglutinacdo direta, imunocromatografia e ensaio de adsorcao ligado a enzima - ELISA (Alvar et
al, 2004; Ferreira et al., 2007; Gomes et al., 2008).

Almeida e colaboradores (2005) comparando o diagnostico por imunofluorescéncia
indireta (IFI) e ELISA, demonstraram através IFI uma menor sensibilidade e maior
especificidade (83 e 100%, respectivamente) em relagdo aos resultados do ELISA (94 e 90%)),
quando se utilizava extrato bruto de Leishmania. O teste Western Blot pode ser tutil no
acompanhamento especifico ao tratamento dos casos de LVC (Riera et al., 1999; Marin et al.,
2007).

A aglutinacdo direta (DAT) ¢ muito utilizada na maioria dos paises (Zijlstra et al., 1991),
mas as reagdes cruzadas com outros agentes infecciosos sdo fatores limitantes.

A imunocromatografia com base em ensaios com antigenos recombinantes ou purificados
tém sido desenvolvida como alternativa promissora para o diagnostico sorologico rapido em
grande escala (como em condi¢des de inquéritos epidemiologicos para controle da doencga), mas

o seu desempenho ainda ndo ¢ bom (Mettler et al., 2005).
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Diferentes antigenos recombinantes foram testados em sorodiagnostico de LVC
(Carvalho et al., 2002; Boarino et al., 2007) entre eles o antigeno rK39 que mostrou resultados
promissores na maioria dos estudos (Parrozzi et al., 2006). Em uma comparacdo de métodos
conjugado com diferentes combinagdes de antigeno, ELISA usando rK39 foi altamente
especifica (96 a 100%), mas mostrou pouca sensibilidade (29 a 65%) na detec¢do de caes
infectados assintomaticos (Mettler ef al., 2005).

Lira e colaboradores (2006), fazendo uma analise comparativa do EIE (Ensaio
Imunoenzimatico para Diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina) em relagdo ao
imunofluorescéncia indireta para leishmaniose visceral canina (IFI) ambos kits da Bio-
Manguinhos, demonstrou uma maior sensibilidade do EIE em relagdo ao IFI (72% e 68%

respectivamente) para deteccao de caes infectados que apresentavam sinais clinicos para LVC.

2.4. A Familia E-NTPDase

A atividade de hidrolise de ATP e/ou ADP na superficie de muitos tipos de células tem
sido reconhecida ha varias décadas (Pearson, 1985). As enzimas que sdo capazes de degradar
nucleotideos extracelulares 5° di-trifosfatados similares ao marcador de linfocitos CD39 sao
incluidas na familia E-NTPDases (Zimmermann et al., 1999). Na literatura atual, também ¢
conhecida por diferentes nomes como: Ecto-apirase, NTPase, E-ATPase e ATP-
difosfohidrolases, o que exigiu o desenvolvimento de uma unificagdo na nomenclatura
(Zimmermann et al. 2000).

Todos os membros dessa familia compartilham um conjunto de curtas sequéncias
denominado Regides Conservadas de Apirases (ACRs) (Grinthal & Guidotti, 2006), que
supostamente sdo de relevancia para a sua atividade catalitica, visto que mutagénese sitio-
dirigido de residuos nas regides conservadas I e IV das apirases, afetaram severamente a
atividade nucleotidasica (Smith e Kirley 1999).

A atividade nucleotidésica destas enzimas ¢ dependente da presenca de cations divalentes
usualmente Ca> * ou Mg® * (Christoforidis et al. 1995; Berrédo-Pinho ef al., 2001). No entanto
alguns autores sugerem que as mudangas na atividade NTPDase podem ser promovidas por

zinco e cadmio (Senger, 2006).
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Essa familia de proteinas tem membros ndo sé dentro do Reino Protista, mas também tém
representantes no grupo das leveduras, invertebrados, plantas e vertebrados (Pietrangeli et al.
1981; Bermudes et al., 1994; Handa e Guidotti, em 1996; Gao ef al., 1999; Steinebrunner et al.,
2000).

Segundo a revisdo de Robson, et al., (2006), oito diferentes genes ENTPD, codificam
proteinas da familia E-NTPDase em camundongos ¢ seres humanos (Tabela 1).

Quatro das enzimas NTPDases sdo tipicamente localizadas na superficie celular, com
sitio catalitico na face extracelular (NTPDasel, 2, 3, 8). As NTPDases 5 e 6 apresentam
localizagdo intracelular e secre¢do apds serem expressas de forma heterdloga. As NTPDases 4 e
7 sdo inteiramente localizadas intracelularmente. A Figura 2 hipotetiza uma arvore filogenética
composta pelos membros da familia E-NTPDase.

Especificamente para protozodrios, trabalhos recentes tém sugerido uma correlagdo entre
a capacidade de hidrolise de ATP extracelular e seus derivados e processos como viruléncia,
sobrevivéncia intracelular e adesdo celular (Fietto et al., 2004; Marques-da-Silva et al., 2008).

Recentemente Marques-da-Silva et al., (2008) investigando o envolvimento da via de
hidrolise de nucleotideos extracelulares, com foco na adenosina extracelular, no estabelecimento
da infeccdo em camundongos C57BL6 por diferentes espécies de Leishmania, além de
demonstrar que a L. amazonensis foi a espécie mais virulenta dos parasitos, foi verificado
também que o aumento da producdo de adenosina é importante para o desenvolvimento da
infeccdo, da lesdo e do parasitismo tecidual. Sugerindo que a conversao de ATP, uma molécula
com atividade pro-inflamatdria em adenosina, que possui propriedades imunomoduladoras, pode
contribuir para o estabelecimento da infec¢@o por Leishmania.

Através de pesquisa no banco de dados (Genbank) em seqiiéncias do projeto genoma de
L. major, foram encontrados 2 genes homologos das E-NTPDases (gi|45120584| e gi|15487213|
que por similaridade de sequéncia sdo denominados respectivamente de NTPDase e guanosina
difosfatase (GDPase). Hoje o gene que codifica a GDPase gi|15487213|, ¢ encontrado com o
codigo XM 001681293 devido a uma recente atualizacdo feita no NCBI (2005), passando a

codificar uma proteina reduzida de 16 aminoacido, da sequéncia original, na por¢ao N-terminal.
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Tabela 1 — Membros da familia E-NTPDases de humanos e camundongos. Fonte: Robson ef al., (2006).

Protsin nams Additional names Ciens names Chromosome location Accession number
human, mouss human, mouse human, mouss

NTPDasel CD39, ATPDase, ENTPD I, Enipdl 1024, 1903 LIST96T, MM _009848
edo-apyrase [43, 4]

NTPDase? CD39L1, ecto- ATPase ENTPD2, Entpad2 Dq34, 2A3 AF1HT4R, AY3IT6T11
[49, 108, 252]

NTPDased CD39L5, HBa ENTPDS, Enipd3 Ipdl 3, 9F4 AFIME, AY3T6T10

NTPDased UDPase, LALPTQ ENTPDE, Enipd4 8pl, 14D1 AFIAIZ, KM _026174
| 253, 254]

NTPDases CD39L4, ENTPDS, Enipd5 14q24, 12E (12D1)* A8, AJZIBA36

ER-UDPase, PCPH
[137, 255, 256]

NTPDaseh CD39L2 |257-259] ENTPD6, Enipds 20p11.2, 2G3 AYIZTSR1, NM_172117

NTPDase? LALP1 [260] ENTPDT, Enipd? 10g24, 19D1 (19C3)* AF260255 AFIRR221

NTPDases liver canalicular ENTPDE Entpdd g3, 2A3 AY430414, AYInd2
edo-ATPase,

hATPDase [52, 174]

NTPDased
(NTP = NDP) 1y m, r h NTPDase1
(NTP ~ NDP)

NTPDase2
(NTP==>NDOP) M

h NTPDasal
r m
NTPDased r
(GDP= IDP = UDP) S
h
h
NTPDased
r M (UOP = GOF = COF)
NTPDase5

(UDP=GDP=COPl m b m h

NTPDaseT
(UTRGTRCTR]

Figura 2 — Arvore filogenética hipotética dos membros da familia E-NTPDase (NTPDasel- NTPDase8), de ratos,
humanos e camundongos. O comprimento das linhas indica as diferencas entre as sequéncias de
aminoacidos. O grafico mostra uma clara separacao entre as NTPDases localizadas na superficie (acima) e
intracelular (baixo). O principal substrato e preferéncias de cada um dos subtipos previsto para cada grupo
de enzimas ¢ mostrado abaixo do nome das mesmas. A topologia da regido transmembrana ¢ indicada pelos
barris. Fonte: Robson et al., (2006).
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Visto que a proteina GDPase de L. major apresenta uma identidade de 90,1% na
sequéncia de aminodcido com a proteina de Leishmania infantum chagasi, neste trabalho foi
realizado a expressao heterologa, purificacdo e avaliacao da utilizagdao da isoforma GDPase de L.

major como antigeno recombinante no imunodiagnoéstico da leishmaniose visceral canina através

de ensaio imunoenzimatico (ELISA).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e Clonagem da regido codificante da GDPase de L. major

Todas as etapas de isolamento e clonagem do gene da GDPase de L. major foram
realizadas anteriormente por Murilo Sena Amaral na Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP).

A cepa MHOM/IL/80/Friedlin de Leishmania major foi gentilmente cedida pelo Dr. Luiz
Carlos Crocco Afonso do laboratério de Imunoparasitologia da UFOP. Para a extracdo de DNA
gendmico (DNAg) 1x10° células foram recolhidas por centrifugagio a 13.000 x g por 2 min,
descartando o sobrenadante foi adicionado 500 uL de fenol equilibrado ao “pellet” e deixado a
temperatura ambiente (T. A.) por 5 min. Em seguida foi adicionado 400 uL de 10 mM Tris (pH
8,0) estéril e homogeneizado no vortex. O homogeneizado foi submetido a centrifugagdo a
13.000 x g por 10 min e recuperado a fase aquosa sem a interface. A essa foi adicionada 400 pL
de uma mistura de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e homogeneizada no vortex.

O homogeneizado foi submetido a centrifugagdao a 13.000 x g por 10 min e recuperada a
fase aquosa sem a interface. A essa foi adicionada 400 pL de cloroféormio e homogeneizado no
vortex. Sendo posteriormente centrifugada a 13.000 x g por 10 min e recuperada a fase aquosa
como descrito anteriormente. Em seguida, foi adicionado 1/10 do volume de uma solug¢do de 3 M
de acetato de sédio (pH 5,2) e dois volumes de etanol 100% gelado homogeneizando sem
vortexar. O homogeneizado foi deixado precipitando por 2 h no freezer -80 °C, sendo
posteriormente centrifugado a 13.000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado,
adicionando ao precipitado 500 puL de etanol 70% gelado e a amostra foi centrifugada a 13.000 x
g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado ¢ o “pellet” colocado para secar com a tampa
aberta. Posteriormente o “pellet” de DNA seco foi suspendido em 50 uL de 10 mM Tris (pH 8,0)
estéril . O DNA genomico foi estocado - 20 °C e utilizado para isolamento da regido codificante
do gene da GDPase (gi |15487213|) contendo 2073 pb por reacdo da polimerase em cadeia
(PCR). Para tanto foram utilizados 0 oligonucleotideo direto
5S'CGGGATCCCATGCCAATGACTGACG3' que anela no genoma de Leishmania major e
insere um sitio de restricdo para BamH | na extremidade 5’ para inser¢do posterior no vetor de

expressao em bactérias pET-21b e oligonucleotideo reverso
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5'GCGTCGACGGTAAGAGAGAGGAGTGAZ', que cria um sitio para Sal I no final da regido
codificante. Para amplificacdo do gene foi usado um aparelho termociclador (Programmable
Thermal Controller-PTC-100™). A reacdo foi realizada em um volume total de 50 uL,
utilizando 4 pLL do DNAg; 5,0 pL de tampao 1,5 mM MgSO, (fornecido pelo fabricante da Taq
DNA Polimerase); 2,4 pL. do mix de 2,5mM dNTPs (dCTP, dTTP, dGTP, dATP); 2 uL dos
oligonucleotideos em uma concentragao de 20 pmol/uL; 0,5 uL de Taq DNA Polimerase e agua
ultrapura estéril gsp. O programa utilizado consistiu em 33 ciclos: 94 °C por 4 min; 94 °C por 30
seg; 50 °C por 1 min; 72 °C por 1 min; 72 °C por 5 min; 4 °C até retirada dos tubos. Os produtos
finais das reacdes de PCR foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% em 1X TAE
(1 mM EDTA; 40 mM Tris-Acetato; em agua deionizada) e corado em solugdo de brometo de
etidio (Sambrook et al., 1989), para a verificagdo da formacdo de uma banda majoritaria
correspondente ao tamanho do amplicon alvo com aproximadamente 2,1 kb. A eletroforese foi
feita a 80 V, utilizando como tampdo de corrida 1X TAE. A banda de cerca de 2,1 kb foi
purificada do gel de agarose utilizando o Kit “PureLink ™ Quick Gel Extraction” (invitrogen'")
conforme instru¢des do fabricante. Foi utilizado o sistema TOPO (Invitrogen™) para a
subclonagem inicial do gene.

A banda do amplicon foi suspensa em um volume total de 20 pL de agua ultra-pura
estéril e 5 uL desta solucdo foi usada na ligagao feita a 16 °C por 12 h, de acordo com manual do
fabricante (TOPO® TA Cloning® Kit for subcloning - Invitrogen). A mistura de ligagdo (~6 pL)
contendo vetor TOPO + amplicon da GDPase, foi adicionada a 100 pL de solu¢ao contendo
bactérias E. coli TOP 10F’, previamente tornadas competentes (Sambrook et al., 1989). A
mistura foi incubada em gelo por 45 min, submetida a choque térmico (42 °C) por 1 min e
colocada novamente no gelo. Adicionaram-se 1 mL de LB-Liquido (1% triptona, 0,5 extrato de
levedura, 1% NaCl, pH 7.5) seguido de incubagdo a 37 °C por 40 min com agita¢do de 180 rpm
em Shaker TE-420 (TECNAL).

O volume total dessa mistura foi dividido em trés aliquotas e plaqueado em meio s6lido
LB-Agar (1% triptona, 0,5 extrato de levedura, 1% NaCl, 1,5% select Agar pH 7.5) contendo
ampicilina (5 mg/mL™") e incubadas por 12 h a 37 °C.

Os clones resistentes a ampicilina foram recuperados e utilizados para confirmacdo da
presenga do plasmideo contendo o gene de interesse por PCR e andlise de restrigdo (utilizando

BamH 1 e Sal 1) a partir do plasmideo extraido por minipreparagdo plasmidial de acordo com
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Sambrock et al., (2000). Um dos clones isolados e confirmado foi entdo submetido a
seqiienciamento automatico parcial usando iniciadores flanqueadores da regido de clonagem em
aparelho Mega-Bace (GE Amershan) de acordo com instrugdes do fabricante. Este procedimento
foi realizado pelo Laboratério de Biologia Celular e Molecular da UFOP. Os clones que
continham a construcdo, foram estocadas em meio LB-liquido em tubos de microcentrifuga com

20% de glicerol e mantidos a -80 °C.

3.2. Obtencao de Células E. coli Competentes

Células de E. coli, linhagem TOP 10F’, foram pré-inoculadas em 3 ml de meio LB-
liquido contendo estreptomicina (10 uL/mL) e tetraciclina (10 pL/mL). As células foram
crescidas sob agitagdo constante (200 rpm), por 14-16 h a temperatura de 37 °C. Apds o
crescimento, as bactérias foram transferidas para um erlenmeyer contendo 100 mL de LB sem
antibiotico. Procedeu-se nova incubagdo a 37 °C, 200 rpm por um periodo de 2-3 h até que as
células atingissem uma densidade optica (DOggo) entre 0,6 € 0,8. Atingida a DOgqo, as bactérias
foram submetidas a centrifugac¢do a 1000 x g por 8 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e
as células foram suspensas em 40 mL de 0,1 M CaCl, gelado. Incubou-se no gelo por pelo
menos 1 hora. Apds a incubagdo, procedeu-se nova centrifugagdo a 1000 x g por 5 min a 4 °C.
Desprezou-se o sobrenadante, e as células foram suspensas em 1 mL de 0,1 M CaCl, . Aliquotas
de 100 pL foram estocadas em tubos de microcentrifuga, contendo 30% de glicerol, e mantidas a

temperatura de -80 °C até utilizacdo nas transformacdes.

3.3. Extracio do DNA plasmidial

O DNA plasmidial (DNAp) foi extraido pelo método da lise alcalina (Sambrook et al.,
1989) como descrito a seguir. Para isso, os clones positivos da transformacdo com o vetor
TOPO, foram crescidos em tubos de rosca individuais contendo 3 mL de LB e 30 uL de
ampicilina (5 mg/mL™") por 12 h a 37 °C em 180 rpm. Apds o crescimento um volume de 1,5 mL
de cada cultura foi transferido para tubos de microcentrifuga, e as células foram coletadas por

centrifugacdo (Centrifuga 5415C- EPPENDORF) a 12000 x g por 1 min e 30 seg. O sedimento
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celular foi lavado com 0,5 mL de STE para retirada de inibidores de endonucleases (0,1 NaCl, 10
mM Tris.Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0 ). Apos a centrifugacdo foram adicionados 200 pL da solugdo
I gelada (25 mM Tris.Cl pH 8.0, 10 mM de EDTA e 5SmM de D-Glicose) e suspenso vagarosa ¢
completamente o “pellet”. Em seguida foram adicionados 200 pL da solucdo II (NaOH 0,2M,
SDS 1%) preparada na hora, e os tubos foram invertidos lentamente por 6 vezes e mantidos no
gelo por 5 min. Apos isso, 150 pL da solugdo III gelada (3 M Kac, 2 M Hac pH 8.0) foram
adicionados e os tubos foram invertidos lentamente 6 vezes ¢ mantidos no gelo por 5 min. Em
seguida os tubos foram centrifugados por 12000 x g por 5 min e transferidos os sobrenadantes
para outros tubos novos onde foram adicionados 5 pL. de RNAse A (10 pg/ul) e mantidos os
tubos a 37 °C em banho-maria por 30 min.

A cada tubo foram adicionados 550 uL de fenol: cloroféormio (1:1), e os tubos foram
invertidos lentamente por cerca de 5 vezes e centrifugados a 12000 x g por 5 min. Esse
procedimento se repetiu mais uma vez. A fase aquosa foi transferida para tubos novos. Em
seguida adicionou-se 550 puL de cloroférmio e foi realizada nova centrifugagdo a 12000 x g por 5
min. A fase superior foi transferida para novos tubos, onde foram adicionados 550 pL de
isopropanol gelado. Os tubos foram invertidos lentamente e mantidos a -70 °C por 10 min. Em
seguida as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e
os tubos foram colocados para secar por 30 min sobre papel toalha. O precipitado foi lavado com
200 pL de etanol 70% gelado e centrifugado a 12000 x g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram colocados para secar por 30 min. Apds estarem secos, o DNA
plasmidial foi suspenso em 20 pL de H,0 deionizada. Os clones foram selecionados por anélise

de restri¢do utilizando BamH 1 e Sal I e confirmados por sequenciamento parcial.

3.4. Transferéncia da regiao codificante da GDPase de L. major para vetor de expressio em
sistema procarioto pET-21b

O vetor de amplificagdo TOPO contendo o gene, foi submetido a digestdo com BamH I e
Sal 1. Apés a digestdo, a mistura do vetor TOPO, foi submetida a eletroforese em gel de agarose
1%.

O inserto relativo a regido codificante completa da GDPase foi purificado com kit

“PureLink™ Quick Gel Extraction” (invitrogen'™) e ligado, de forma analoga a descrita na
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subclonagem em TOPO, no vetor pET-21b previamente digerido com as mesmas enzimas e
purificado também pelo mesmo kit. A figura 3 mostra um esquema da constru¢do pET-21b-
GDPase.

Bactérias E. coli TOP 10F’, previamente tornadas competentes como descrito acima,
foram transformadas com o produto de ligagdo e foram incubadas em meio liquido LB conforme
descrito acima (isolamento do clone contendo o TOPO). A selecdo dos clones foi feita por
analise de restri¢ao e sequenciamento (Figura 4). Os clones positivos foram estocados em tubos

de microcentrifuga, contendo 30% de glicerol, e mantidos a temperatura de -70 °C.

3.5. Expressao da rGDPase de L. major e analise em gel de SDS

A expressao total das proteinas recombinantes foi feita, em média escala, em 250 mL de
LB. O cassete de expressao do vetor pET-21b, destacando os sitios de clonagem e seqiiéncia de 6
residuos de histidina na por¢do carboxi-terminal da proteina recombinante, esta esquematizado
na Figura 3.

Bactérias competentes, da linhagem E. coli BL21(DE-3), foram transformadas com a
construgdo pET-21b-GDPase, de modo andlogo ao realizado com vetor TOPO. O gene
gi |15487213| codifica um RNAm para a producao de uma proteina de 78,2 kDa cuja seqiiéncia

de aminodacidos predita estd descrita na figura 4.
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BamH 1 Sal 1

B)

CAUDA HIS [1 Stop =

- P17 > RBS Gene Alvo

®)

ATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCC + Gene Alvo + GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAG + Cauda HIS + Stop Codon
BamH 1 Sal 1

Figura 3 — Construgdo no vetor pET-21b contendo a regido codificante do gene gi |15487213|. A) Mapa fisico da
construcdo indicando as principais regides da constru¢cdo bem como as caracteristicas do vetor. B) Esquema
detalhando a regido de inser¢do do gene gi |15487213| no vetor pET-21b, mostrando o promotor T7 (local
onde a RNA polimerase T7 se ligard apos as células serem induzidas por IPTG), o sitio RBS
correspondente a sequéncia shine-Delgarno, ou sitio ligador de ribossomos da E. coli. C) Esquema
detalhando a regido de clivagem por BamH 1 e Sal I bem como os pares de bases a mais, inserido pelo vetor
incluindo a cauda poli-His e o cddon de parada.
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M A S M TG G Q QMGRG S M PMT D G
atggctagcatgactggtggacagcaaatgggtcgcggatccatgeccaatgactgacgge
R vV P G GG K L R R S M S R ¥ VL A F F A
cgcgtcccaggecggcaagttacggaggagcatgagtecgegtegttettgecttettegee
A V L F VV F L T A Y E V G V G T AN P
gctgtgcttttcegtegtetttectcacggegtacgaagteggegttggcactgecaaceeg
L Q S R HM QL T Q NA YV KK S EEN L
cttcagtctcggcacatgcagctcacgcagaacgccgtgaagaagagtgaggaaaatcta
vV N CRE V NTD L R S G G D V N V A R
gtgaactgccgcgaggtcaacacggatttaagaagtggtggtgacgtcaatgtcgcacgg
A M A EMIRIROQIREETLMNDNTIUVATILE R
gcgatggcggagatgaggcggcagagagaggagctgatgaacatecgtegegetggagegt
E RV Vv s AR S L L Q V CEDETLA A S D
gagcgtgtagtgtcggecgegtagtctgetgecaggtttgegaggatgagectagegagegac
L S v L F G V A D HNUVF T AIRTULIR S L E
ctcagcgtactcttecggtgtecgectgaccataacttcactgegegectececggtegttggag
K K R K HL EGULHSMULNTD P F G A
aaaaagcggaaacacttggagggtttgcactcgatgctcaacacggacccgtttggtgca
vV Q L R S S S EI R AL QA AL F HE M
gtgcagctgcgcagcagcagcgaaatccgegegetgecaggeggetetetttcacgagatg
R A S K K K A E NGV A S G A A C A K S
cgcgccagcaagaagaaagcagaaaacggtgtggcgagecggcgeggegtgegegaagtet
S v K Y s vv F DI G S T GNIRV H V Y
tcggtcaagtactcecgtegtgttcgatattggcagcactggaaatecgtgttcatgtctac
K Y R V A P A TURT AW A AWM AGSE L S D
aagtacagagtggcacctgccacgcgtaccgectgeccgeggecggcagtgagetcagegac
I DL VEEULUVFET LNUHI KA ATLSETULZE N
atcgacctcgtcgaggagttatttgagctaaatcacaaagcccttagecgagectcgagaat
S v Q b AP EATLWETLUF V KAI KTDVF V
tcggtgcaggatgecgeccggaggetttatgggagetcttegtgaaageccaaggactttgta
P A E L HA CT A AUEUFI KA ATA AGTULZRM
ccggcggagctgcacgcatgcacggeggeccgagttcaaggectaccgeggggetgegecatg
L GM E K ANUETIULAGTIZRAIRYRNE
ctggggatggagaaggccaacgaaattcttgccggcattcgegecgegetaccgecaacgag
T F W L R G N A S V R I L DA CEE G P
acgttctggttgcgcggcaacgcatcagttegecatecttggatgectgegaggagggecca
M A WL T V N Y L L. G A F S R G A T A T
atggcgtggctgacagtaaactacttactgggggcattctccaggggtgcaacggcaacce
b s T v A VvV I DUL G G G S T Q I V F E P
gactcgacggtggccgtcatcgatctecggeggeggecteccacgcaaategtettegaacce
G E S T F H GMURTUDF R Y A A TUL G S
ggcgagagcactttccacgggatgcgcaccgatttcecgectacgecggcaaccttgggcage
R S V R A Y Q H S Y E G Y G L HA AT K
cggtcagtgagagcctaccagcacagctacgaaggctacggcctgcacgcggccaccaag
K L L ¥ H I Q G K S Q E K P G G G T A T
aagctgctttaccacatacaaggcaagagccaagagaagccgggcggtggcaccgecace
N T A M T TTTTA AP ANGGDE V L P
aacacagcaatgacgaccaccacgacagcaccggcaaacggcggtgacgaggtcctgect
V W K A L R NL G A D GUR S E R G D I V
gtttggaaggctctgagaaacctgggtgcagacgggagaagcgagcgaggcgacatcgte
T K R A P P M PP P D AIEM AMMEA AU F P C
accaagagagcgccgccgatgccaccgccagacgcggaggcgatggaggegttecegtge
F A VvV G Y ED P L G YV KNV KU RNN A E
ttcgectgtcggctacgaagacccactaggggtgaagaacgtcaagagaaacaatgccgag
E P V M P P N F Q A C A NL F R DURUL L
gagccggttatgcccccgaactteccaggettgegecgaacctttteecgegateggttgetg
K P V G L T CEAVNITCGTIAGUVMOQFP
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Figura 4 —Sequéncia de nucleotideos da regido codificante da GDPase de L. major (gi_|15487213]) e sequéncia de
aminoacidos predita para a proteina de fusdo GDPase-6xHIS. Marcado de vermelho sdo os nucleotideos e
aminoacidos adicionais derivados da construgdo no vetor pET-21b, incluindo o cédon de parada (*). A
proteina predita contém 719 aminoacidos, que constituem a proteina rGDPase com massa molecular de
78,2 kDa. Verde: Peptideo sinal, Amarelo: Regides conservadas de apirases (ACRs); vermelho: Pares de
base inserido pelo vetor pET-21b. Sublinhado se refere aos pares de base que codificam a cauda de

aagccagtggggctgacatgtgaggcagtcaactgecggcatcgectggtgtcatgcageca
P L TNV F T G E I Y A F S F I F D L L V
ccgctgaccaacttcaccggtgaaatctacgegttttegttcatectttgatectgetggtt
L A NS S LV PAGA AA AV S KEI KV FE YV
ttggcgaacagctcecctggtgeccagegggggetgetgtgtecgaaggaaaagtttgaggtg
K L P DL A K I AZEGHTC AW AUZF S L T R
aagctgccggacctagcgaagatcgecggagggtcactgegecgecttctececctecacecegt
I A EATAI KSGSGULG S L K P E Y E CM
atcgccgaggcgaccgccaaggggggcctcggtagectaaagecggagtacgagtgtatg
Y ¥ s ¥y v ¥y AL L R Y G Y E V P E D R V
tattactcctacgtgtacgcgcttctececgectacggttacgaggtgeccagaggaccgegtg
L H VvV A K KTIRGYET AW S L G A s L
ctgcacgtggcgaagaagatccgcggctacgagaccgectggtccecteggegectecacte
L s L. T v D K L A A AL EHUHEUHHHH *
ctctctcttacecgtcgacaagecttgeggecgecactecgagcaccaccaccaccaccactga
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2160

histidina. Sequéncias preditas no site NCBI, e processadas no workbench (http://workbench.sdsc.edu/).

23


http://workbench.sdsc.edu/�

Um total de 45 nucleotideos extra, correspondentes a 15 aminoacidos a mais na
extremidade carboxi-terminal da proteina recombinante foram adicionados a proteina final pela
ligacdo do gene alvo com o vetor pET-21b, que codifica 9 aminoacidos de ligacao entre a
proteina GDPase e a cauda de hexa-histidina mais 6 de histidinas.

Em seguida, realizou-se um pré-inoculo em 5 mL de meio liquido LB contendo 50 pL de
de ampicilina (5 mg/mL™") a partir do clone preservado em glicerol. Este pré-inoculo foi
incubado por 16 h a 37 °C sob agitacdo. Uma aliquota de 2,5 mL de cultura foi coletada e
inoculada em um volume total de 250 mL de LB-liquido (dilui¢do 1:100) contendo 2,5 mL de
ampicilina (5 mg/mL™"). Essa mistura foi incubada a 37 °C sob agitagio e o crescimento celular
foi acompanhado pela leitura de sua DOggo. Para indug¢do da proteina recombinante modificada
usou-se IPTG (isopropyl B-D-thiogalactopyranoside). No momento em que a DOgg atingiu cerca
de 0.6, foram adicionados aos tubos de cada clone 0,3 mM de IPTG, concentra¢ao definida
previamente, conforme descrito abaixo. A incubacdo prosseguiu por mais 2 h a 37 °C sob
agitacao.

Apo6s a indugdo a cultura foi centrifugada 3000 x g e o sedimento obtido foi mantido no
gelo por 15 min e suspenso em tampao de lise (50 mM Tris (pH 8.0), 300 mM NaCl, em agua
destilada) , na propor¢do de 3 mL por grama de sedimento, contendo 30 pL de de PMSF (100
mg/mL), 50 pL de aprotinina (1 mg/mL), 50 uL de pepstatina (1 mg/mL). Em seguida foi
adicionado 1 mg/mL de lisozima e manteve-se no gelo por 30 min.

Procedeu-se entdo o rompimento final das células por sonicagdo (Lab-Line Ultratip
Labsonic System, Lab-Line instruments) por 6 vezes por 10 segundos na poténcia 200 W com
intervalo de 10 segundos no gelo entre cada sonicacdo. Em seguida adicionou-se 0,1% Triton e o
material foi centrifugado por 30 min a 20.400 x g (BECKMAN J2-MI, utilizando o rotor JA-20)
a 4 °C, sendo armazenado tanto o “pellet” (fracdo insoluvel) quanto o sobrenadante (fracao
soluvel) a - 20 °C para posterior purifica¢do da proteina recombinante.

Para determinar a melhor concentragdo do IPTG a ser usada como padrao para expressao
da proteina recombinante, as colonias foram inoculadas em 4 mL de meio liquido LB contendo
40 pL de ampicilina (5 mg/mL™") e incubadas a 37 °C por 12 h sob agitacio. Uma aliquota de
250 pL de cultura foi coletada e diluida para um volume total de 5 mL (diluicdo 1:20) em 11
tubos. Essa mistura foi incubada a 37 °C sob agitagdo e o crescimento celular foi acompanhado

pela leitura de sua DOg(p.
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Quando a cultura atingiu DOggo de aproximadamente 0.6, aliquotou-se 1 mL da cultura
(controle ndo induzido), em seguida foram adicionados aos outros tubos, IPTG na concentragao
seriada de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 ¢ 1 mM. A incubagdo prosseguiu por mais 2 h
a 37 °C sob agitagdo. Ao final deste tempo 1 mL de cada cultura foram coletados (controles
induzidos) e feita a leitura de DOgpp. As amostras (controles induzidos e nao induzido) foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e o sedimento bacteriano misturado com tampao de
amostra de SDS-PAGE (62,5 mM Tris. HCI pH 6.8, 10% SDS, 0,01% azul de bromofenol
(ABF), 10% glicerol e 20 mM de B-mercaptoetanol). As amostras foram aquecidas a 100 °C por
5 min. Os lisados bacterianos foram analisados por SDS-PAGE 10% de acordo com Laemmli,
(1970). Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® (BIO-RAD) pequeno
(Imm de espessura). As amostras foram aplicadas na DOggp 3,0, para um volume total de 20 pl
por canaleta, e apos a eletroforese o gel foi corado com Comassie blue. O padrio de peso
molecular utilizado foi o PageRulerTM Unstained Protein Ladder (Fermentas).

Para otimizar o tempo de indugdo, o experimento foi delineado conforme acima, sendo
usado IPTG na concentracao de 0,3 mM e as coletas foram feitas de hora em hora até um total de

5 h. Posteriormente os extratos foram analisados por SDS-PAGE 10%.

3.6. Purificacio da proteina recombinante e analise em gel de SDS

Para purificagdo da proteina recombinante foram empregadas as amostras do
sobrenadante (soluvel) e do “pellet” (fracdo insolivel ou corpos de inclusao devidamente
solubilizados, como descrito abaixo. Estas amostras foram mantidas sobre agitacdo na presenca
de 500 pL da resina HIS-Select™ Nickel Affinity Gel (SIGMA) devidamente preparada segundo
o fabricante, em tubos de 15 mL por 1 hora a 4 °C. Posteriormente o material foi passado em
uma coluna, contendo 13 de vidro na extremidade abaixo para impedir perda da resina, € as
proteinas ndo ligadas a coluna foram recuperadas no volume separado da resina. O fluxo foi
dependente somente da pressdo atmosférica ndo sendo padronizado.

Apbs a saida de todo material liquido visivel da coluna, manualmente preparada, a esta
foi adicionado um volume de 2 mL de tampdo de lavagem 1 (50 mM Tris pH 8.0, 300 mM
NaCl,, 5 mM MgCl,). Esse procedimento se repetiu por 2 vezes. Em seguida foi adicionado um

volume de 2 mL de tampao de lavagem 2 (50 mM Tris pH 8.0, 300 mM NaCl,, 5 mM Imidazol,
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5 mM MgCl,). Esse procedimento foi repetido por 2 vezes. Em seguida foi adicionado um
volume de 2 mL do tampao de lavagem 3 (50 mM Tris pH 8.0, 300 mM NaCl,, 10 mM
Imidazol, 5 mM MgCl,). Esse procedimento foi repetido por 2 vezes. Posteriormente as
proteinas mais fortemente ligadas a resina foram eluidas em tampdo de eluicdo. Um volume de
1,5 mL do tampao de eluicdo 1 (50 mM Tris pH 8.0, 300 mM NaCl,, 80 mM Imidazol, 5 mM
MgCl,), foi adicionado. Apos termino desta elui¢do, um volume de 1 mL do tampao de eluigdo 2
(50 mM Tris pH 8.0, 300 mM NaCl,, 160 mM Imidazol, 5 mM MgCl,) e finalmente um volume
de 1 mL de tampao de elui¢dao 3 (50 mM Tris pH 8.0, 300 mM NaCl,, 250 mM Imidazol, 5 mM
MgCl,) se procedeu como o primeiro. O processo de elui¢do 3 se repetiu por mais uma vez. As
amostras de todos os passos de purificagdo foram coletadas em tubos de microcentrifuga e
estocadas a 4°C e analisadas em gel de SDS 10% corado com comassie blue. As amostras foram
aplicadas em um volume total de 20 pL, sendo 15 pL. de amostras da purificagdo e¢ 5 pL de
tampao de amostra SDS-PAGE 10% 4X (Sambroock et al., 2000).

Para solubilizacdo da fragdo insolivel (corpos de inclusdo), ao “pellet” foi adicionado o
tampao de ligagao 1 (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl,, 10 mM B-mercaptoetanol) e
posteriormente centrifugada a 20.400 x g ( BECKMAN J2-MI, utilizando o rotor JA-20) por 15
min a 4 °C e o sobrenadante foi recolhido. Esse processo foi repetido. Em seguida o “pellet”
contendo os corpos de inclusdo foram suspensos com auxilio de pipeta em 1 mL com tampao X
(50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl,, 10 mM mercaptoetanol, 8M uréia). Posteriormente
adicionou-se 25 mL do tampao de ligagao 2 (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NacCl,, 5 mM MgCl,)
vagarosamente incubando por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida a amostra foi
adicionada a resina previamente equilibrada como descrito pelo fabricante, e os passos foram

seguidos conforme descrito acima.

3.7. Western Blot

Viarias amostras do processo de purificagdo foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE
10% e transferidas sob corrente elétrica para membrana de nitrocelulose (RPN203D Hybond
ECL, Amersham Biosciences) sob a condi¢do de transferéncia de 200-250 mA por 2 h em
sistema de transferéncia vertical Mini-PROTEAN® 3 Cell Assembly Guide. Apos a transferéncia
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a membrana foi corada com Ponceau S (Ponceau 0,2% em écido acético 1,0%) por 10 min para
visualizacdo das bandas protéicas e marcacdo da regido das bandas do padrio de massa
molecular. Em seguida a membrana foi descorada com agua destilada e colocada em solugdo de
bloqueio com incubagao por 1 hora em temperatura ambiente utilizando o tampao TBS-T (0,01
M Tris; 0,14 M NaCl; 0,1% Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico).

Posteriormente a membrana passou por uma rapida lavagem em tampao TBS (0,01 M
Tris; 0,14 M NaCl) e em seguida foi feita a incubacdo com o anticorpo primario anti-rNTPDase
de T. cruzi 1:1000 (Santos ef al., 2008) ou anti-rGDPase de L. major 1:2000 diluidos em tampao
TBS-T por cerca de 16 h a 100 rpm. Posteriormente a membrana passou por 3 lavagens com
tampao TBS-T por 5 min, sob leve agitacdo constante. Em seguida, a membrana foi incubada
com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (SIGMA®), na
dilui¢do de 1:20.000. A membrana foi deixada sob agitagdo a 100 rpm por 1 hora. Em seguida, a
membrana passou por mais 3 lavagens com tampao TBS-T por 5 min, sob as mesmas condigdes
de agitacdo. A revelagdo foi realizada com substrato diaminobenzidina (DAB) em solucdo
contendo 50 mM Tris (pH 7,6); 10 mg DAB; 10 pL. H,O, (20%) na auséncia de luz por
aproximadamente 10 min. Apods a revelagdo a membrana foi tirada com auxilio de uma pinga,

parada a reagdo com agua, seca sob papel toalha e a imagem foi digitalizada.

3.8. Quantificacio da proteina recombinante

A quantificacdo da proteina recombinante purificada foi baseada na curva padrio da
proteina soroalbumina bovina (BSA). Para tanto foi feito uma dilui¢ao seriada de BSA, iniciando
de 20 até¢ 0,0098 png e a quantificagcdo foi feita utilizando o reagente Bradford da Bio Rad de
acordo com manual do fabricante. As leituras de DO foram feitas a 595 nm. Os dados foram
processados no programa Excel (Microsoft Office-2007) (Figura 5).

Com a equacdo da reta obtida, foi determinada a concentragdo das proteinas

recombinante purificadas.
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Figura 5 — Curva de calibragdo, utilizando dilui¢do seriada da proteina BSA, pelo método de Bradford.
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3.9. Produc¢io de anticorpo policlonal anti-rGDPase

A producdo do anticorpo foi feita utilizando um coelho (Nova Zelandia) fémea de
aproximadamente 2 meses (700g). Foram feitas inoculagdes na regido subcutinea. As aplicagdes
continham 40 pg da proteina recombinante purificada como descrito anteriormente e 40 pg de
saponina (Saponina 5012 sample No SOSO8064 Quantity 100 g Kerry Bio- Science Ireland)
como adjuvante em 800 pL de volume final acertado com PBS. Foram realizadas trés
imunizag¢des com intervalos de aproximadamente 15 dias. O animal foi sangrado via plexo ocular
antes das imuniza¢des como controle (soro pré-imune) ¢ quinze dias apds a ultima imunizagao.
A sangria foi feita com auxilio de pipeta pasteur estéril. O sangue coletado foi mantido a 37 °C
por 30 min e posteriormente, o coagulo foi deslocado da parede do tubo com o auxilio de um
palito de madeira e a amostra centrifugada a 800 x g por 15 min. Apods a centrifugagcdo o

sobrenadante (soro) foi cuidadosamente coletado, aliquotado ¢ armazenado a — 20 °C.

3.10. Titulacido do soro imune anti-rGDPase de L. major

A titulagdo do anticorpo produzido foi feita por western blot. O procedimento seguiu
como descrito acima, contudo o que diferiu, foi que as proteinas recombinantes purificadas
foram aplicadas nas 6 canaletas do gel na mesma concentragdo (1 pg/uL ) num total de 15 pg e
posteriormente a transferéncia a membrana foi cortada em seis tiras que foram incubadas
respectivamente com soro pré-imune ou soro imune nas diluigdes de 1:500, 1:1000: 1:2000;
1:5000; 1:10000 separadamente.

Para a titulagdo do anticorpo utilizando os extratos induzidos de E. coli com o vetor pET-
21b contendo o gene da GDPase e o vetor pET-21b vazio, o procedimento foi feito como o
descrito para a proteina recombinante purificada. No entanto a aplicacao dos extratos se deu na
DOgoo de 3,0 e apos a transferéncia, a membrana foi cortada, contendo os dois tipos de extratos.
As membranas foram incubadas, com o soro imune nas diluigdes de 1:500, 1:1000: 1:2000;

1:5000; 1:10000; 1:20000 separadamente.
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3.11. Purificacdo do soro imune anti-rGDPase de L. major

Extrato de E. coli BL-21 transformada com o pET-21b vazio, foram submetidos a um gel
de SDS. Apos a corrida, foi realizada a transferéncia de todo o extrato para a membrana de
nitrocelulose conforme descrito nos ensaios de western Blotting. Em seguida a membrana foi
incubada com 1,0 mL do antissoro bruto + 4,0 mL de TBS overnight. Apds esse periodo o

sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20° C para posterior utilizagao.

3.12. Ensaios de ELISA indireto usando a rGDPase como antigeno

Os experimentos de ELISA para analise da reatividade da proteina recombinante
purificada com anticorpos presentes em soros da soroteca de caes previamente diagnosticados
(gentilmente cedidas pelo grupo da Dra. Maria Terezinha Bahia e Dr. George Luiz Lins
Machado Coelho da Universidade Federal de Ouro Preto) foram realizados segundo método
descrito por Abreu e colaboradores (2004). Todos os ensaios foram procedidos no Laboratorio de
Parasitologia-UFOP, coordenado pela Prof®. Dra. Maria Terezinha Bahia, tendo colaboragdo do
doutorando Ivo Caldas em todos os ensaios de ELISA indireto. Foram utilizados 117 soros
positivos de caes infectados com Leishmania sp. em diferentes estagios da doenga (42 soros de
animais assintomaticos, 44 soros de animais oligossintomdticos ¢ 31 soros de animais
polissintomaticos) ¢ 52 soros de animais negativos.

Para adsorcio da rGDPase, placas de micro-diluicdo (96 well Costar® High Binding
EIA/RIA polystyrene plates-Corning Inc., 3590) foram expostas a uma solugdo contendo 1,5 pg
da proteina purificada em tampao 0,1 M carbonato/bicarbonato pH 9.6 e incubadas overnight a 4
°C. Os sitios inespecificos foram bloqueados incubando-se a placa com solugdo de bloqueio
contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) em PBS por uma hora a 37 °C. Posteriormente, a placa
foi lavada trés vezes com PBS-T (PBS com 0,05% Tween-20) para retirar o excesso de solucao
de bloqueio. Apds as lavagens, foram adicionadas as dilui¢des seriadas dos soros utilizados
(1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160; 1:320; 1:640). As amostras dos soros foram diluidas em tampao
contendo PBS com 0,05% Tween-20. A reacao contendo dilui¢des do soro foi incubada por 1
hora a 37 °C. A lavagem prosseguiu da mesma maneira como descrito anteriormente. A reagdo

com o anticorpo anti-IgG de cdo conjugado a peroxidase (Bethyl. laboratories, INC,
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Montgomery-TX, USA) na diluicdo 1:5000, foi incubada por 1 hora a 37 °C. A placa foi
novamente lavada conforme descrito acima. A reacdo da proteina recombinante com anticorpos
foi evidenciada através de revelagdo com Smg/mL de o-fenilenodiamina (OPD) e 0,01% H,0,,
em tampao citrato-fosfato (0,1 M 4cido citrico, 0,2 M fosfato de soédio pH 5,0), por 15 min. A
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 32 pL de uma solugdo 2,5 M H,SO,. A intensidade da
reacdo, relacionada a intensidade da coloragdo, foi determinada pela leitura de absorbancia a
490nm (Labsystems iEMS).

O kit de ensaio Imunoenzimético (EIE) para Diagndstico da Leishmaniose Viceral
Canina (Bio-Manguinhos) foi utilizado para confirmagdo dos diagnosticos previamente feitos
dos soros positivos e negativos. Os soros foram utilizados na diluicdo de 1:100, e os
procedimentos foram feitos de acordo com o fabricante. A analise dos dados foi feita no

programa Prisma 3.0.

3.13. Analises estatisticas

A linha de corte (Cut-off) foi dada pela média dos valores de DOs dos controles negativos
mais o desvio-padrdo desses valores, onde o nimero de desvio padrdo utilizado na formula

garante o nivel de confianga do resultado.

Cut-off= média das DOs + 2x desvio-padrao das DOs => 95% de confianga.

Logo, para a amostra ser positiva, seu valor em DO deve ser maior ou igual ao valor do
Cut-off. Na amostra negativa, sua DO ¢ menor que o valor do Cut-off-

A sensibilidade e especificidade dos testes foram determinadas como segue:
Sensibilidade= VP / (VP + FN) x 100; Especificidade= VN / (VN + FP) x 100; Valor Preditivo
Positivo= VP / (VP + FP) x 100; Valor Preditivo Negativo= VN / (VN + FN) x 100; Precisdo=
VP + VN / (VP + FP + VN + FN) x 100. VN: verdadeiros negativos; VP: verdadeiros positivos;
FN: falsas negativos; FP: falsos positivos (Harlow & Lane, 1988).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacio da concentracio de agente indutor

O promotor T7 presente no vetor pET-21b utilizado neste estudo, ¢ induzido por
isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG), de modo que a adigdo desse composto quimico ao
meio de cultura ativa a transcricdo do gene inserido a jusante do promotor. Sendo assim,
inicialmente fizemos ensaios de expressdo da proteina recombinante em pequena escala para
padronizagdo da concentrag¢do do indutor a ser usada para produ¢do em maior escala da proteina
em questdo. Nesse contexto, delineamos experimentos onde as células de E. coli BL21(DE3),
que anteriormente ja haviam sido transformadas com a constru¢do pET-21b + gene da GDPase
(dados ndo publicados), foram submetidas a indu¢do em diferentes concentragdes de IPTG por
duas horas.

Os extratos protéicos foram analisados por eletroforese SDS-PAGE e por western blot
usando antissoro anti-NTPDasel de 7. cruzi (Figura 6). Analisando o resultado do SDS-PAGE
ndo foi possivel observar diretamente a presenca de uma banda protéica de 78,2 kDa distinta nos
extratos induzidos em rela¢do ao controle ndo induzido (Figura 6A). Para visualizagdo da banda
especifica da rGDPase foi feito o western blot que indicou uma expressao visualmente similar
entre todas as concentragdes de indutor testadas sendo que, aparentemente para uma produgdo
ligeiramente melhor, a concentragdo de IPTG para indugao do promotor /ac na transcricdo do
gene que codifica a rGDPase (78,2 kDa) foi a de 0,3 mM (Figura 6, canaleta 6).

A amostra de rNTPDasel de 7. cruzi (70 kDa) foi utilizada como controle, visto que as
NTPDases sdo proteinas da familia das E-NTPDases ¢ apesar de serem bastante divergentes
possuem regides conservadas denominadas ACRs (Apyrase Conserved Regions) utilizadas para
sua classificacdo dentro desta familia de proteinas (Zimmermann, 2000) e capazes de produzirem
anticorpos que reconhecem proteinas de organismos diferentes (Fietto et al., 2004).
Curiosamente o western blot nao reconheceu esta proteina controle (Figura 6B, canaleta 1), o que
pode ser explicado por exemplo por degradacdo da proteina em questdo. Porém algumas bandas
protéicas foram visualizadas na eletroforese em SDS-PAGE (Figura 6A, canaleta 1), sendo que

estas bandas parecem ser parte da amostra da canaleta 2 que contaminou a canaleta 1.
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Figura 6 — (A) SDS-PAGE 10% e (B) Western Blotting usando antissoro policlonal anti-rNTPDasel de 7. cruzi
1:1000 em extratos de E. coli BL21(DE3) transformadas com a construg¢@o contendo o gene da GDPase ¢
induzidos com diferentes concentragdes de IPTG. 1: rNTPDase de T. cruzi; 2: extrato de células
induzidas com 1mM de IPTG; 3: induzidas com 0,8 mM de IPTG; 4: induzidas com 0,6 mM de IPTG; 5:

induzidas com 0,4 mM de IPTG; 6: induzidas com 0,3 mM de IPTG; 7: induzidas com 0,2 mM de IPTG;
8: induzidas com 0,1 mM de IPTG; 9: sem indugao.
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4.2. Avaliaciao do tempo de inducio

Dependendo do tempo em que o indutor age sobre o promotor /ac, hd variacdo na
transcricdo do gene, para a produgdo de proteinas recombinantes (Chakraborty et al., 2008;
Deirdre et al., 2004; Zagursky et al., 2000). Sendo assim, foram conduzidos experimentos com o
intuito de determinar o melhor tempo de ag¢ao desse indutor usando a concentragao de 0,3 mM.
Para tanto os extratos foram recolhidos de hora em hora antes e apos a indugdo e analisados por
SDS-PAGE e western blot (Figura 7). Este resultado demonstra que nas condi¢des testadas o
melhor tempo de indugdo para producao da rGDPase foi de duas horas (Figura 7, canaleta 7).

As proteinas previamente purificadas rGDPase de L. brasiliensis € NTPDase de T. cruzi
bem como Apirase de batata (S. tuberosum) (canaleta 1, 2 e 3), foram utilizadas como controle.
No entanto, a rGDPase de L. braziliensis nao foi visualizada em nenhuma das duas técnicas € a
apirase de batata ndo foi revelada no western blot. Possivelmente no caso da proteina de L.
braziliensis isso pode se dever ao fato da amostra estar em baixa concentra¢io ou degradada. E
possivel que o fato da apirase de batata ser visivel no SDS-PAGE (~54 kDa) mas nao
reconhecida no western blot, seja explicado pela dilui¢do do anti-soro primario , o qual foi
produzido com a rNTPDase de 7. cruzi, proteina que apresenta uma alta divergéncia molecular

(~0.737) com a apirase de batata.
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Figura 7 — (A) SDS-PAGE 10% e (B) Western Blotting usando antissoro policlonal anti-rNTPDasel de T. cruzi
1:1000 em extratos induzidos de E. coli BL21(DE3) transformada com a construgido contendo o gene da
GDPase. 1: rGDPase de L. braziliensis purificada; 2: tNTPDase de 7. cruzi purificada; 3: Apirase de
batata (S. tuberosum); 4: Sh de indug@o; 5: 4h de indugdo; 6: 3h de indugdo; 7: 2h de indugdo: 8: 1h de
indugdo; 9: tempo 0.

35



4.3. Expressao heterdloga e purificacio da GDPase recombinante de L. major

No geral, as proteinas recombinantes expressas em sistema procarioto, sdo encontradas
em maior concentracdo na fragdo insoluvel formando agregados (Bleimling et al., 2008; Zebisch
et al., 2007; Deirdre et al., 2004). No entanto, no caso da rGDPase de L. major o perfil
eletroforético indicou que a maior concentragdo da rGDPase foi expressa na fracdo soluvel
(dados nao mostrados), assim a proteina recombinante foi purificada a partir desta fracao.

A metodologia usada para purificar a proteina recombinante em questdo foi a
cromatografia de afinidade. Este ¢ um método que tem se tornado padrio para o isolamento e
purificacdo de proteinas recombinantes fusionadas a grupos especificos, como poli-Histidina
usada no presente estudo. Para proteinas fusionadas a uma cauda de histidina utiliza-se como
ligante na cromatografia de afinidade ions como niquel ou cobalto.

Na cromatografia de afinidade em coluna de agarose ligada a Ni*', as proteinas
fusionadas com uma cauda de poli-histidina no C- ou N-terminal, sdo purificadas pela atracao
entre o Ni*" ¢ o grupo imidazol presente na cadeia lateral da estrutura da histidina. Na construgdo
usada neste estudo para expressdo da rGDPase de L. major optou-se por uso da fusdo no C-
terminal (Figura 3C) visto que por analise in silico ha a predigdo de um peptideo sinal para
secrecdo na por¢ao N-terminal da proteina (Figura 4) e neste estudo optamos por manter esta
regido na proteina recombinante para inclusive podermos avaliar se 0 mesmo seria funcional na
expressdo em sistema procarioto. Utilizando a metodologia de purificagdo descrita no materiais e
métodos podemos observar que apds a purificagdo visualizamos duas bandas protéicas
majoritarias (Figura 8, canaletas 10 e 11).

A Figura 8 mostra o processo de purificagdo final, para se chegar a este resultado varios
testes foram feitos, especialmente em relacao as condi¢des de lavagem e elui¢dao. No processo de
purificagdo, foi interessante repetir as lavagens a fim de obter as fragdes eluidas com menor
impureza (canaletas 10 e 11). A elui¢do feita com tampao contendo 80 mM de imidazol parece
ser a melhor concentracdo desse competidor para a elui¢do de maior quantidade de proteina

recombinante (canaleta 10) induzida nas condigdes testadas.
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Figura 8 — SDS-PAGE 10% de amostras do processo de purificacdo da proteina recombinante rGDPase purificada a
partir da fracdo soluvel. 1: volume ndo ligado; 2 e 3: lavagens sem imidazol; 4, 5 e 6:lavagem com 5 mM
de Imidazol; 7, 8 ¢ 9: lavagem com 10 mM de Imidazol; 10: eluigdo com 80 mM de imidazol; 11: elui¢do
com 160 mM de imidazol; 12 ¢ 13: eluigdo com 250 mM de imidazol.
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Foi possivel observar a presenga de duas bandas protéicas majoritarias ~ 78 e 72 kDa na
amostra purificada. E possivel que a E. coli esteja reconhecendo e clivando o possivel peptideo
sinal amino-terminal da rGDPase (Fietto et al., 2004). Para confirmacao desta hipotese seria
necessario um ensaio de western blot para verificagdo do reconhecimento das duas bandas ou de

somente uma das bandas.

4.4. Producao de antissoro policlonal anti-GDPase recombiannte de L. major

Nesse trabalho utilizamos a rGDPase recombinante purificada para producao de antissoro
policlonal em coelhos (ver materiais e métodos item 3.9), assim obtivemos um antissoro
policlonal contendo anticorpos produzidos contra a rGDPase. Este soro foi entdo analisado em
diferentes diluigdes para reconhecimento da proteina recombinante através da técnica de western
blotting para determinar a sua titulacdo. Os resultados demonstram que o antissoro contém
anticorpos que foram efetivos para estabelecimento da interagdo com a rGDPase em todas as
diluigdes testadas (Figura 9). A dilui¢do de 1:2000 (canaleta 3) sugere ser a melhor para
reconhecimento direto da proteina recombinante purificada. Embora as diluigdes de 1:1000 e
1:500 tenham tido reconhecimento expressivo (coluna 4, 5), ficou assim definida a utilizagao da
diluicao de 1:2000 para evitar a revelagdo de contaminantes. Podemos observar também que o
ensaio de western blot parece reconhecer somente uma banda nas amostras de rGDPase
purificada, assim existe a possibilidade da segunda banda majoritaria presente na amostra
purificada (Figura 8, canaletas 10 e 11), ser de algum contaminante da bactéria com massa
molecular similar a proteina rGDPase.

Uma vez que o soro imune foi capaz de reconhecer a rGDPase purificada, procuramos
entdo verificar se nas mesmas dilui¢cdes, a afinidade antigeno-anticorpo era mantida usando o
extrato de E. coli BL21(DE3) transformada com a constru¢do contendo o gene. Como controle
negativo utilizamos extrato total de células de E. coli BL21 (DE3) transformadas com plasmideo
vazio. Os resultados deste teste, mostrados na Figura 10, sugerem que a melhor dilui¢do de
antissoro primario, ou seja aquela capaz de reconhecer a proteina de interesse com maior

especificidade, parece ser a dilui¢do de 1:2000, como visto na canaleta 3-C.
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Figura 9 — Western Blotting de amostras de rGDPase purificada usando diferentes dilui¢des do antissoro policlonal
anti-rGDPase de L. major. 1: diluicdo do antissoro primario 1:10000; 2: dilui¢do 1:5000; 3: diluicao
1:2000; 4: dilui¢do 1:1000; 5: diluigdo 1:500; 6: controle negativo relativo ao uso de soro pré-imune na
diluigao 1:500.
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Figura 10 — Western Blotting do extrato induzido de E. coli BL-21 (DE3) transformada com a construgdo contendo
o gene da GDPase (C) e transformada com o plasmideo pET21b sem o gene (S), usando diferentes
dilui¢des do antissoro imune anti rGDPase. 1: dilui¢do 1:500; 2: dilui¢do 1:1000; 3: diluigdo 1:2000; 4:
dilui¢do 1:5000; 5: diluigdo 1:10000; 6: dilui¢ao 1:20000.
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Surpreendentemente, o extrato de E. coli transformada com o vetor vazio, apresentou
reatividade com anticorpos do soro imune em alguma proteina de massa molecular muito
semelhante a proteina rGDPase (canaleta 1S-5S). Entretanto, o padrao de bandas revelado, foi de
menor intensidade que os estabelecidos com rGDPase nos extratos induzidos, podendo sugerir a
presenga de epitopos semelhantes para ambas proteinas. Neste caso ¢ possivel que a proteina
considerada purificada estivesse ainda contendo algum contaminante de proteina de E. coli que
sendo incubada junto com a GDPase recombinante tenha direcionado a produgdo de anticorpos
contra a mesma, sendo entdo necessario a purificacdo do antissoro retirando anticorpos com
epitopos para proteinas de E. coli ou buscando uma purificacdo mais especifica da rGDPase.
Outra possibilidade é que alguma proteina contaminante de E. coli tenha realmente epitopos em
comum com a rGDPase que tenham sido reconhecidos no ensaio acima relacionado.

Alem disso, foi conduzido outro experimento com objetivo de analisar a capacidade
desse antissoro reconhecer outras E-NTPDases (Figura 11). Sendo assim, foram utilizadas as
proteinas rGDPase de L. major, INTPDase de T. cruzi e apirase de batata .

O resultado indicou que nas condi¢des testadas o antissoro foi capaz de reconhcer a
rGDPase de L. major (Figura 11, canaletas 1 e 2) e a INTPDasel de 7. cruzi (Figura 11, canaleta
4), o que confirma a capacidade desse antissoro em reconhecer proteinas da familia das E-
NTPDases. Para reconhecimento da apirase de batata talvez seja necessario aumentar a
quantidade de proteina ou diminuir a dilui¢do do antissoro no ensaio de western blot.

Considerando que a proteina recombinante purificada tenha contaminantes de E. coli, foi
conduzido um experimento afim de purificar o antissoro bruto, colocando o mesmo para interagir
com extrato de E. coli transformada com pET-21. Neste experimento, o soro imune foi colocado
em contato com o extrato protéico de E.coli para que os anticorpos inespecificos fossem
imobilizados na membrana, esperando assim que o sobrenadante retirado esteja livre da
interferéncia causada por estes anticorpos inespecificos. Apos isso, o resultado da purificagdo foi

analisado por western blot (Figura 12).
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Figura 11 — Western Blotting de diferentes apirases usando antissoro imune na diluigdo de 1:2000. 1, 2: rGDPase de
L. major; 3: Apirase de batata (S. tuberosum); 4: tINTPDasel de T. cruzi.
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Figura 12 — Western Blotting do extrato de E. coli e da rGDPase utilizando o soro imune purificado. 1: Extrato de E.
coli BL-21 (DE3) transformada com pET-21b vazio; 2: rGDPase purificada. Soro imune usado na diluigdo
de 1:2000. O marcador de massa molecular utilizado foi PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder.
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Quando comparamos os resultados obtidos nos experimentos anteriores, apresentados nas
figuras 11 e 13, podemos notar que a purificagdo por exclusdo de anticorpos anti-E.coli parece
ter sido eficiente. Ela foi capaz de eliminar a maior quantidade de contaminates (canaleta 2), bem
como confirmado na canaleta 1 onde a interacdo de antigenos contra proteinas de E. coli ¢

imperceptivel.

4.5. Avaliacio da reatividade de soros de cies infectados por Leishmania sp. com antigeno
rGDPase de L. major

O teste de imunodiagndstico por ELISA possibilita a quantificacdo e uma rapida deteccao
de um antigeno ou anticorpo em uma amostra. Este tipo de teste ¢ bastante difundido na clinica
médica e veterindria por sua relativa facilidade de execugdo, baixo custo e muitas vezes bastante
sensivel e especifico. Desse modo, procurando por validar o uso biotecnologico da rGDPase com
vistas ao pedido de patente para o imunodiagnostico, resolvemos avaliar seu potencial como o
antigeno em testes de ELISA em soroteca de cdes. Deste modo a rGDPase purificada como
descrito nos materiais ¢ métodos foi adsorvida como antigeno em placas de ELISA e ensaiada
contra soro de caes infectados com diferentes estagios clinicos da leishmaniose visceral canina
(assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos).

Sendo assim, para definir a melhor concentragao do antigeno (Ag) na andlise sorologica,
foi feito um teste preliminar com quatro concentragdes da rGDPase contra 3 soros negativos, trés
soros positivos para leishmaniose e 2 soros positivos para doenga de Chagas (Tabela 2, canaletas
1, 2, 3 ¢ 4). Como controle foi usado como antigeno, o extrato total de Leishmania sp.
(gentilmente cedida pelo grupo da Dra. Maria Terezinha Bahia e Dr. George Luiz Lins Machado
Coelho UFOP) (Tabela 2, canaleta 5). Visto que Leishmania spp. € T. cruzi sao organismos
evolutivamente proximos, e que ainda o 7. cruzi apresenta NTPDase em sua superficie externa
(Fietto et al., 2004), foi interessante verificar a intensidade da afinidade do antigeno
recombinante com anticorpos presentes em soros de cdes infectados com 7. cruzi (Tabela 2,
linhas G e H e Figura 13). Os dados da Tabela 2 foram utilizados na produ¢do do grafico da
figura 13 para melhor visualizagdo dos dados.

A andlise dos dados de DO4yy da Tabela 2 e Figura 13 demonstram que as amostras de

1,5 e 3,0 pug do antigeno recombinante parecem ter sido as melhores concentragdes do antigeno
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para a interag@o antigeno-anticorpo. Nesse ensaio preliminar, também foi possivel verificar que o
antigeno parece entdo capaz de diferenciar os soros de cdes infectados com Leishmania sp. dos
infectados por 7. cruzi. Apesar disto o sinal para o controle usando antigeno total de Leishmania
sp. aparece sempre superior aos dados com antigeno recombinante.

Para confirmar se a rGDPase poderia ser usada no diagnoéstico por ELISA, foram
conduzidos ensaios com quantidade maior de soros, utilizando o antigeno na concentracdo de 1,5
ug. A Tabela 3 representa a disposi¢ao dos soros nas placas ensaiadas.

Para confirmar quais soros eram positivos e negativos, foi usado o kit de Ensaio
Imunoenzimatico (EIE) para Diagnoéstico da Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos
(gentilmente cedido pela Dra. Maria Terezinha Bahia). O resultado das leituras de DO4gp com o
kit da Bio-Manguinhos ¢ visualizado na Tabela 4 onde o resultado refere-se aos niumeros
absolutos das leituras e o grafico corresponde aos dados plotados. Como pode ser visto na Figura

14 os dados confirmam as caracteristicas dos soros utilizados quanto a positividade ou

negatividade para infeccdo por Leishmania sp.
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Tabela 2- Ensaio de ELISA preliminar de utilizagdo da rGDPase como antigeno em teste de

ELISA indireto para deteccao de leishmaniose canina.

rGDPase rGDPase rGDPase rGDPase Llf;zfst;urfzzzla
[1,5 pg/mL] | [3 pg/mL] | [4,5 pg/mL] | [30 pg/mL] [3 pg/mL]
Dilui¢ao 1 2 3 4 5
Controle + A 0.42 0.392 0.438 0.429 0.633
(Le‘;.shn;’aim) 1:80 B| 039 0.402 0.413 0.444 0.616
C 0.428 04 0.392 0.401 0.581
D 0.144 0.122 0.117 0.128 0.127
Controle - 1:80 E 0.201 0.19 0.196 0.233 0.178
F 0.159 0.117 0.122 0.133 0.184
Controle + 1:80 G 0.231 0.224 0.236 0.291 0.338
(T. cruzi) ’ H 0.286 0.274 0.31 0.363 0.43

Densidade Optica (DO4g¢) das reagdes antigeno-anticorpo, utilizando o antigeno rGDPase em diferentes concentragdes. A,
B, C: Soros positivos de cdes infectados com Leishmania sp.; D, E, F: Soros de cées controle negativo; G e H: Soros

positivos para infec¢do por 7. cruzi.
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Figura 13 — Ensaio de ELISA preliminar de utilizagdo da rGDPase como antigeno em teste de ELISA indireto para
detecgdo de leishmaniose canina. 1: rGDPase [1,5 ug/mL]; 2: rGDPase [3,0 pg/mL]; 3: rGDPase [4,5
pg/mL]; 4: rGDPase [30 pug/mL]; 5: Extrato total de Leishmania sp. [3,0 pg/mL]. Soro dos cées na

diluigdo 1:80.
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Tabela 3- Disposicdo das amostras usadas nos testes de ELISA indireto para detecgdo de

leishmaniose canina.

+As | +As | +tAs | +tAs | tAs | tAs | tAs | +tAs | +As | tAs | +tAs | +As
+As | tAs | tAs | +tAs | +tAs | +As | tAs | +tAs | tAs | tAs | +tAs | +As
+As | +As | +tAs | +tAs | tAs | tAs | tAs | +tAs | +As | tAs | +tAs | +As
+As | tAs | tAs | +As |+As |+As |+0Ol |+0Ol |+0O1 |+01 | +0l |+0I
+0l |[+01 |+01 |+0l |[+01 |+0Ol | +01 |+01 |+01 | +01] | +0I1 |+0lI
+0l |+01 |+01 |+0l |[+01l |+0l |+0l |+0] |+01 |+01] | +0l |+0I
+0l |[+01 |+01 |+0l |[+01 |+0Ol | +01 |+01 |+01 | +01] | +0I1 |+0lI
+0l |+Ol |+Po|+Po|+Po|+Po|+Po|+Po|+Po|+Po |+Po |+Po

Disposi¢@o dos soros positivos e negativos nas placas de 96 orificios. Positivo Assintomatico: (+ As);
Positivo oligossintomaticos: (+ Ol); Positivo polissintomaticos: (+ Po); Negativo: ( - ).
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Tabela 4- Ensaio padrao de confirmagao de diagndstico de leishmaniose canina em teste de

ELISA indireto usando kit comercial Bio-Manguinhos.
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0.908

1,644

0.968

1,622

1,530

0.946

0.935

1,106

0.655

1,323

1,277

1,060

1,249

1,095

1,665

1,255

1,153

0.751

1,168

1,181

0.720

0.998

0.671

0.741

1,736

0.607

1,204

1,311

0.460

0.238

1,276

0.588

0.883

1,006

0.294

1,054

1,032

1,280

1,384

1,329

0.854

1,047

1,580

0.778

1,039

0.929

1,229

0.908

0.770

0.820

1,227

1,413

0.940

0.830

0.841

0.966

0.950

1,167

1,328

1,664

1,344

0.936

1,436

1,175

1,139

1,065

1,223

0.636

1,062

0.708

0.189

1,134

1,379

0.287

1,408

0.398

0.445

1,427

0.831

0.279

1,321

1,270

0.843

0.721

T QTEET AW

1,596

1,084

1,079

1,367

0.948

0.713

1,037

1,511

0.739

0.653

0.880

0.958
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4
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12

1,143

1136

1,224

0.838

0.844

0.932

0.999

1239

1328

0.978

0.882

0.983

0.617

0.508

1207

1316

0.707

0.848

0.708

1239

0.853

0.039

0.042

0.039

0.04

0.041

0.041

0.038

0.038

0.042

0.094

0.039

0.054

0.055

0.047

0.049

0.049

0.104

0.041

0.045

0.046

0.041

0.087

0.025

0.063

0.039

0.062

0.063

0.041

0.04

0.063

0.05

0.036

0.045

0.049

0.049

0.077

0.045

0.151

0.078

0.079

0.069

0.082

0.048

0.049

0.039

0.078

0.044

0.067

0.066

0.045

0.04

0.038

=Nl Nol-Nel--Rr

0.778

0.765

0.092

0.089

0.039

0.044

Leituras de DOy, das reacdes antigeno-anticorpo, utilizando o Kit Bio-Manguinhos com os soros de cées na
dilui¢@o de 1:100. Barras Vermelhas em H1, H2= Controle positivo; Barras Verdes em H3, H4= Controle

negativo; Barras Azuis em H5 e H6= Branco.
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Figura 14 — Gréfico relativo aos resultados das reagdes antigeno x anticorpo no ensaio de ELISA indireto, utilizando
o Kit BioManguinhos. As barras indicam a média ponderada dos dados. A linha tracejada indica a linha

de corte (CO) relativo aos dados dos soros negativos. Cut-Off: CO; Média: M.
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A partir disso, foram conduzidos ensaios com os mesmos soros em diferentes dilui¢cdes
contra o antigeno recombinante rGDPase de L. major, com o intuito de definir a dilui¢cdo do soro
dos caes para uso do antigeno recombinante e avaliar em uma amostragem maior a possibilidade
da proteina completa expressa e purificada ser um antigeno recombinante adequado para este
tipo de diagnostico.

A Figura 15 representa graficamente esses resultados. Os pontos de corte “Cut off” (CO)
foram calculados como descrito em materiais ¢ métodos item 3.13. Como pode ser visto na
figura todas as diluigdes de soro testadas em relacdo ao antigeno recombinante apresentaram
muitos resultados de soros que sdo sabidamente positivos como negativos (abaixo do cut off) e
soros que sdo sabidamente negativos apresentaram resultados similares aos conhecidamente
positivos, mostrando que a amostra do antigeno recombinante nao parece ser adequada para
testes de diagnodstico por ELISA, pelo menos no estado de pureza analisado e de forma a
apresentar a proteina completa como antigeno alvo. A Tabela 5 compara qualitativamente esses
mesmos resultados com os dados obtidos pelo kit da Bio-Manguinhos (Tabela 4). Aqui notamos
que a sensibilidade ¢ aumentada nas dilui¢des de 1:320 e 1:640 (25,6 e 44,1 respectivamente),
enquanto a especificidade permanece alta (90,3% a 98%). Esses dados sugerem que esteja
havendo um reconhecimento melhor das amostra negativas em relagio as amostras positivas. E
possivel que a proteina esteja em um estado ainda semi-purificado contendo contaminantes de
proteinas de E. coli na preparacdo usada. Esta possibilidade ¢ reforcada pelos dados mostrados
anteriormente onde o SDS-PAGE da amostra purificada mostra mais de uma banda protéica e o
western blot do soro imune produzido contra a proteina recombinante mostra reatividade cruzada
com extrato de E. coli que ndo contém a proteina GDPase de L. major. E possivel também, que a
dilui¢do do conjugado usado nao seja o ideal para esses ensaios (Harlow & Lane, 1988) visto que
foi utilizado ao longo de todos os ensaios a dilui¢ao de 1:5000.

Na comparacdo dos resultados das diferentes diluicdes, observou-se ndo haver separacao
dos soros de cdes contaminados dos ndo contaminados na maioria das condi¢des testadas. Em
quase todas as dilui¢des o valor do cut-off esta acima da média dos soros positivos. Apenas na
diluicao de 1:640, o cut-off estd abaixo da média mostrando uma boa quantidade de soros
positivos como realmente positivos e negativos idem. Dado confirmado pela maior sensibilidade
(44,1%) nessa mesma dilui¢do, nesse ensaio (Tabela 5). Porém vérios soros conhecidamente

positivos ndo se mostraram como tal o que demonstra que de alguma forma este antigeno ainda
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ndo estd em condi¢des ideais para ser usado diretamente no imunodiagnostico realizado. E
importante verificar que a grande maioria dos soros conhecidamente negativos permaneceram
como tal nesta diluicdo, o que nos encoraja a continuar os estudos com este antigeno
recombinante.

Dessa forma, utilizamos a diluicdo 1:640 para verificar se era possivel a separagdo das
formas clinicas, utilizando o antigeno recombinante (Figura 16 ¢ Tabela 6). Analisando estes
dados somente pelo grafico da figura 19 parece que nas condi¢des usadas este antigeno também
ndo foi capaz de separar os animais positivos com diferenciadas condi¢des clinicas em relagdo
aos animais negativos de forma satisfatéria, pois o nivel de reacdo (avaliada pela leitura de
absorbancia a 490nm) naqueles soros que coincidem com o diagnodstico conhecido ndo mostram
diferengas entre os soros separados por formas clinicas. Porem analisando a Tabela 6 vemos que
ha um aumento na sensibilidade do teste em animais sintomaticos, tanto os oligossintomaticos
quanto polissintomaticos. Os assintomaticos apresentaram a menor sensibilidade no entanto a sua

especificidade permaneceu alta dados corroborados com Mettler e colaboradores (2005).
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Figura 15 — Analise do resultado do teste de ELISA indireto usando soros de cdes previamente diagnosticados
como positivos e negativos para infec¢ao por Leishmania sp. Usando diferentes dilui¢des dos soros em
rela¢do ao uso da rGDPase de L. major a 1,5 ng/mL. As barras indicam a média ponderada dos dados.
As linhas tracejadas indicam o ponto de corte relativo aos dados dos soros negativos. Cut-Off: CO;

Média: M; Desvio Padrdo: DP.

Tabela 5 — Porcentagens de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

negativo e precisdo em teste de ELISA por rGDPase para sorodiagnodstico da LVC

DILUICAO Sn Es VPP VPN Pr
1:10 5,1 96,1 75 31 33,1
1:20 3.4 98 80 31 32,5
1:40 11,1 96,1 86,6 32,4 37,2
1:80 1,7 92,3 33,3 29,4 29,5
1:160 1,7 96,1 50 30,3 30,7
1:320 25,6 96,1 93,7 36,4 47,3
1:640 44,1 90,3 93,7 52,8 72,1

Sn: Sensibilidade; Es: Especificidade; VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; Pr: Precisao.
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Diluicdo 1:640

0.754 CO= 0.155
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Absorbancia a 490 nm
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Figura 16 — Ensaio de ELISA indireto usando antigeno recombinante rGDPase de L. major e soros de cdes na
diluicdo 1:640 separados por diagndstico clinico relativo as diferentes formas da leishmaniose canina
(Assint= assintomaticos; Oligos= oligosintomaticos e Polissint= polissintomaticos). A linha tracejada

indica o valor da linha de corte (Cut-off)

Tabela 6— Porcentagens de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

negativo e precisdo em teste de ELISA, na diluigdo 1:640 para os diferentes sinais clinicos.

SINAIS CLINICOS Sn Es VPP VPN Pr
Assintomatico 57,1% 90,3% 82,7% 72,3%  77,6%
Oligossintomatico 75% 90,3% 86,8% 81% 83,3%
Polissintomatico 61,2% 90,3% 79,1% 79,6%  79,5%

Sn: Sensibilidade; Es: Especificidade; VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; Pr: Precisao.

51



Coletivamente, esses resultados indicam que nessas condi¢gdes, a rGDPase nao apresentou
dados significativos, para ser um bom antigeno para o diagnostico da leishmaniose visceral
canina. Entretanto ¢ possivel que futuramente este antigeno se torne um bom antigeno para tal
diagndstico visto que a questdo de restar ainda contaminantes de proteinas de E. coli na
preparacdo parece ser o principal fator a levar as reagdes cruzadas entre soros positivos ou
negativos e o antigeno em questdo. Além disto como comentado acima a dilui¢do maior testada
(1:640) mostrou uma melhora consideravel na capacidade de coincidéncia entre o diagndstico
esperado e o verificado pelo ensaio.

O diagnostico de LVC ¢ complexo, porque suas caracteristicas clinicas s@o
compartilhadas por uma série de outras doengas como: maldria, tuberculose, toxoplasmose,
algumas das quais podem estar presentes juntamente com LVC em areas de regides tropicais e
subtropicais (Farajnia et al., 2008). A principio a rGDPase demonstrou ser capaz de separar os
caes contaminados por Leishmania sp. dos contaminados por 7. cruzi, além de ter apresentado
uma maior separagdo dos contaminado dos ndo contaminados. E possivel, que isso deva ser
explicado pela diferenga de pureza do antigeno ou até mesmo, por uma menor amostragem dos
soros de cdes utilizados. Porém com o uso de uma amostragem maior verificamos que o antigeno
ndo se encontra ainda em estado que possa ser efetivamente usado no imunodiagndstico, apesar
de se mostrar ainda promissor (dados da dilui¢do 1:640). Foram testadas também dilui¢des
maiores que esta para pelo menos 9 soros de cdes a fim de verificarmos se haveria alguma
melhora na capacidade de separacdo dos soros negativos de positivos mas este efeito ndo foi
observado (dados ndo mostrados).

Atualmente, varios antigenos de Leishmania foram caracterizados e através da tecnologia
recombinante, tém sido utilizados para desenvolver ensaios de imunodiagndstico (Raj et al.,
1999; Maalej et al., 2003; Gomes et al., 2006). Como resultado do elevado grau de purificagao,
antigenos recombinantes significativamente melhoram a especificidade dos testes diagnosticos
(Rosati et al., 2003; Boarino, 2008; Silvestre et al., 2008). Sendo assim, aumentar a pureza na
purificacdo da rGDPase ¢ condi¢dao necessaria para esclarecer esse obscuro resultado e demais,
podemos posteriormente utilizar epitopos imunodominantes especificos da rGDPase para
potencializar seu uso, neste tipo de técnica de diagndstico, sendo este tipo de abordagem
previamente sugerida como alternativa para melhorar do diagnostico da LVC (Rosati et al.,

2003).
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5. PERSPECTIVAS

Estabelecemos aqui como perspectivas realizar experimentos para avaliar se o
reconhecimento dos soros negativos em relacdo a amostra da GDPase purificada se devem a
presenca de proteinas contaminantes ou ao reconhecimento direto da proteina recombinante por
epitopos em comum com outras proteinas, as quais os caes ja tenham tido contato prévio com
formacao de anticorpos especificos. Um ensaio possivel seria western Blot, onde sera incubado,
alguns soros dos cades utilizados nos ensaio soroldgicos, com as proteinas transferidas para a
membrana de nitrocelulose, no lugar dos soros de coelhos anti-rGDPase. Sera utilizado soros
sabidamente positivos € negativos. Se na afinidade com o soro positivo € negativo, a proteina
recombinante for reconhecida somente no positivo, e outras proteinas forem evidenciadas tanto
no positivo quanto no negativo, indicard a impureza da proteina recombinante. Serdo entdo
tracados ensaios objetivando a purificagdo com a defini¢do de maior pureza dessa proteina. Que
poderd possivelmente resolver e explicar esse dubio resultado, onde até os soros negativos
demonstram um alto reconhecimento.

Caso contrario, a proteina recombinante sendo reconhecida tanto pelos soros positivos
quanto negativos indicard necessidade de procura por epitopos especificos. Neste caso, a proteina
purificada sera submetida a uma protedlise parcial e novamente utilizada em ensaios de western
blot, com os soros dos caes negativos e positivos. Aqueles peptideos que forem reconhecidos
exclusivamente pelos soros positivos testados, serdo seqilienciados e posteriormente produzidos
sinteticamente para o uso no diagnostico, objetivando identificar epitopos especificos para o teste

sorologico.
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