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RESUMO

SOUZA, Anna Claudia Alves de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2016. Aprimoramento do Diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina por
ELISA Usando o Antigeno NTPDase-2 de Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi e Padronizacao do Diagnéstico Por Imunocromatografia. Orientadora:
Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadores: Abelardo Silva Junior, Gustavo Costa
Bressan e Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

A leishmaniose visceral canina (LVC), causada pela Leishmania infantum chagasi é
foco de diversos estudos, devido a relevancia do cdo como reservatério. No Brasil, a
eutandsia de caes infectados € usada como controle da doenca, orientada pelas técnicas
de RIFI e ELISA. Porém estas técnicas apresentam limitacdes, que justificam o
aprimoramento do diagnéstico. Em um trabalho prévio do nosso grupo, a proteina
recombinante NTPDase-2 de L. infantum chagasi foi usada como antigeno em ensaios
de ELISA, mostrando bom potencial para esta aplicagdo. O objetivo deste trabalho foi
aprimorar o diagndstico por ELISA. Para isto, foi feita a purificacdo manual e
automatizada (FPLC). As purificacdes manuais forneceram maior grau de pureza e o
processo em FPLC forneceu maior rendimento. Assim, vdrias purificacdes foram
testadas, a fim de obter alto grau de pureza em sistema automatizado. Novos ELISAs
foram realizados usando diferentes quantidades de antigeno (0,1 — 0,5 ug), diferentes
diluicdes do soro de cdes positivos e negativos (1:40; 1:80 e 1:160) e diferentes
substratos de desenvolvimento de cor (TMB e OPD) para revelagdo. A influéncia da
conformagdo do antigeno foi avaliada usando-o em condi¢do nativa ou desnaturada. Na
padronizacao do ELISA, 0,1 ug de antigeno e diluicao do soro 1:160 foram as melhores
condi¢des. O uso de TMB e OPD ndo geraram diferencas significativas. Além disto, o
antigeno renaturado também ndo levou a diferenca significativa, indicando que o
reconhecimento antigeno x anticorpo independente da conformacdo do antigeno.
Quanto as purificagdes em FPLC, a melhor foi obtida usando 0,5 pellet bacteriano
referente a 400 mL de indugdo, que forneceu grau de pureza de 96,6%. Além disso,
foram feitos testes preliminares para a padronizacdo deste antigeno em testes
imunocromatografcos. Foram padronizadas as conjugacdes da Proteina A e anti-IgG de
cdo a ouro coloidal de 40 nm. Para a linha controle, foi padronizada a concentracio 2,5
pg/ul de IgG de cao na membrana de nitrocelulose e diluicdo do conjugado de 5x.
Nossos dados confirmam que a NTPDase-2 tem potencial para o diagnostico da LVC e
que € possivel melhorar os niveis de detec¢do de anticorpos variando as condi¢des do
ensaio. Além disto, foi possivel iniciar a padronizacao de um teste imunocromatografico

que podera futuramente trazer nova alternativa para o diagndstico da LVC.



ABSTRACT

SOUZA, Anna Cldudia Alves de, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2016. Improvement of Diagnosis Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) by ELISA
using antigen NTPDase-2 of Leishmania infantum chagasi and Diagnostic
Standards for Immunochromatography. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-
advisers: Abelardo Silva Jdnior, Gustavo Costa Bressan and Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo.

Canine visceral leishmaniasis (CVL), caused by Leishmania infantum chagasi is focus
of many studies because the relevance of the dog as reservoir. In Brazil, euthanasia of
infected dogs is used as the control the disease, and the diagnosis is guided by ELISA
and IFA techniques. However, these techniques are limited, justifying the improvements
of diagnosis. In a previous study from our research group, NTPDase-2 recombinant
protein of L. infantum chagasi was used as antigen in ELISA assays, showing potential
for this application. The objective of this study was improve the diagnosis by ELISA.
For this purpose, manual and automated (FPLC) purification were performed. The
manual purification offered higher purity and the process in FPLC provided higher
yield. Thus, several purifications were tested, in order to obtain high level of purity in
FPLC. New ELISAs were performed varying the antigen amounts (0.1 to 0.5 pg),
dilutions of the serum of positive and negative dogs (1:40, 1:80 and 1: 160) and
substrates system OPD and TMB. To evaluate the influence of antigen conformation,
native or denatured condition were tested. The standardization of the ELISA, shown
best results when 0.1 pg antigen and serum dilution 1: 160 were used. TMB and OPD
did not shown significant differences. Furthermore, the refolded protein was not more
effective than the denatured protein, indicating that recognition of the antigen: antibody
is preferably not dependent of antigen conformation. The purification on FPLC, the
better was obtained using 0.5 bacterial pellet was related to the 400 ml of induction,
which provided a high purity (96.6%). In addition, preliminary tests to standardize
immunochromatographic test were made using the dot blot. Conjugations of Protein A
and anti-dog IgG to colloidal gold 40 nm were standardized. For the control line has
been standardized concentration 2.5 pg/ul of dog IgG on the nitrocellulose membrane
and conjugate dilution 5 times. Our data confirm that NTPDase-2 antigen has potential
to be used on the diagnosis of CVL and it is possible to improve the detection of
antibodies levels, varying the conditions of the assay. Furthermore, it was possible to
start the standardization of immunochromatographic test, which can eventually bring

new alternative for the diagnosis of CVL.
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1. Introducao

Leishmanioses compreendem um conjunto de enfermidades causadas por
protozodrios do género Leishmania, e possuem amplo espectro de manifestacdes

clinicas, desde lesdes cutaneas simples até infecgdes sistémicas fatais.

Estes parasitos possuem um ciclo de vida heter6xeno, transitando entre o vetor
invertebrado flebotomineo e um hospedeiro mamifero. As formas flageladas e méveis
de Leishmania spp. sdo chamadas promastigotas e sdo encontradas no inseto vetor
flebotomineo, onde diferenciam até a forma infecciosa, metaciclica. Estas podem ser
transmitidas para hospedeiros mamiferos através da picada do flebotomineo fémea. A
forma metaciclica infecta células fagociticas e diferencia-se para forma amastigota, as
quais vivem como parasitos intracelulares principalmente em macréfagos em diferentes
orgdos, tais como o baco, nédulos linfaticos, medula 6ssea e figado. Um flebotomineo
nido infectado se contamina ao fazer o repasto sanguineo ingerindo macréfagos
infectados. As formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas no hospedeiro

invertebrado, podendo ser inoculados novamente em um novo hospedeiro vertebrado.

Leishmania chagasi € hoje considerada espécie sindnima de L. infantum, e sera
citada neste trabalho como L. infantum chagasi, a fim de discriminar esta espécie
causadora de leishmaniose visceral no Novo Mundo de L. infantum, principal agente

etiol6gico do Velho Mundo.

A Organizagdo Mundial de Saude estima a ocorréncia de cerca de 0,2 a 0,4
milhdo de casos de leishmaniose visceral (LV) e 0,7 a 1,2 milhdo de casos de
leishmaniose cutanea (LC) por ano, sendo presente em 98 paises. Mais de 90% dos
casos mundiais de Leishmaniose Visceral ocorrem em seis paises: India, Bangladesh,

Sudao, Sudado do Sul, Etidpia e Brasil.

O cao € considerado um importante reservatério do parasito e dada sua
importancia como animal doméstico, constitui o principal elo para a transmissao da LV
em dreas urbanas. No Brasil, parte da estratégia de controle da leishmaniose visceral é
baseada na prética da eutandsia de animais soropositivos. No entanto, este sacrificio em
massa nao se comprovou eficaz no controle da doencga, devido a atrasos entre a
sorologia e a eutandsia e a baixa sensibilidade dos testes sorolégicos para detectar os

animais infectados assintomaticos.



O teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) sdo os testes de diagndstico recomentados pelo Ministério da Sadde, e se
baseiam na detec¢do de anticorpos séricos especificos (IgG). A técnica RIFI utiliza o
parasito integro como antigeno, e o titulo do anticorpo é revelado pelo uso de anticorpos
conjugados as moléculas fluorescentes. No Brasil é considerado soropositivo o cdo com
titulo 1:40. No ELISA, o soro diluido é colocado em microplacas revestidas com
antigeno de Leishmania, sendo o resultado expresso pela quantificacdo por
espectroscopia de uma reagdo colorimétrica, podem ser usados diferentes antigenos, que
definem a especificidade e sensibilidade da técnica. No entanto, essas técnicas usam
parasitos mortos fixados ou mistura de antigenos complexa, advindos de formas nao
infecciosas de Leishmania, fazendo com que estas técnicas apresentem importantes
limitacbes de especificidade e sensibilidade, que justificam a necessidade de

desenvolvimento e aprimoramento do diagndstico.

Outra alternativa de diagndstico sdo os testes imunocromatograficos, esses sao
répidos, faceis de utilizar e interpretar, estaveis em temperaturas varidveis e apresentam
baixo custo. Desta forma sdo considerados ideais para o rastreio de um grande nimero
de amostras em programas de controle epidemioldgicos, onde possibilitariam a redugdo
nos atrasos entre a sorologia e a eutandsia, fator fundamental para aumentar a eficcia
da estratégia baseada na eutandsia de caes infectados. Alguns testes de diagndstico para
leishmaniose baseados em imunocromatografia ja estao disponiveis comercialmente, no
entanto, eles ndo possuem sensibilidade e especificidade adequadas para uso em larga
escala, sendo necessdrio o desenvolvimento de novos testes imunocromatograficos mais
sensiveis e especificos, que possam ser usados em programas de controle

epidemioldgicos.

As E-NTPDases sdao enzimas, que hidrolisam nucleotideos extracelulares.
Diversos patdégenos apresentam atividade ectonucleotiddsica em sua superficie, entre
eles estdo os parasitos do género Leishmania. Trabalhos recentes tem sugerido uma
correlagdo entre a capacidade de hidrélise de nucleotideos extracelulares e processos de

viruléncia, adesdo celular e sobrevivéncia intracelular em tripanosomatidios.

Os nucleotideos extracelulares sdo moléculas sinalizadoras em diversos eventos,
incluindo a regulacdo da resposta imune de mamiferos, atuando sobre receptores
purinérgicos e pirimidinérgicos. Esses nucleotideos extracelulares podem ser

hidrolisados por ectonucleotidases dos parasitos, o que pode interferir na modulacdo da

2



resposta imune do hospedeiro, uma vez que a concentracdo de nucleotideos e seus
derivados no micro-ambiente de interacdo parasito-célula hospedeira influenciam as
respostas dependentes de ATP, ADP e adenosina, tais como agregagdo plaquetaria

dependente de ADP e resposta inflamatéria dependente de ATP.

Nosso grupo de pesquisa avaliou a aplicabilidade de uma E-NTPDase de L.
infantum chagasi (E-NTPDase-2) como antigeno em imunodiagnéstico por ELISA e
encontraram altos valores de sensibilidade (100%) e especificidade (99%) para o
diagnédstico da leishmaniose visceral canina em soroteca padronizada. No entanto, o
aumento do nimero de amostras testadas levou a diminuicdo da sensibilidade, o que

justifica o aprimoramento do diagndstico.

O presente estudo tem por objetivo a expressdo e purificagdo da proteina E-
NTPDase-2 de Leishmania infantum chagasi e aprimoramento do seu uso como
antigeno no diagndstico para leishmaniose visceral canina por ELISA e uso do dot blot

para padronizacdo das etapas iniciais da imunocromatografia de fluxo lateral.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Leishmaniose

Protozodrios do género Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatérios que
infectam principalmente macréfagos de mamiferos, e sdo os agentes causadores de um
amplo espectro de doengas, coletivamente conhecidas como Leishmanioses. Estas
doencas tém caracteristicas clinicas distintas que vao desde lesdes cutaneas autocuraveis
até infeccdo sistémica fatal (Kedzierski, 2010; Pace, 2014; Gradoni, 2015). Este grupo
de infeccoes € a segunda em mortalidade entre as doengas parasitdrias, ficando atrds
apenas da maldria, e em termos de anos de vida perdidos por incapacidade (Disability
Adjusted Life of Years — DALY) € a terceira causa mais comum de morbidade, apds a
maldria e a esquistossomose, sendo que criangas com menos de 15 anos sofrem a maior

parte da carga da doenca (Savoia, 2015).

Estes parasitos mantém seu ciclo de vida transitando entre o vetor invertebrado
flebotomineo e um hospedeiro mamifero (Figura 1). A ingestdo de células infectadas,
durante o repasto sanguineo, infecta o flebotomineo. A forma amastigota presente no
sangue do hospedeiro € transferida para o intestino médio do flebotomineo, onde se
diferenciam na forma promastigotas pro-ciclicas (etapas 1 e 2 - Figura 1) (Harhay et al.,
2011). A forma promastigota pro-ciclica de Leishmania spp. é flagelada e médvel e
progride através de vérias formas distintas de diferenciacdo morfoldgica, até chegar a
forma infecciosa, metaciclica, que migra para a vdlvula faringea do flebotomineo
(etapas 3 e 4 — figura 1). Esta forma infecciosa pode ser transmitida pela picada do
flebotomineo fémea ao realizar, novamente, o repasto sanguineo. As formas
promastigotas metaciclicas infectam células do sistema fagocitico mononuclear e se
diferenciam em formas arredondadas denominadas amastigotas (etapa 5 — figura 1).
Amastigotas ndo possuem flagelo e vivem como parasitos intracelulares obrigatdrios em
uma variedade de células de mamiferos, principalmente dentro de fagdcitos
profissionais, em diversos 6rgaos, entre eles o baco, os nédulos linfaticos, medula éssea
e figado (Harhay et al., 2011, Kaye et al.,, 2011 e Palatnik-de-Sousa et al., 2011).
Amastigotas desenvolvem-se e multiplicam-se dentro do fagdcito, até que sao liberados
por lise celular, podendo infectar outros macréfagos (etapas 6, 7 e 8 — Figura 1) (Pace,

2014).
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Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania. Durante o repasto sanguineo, as células infectadas do
hospedeiro mamifero, infectam o flebotomineo (Etapa 1). No flebotomineos, as amastigotas
transformam-se em promastigotas pré-ciclicas, que se desenvolvem no intestino médio do vetor e
migram para a probdscide, onde sdo injetados por fémeas nos hospedeiros mamiferos durante uma
refeicdo de sangue (etapa 2, 3 e 4). No local da picada, as promastigotas sdo fagocitadas por
macrdfagos e outros tipos de células fagociticas (etapa 5). As promastigotas, em seguida, transformam-
se dentro destas células em amastigotas, se multiplicam por divisdo simples e avangcam para infectar
outras células mononucleares fagociticas (etapas 6, 7 e 8). Fatores relacionados com as espécies do
parasito e a resposta imune do hospedeiro determinam se a infec¢do se tornard sintomadtica e se a
doenca ird se manifestar como leishmaniose cutinea ou visceral. Fonte: Adaptado de Harhay et al.,

2011.

As leishmanioses sdo classificadas de acordo com as manifestacdes clinicas em
leishmaniose cutianea (LC), leishmaniose muco-cutinea (LM), leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose dérmica pds calazar (PKDL) (Pace, 2014). A LC pode ser
assintomdtica ou apresentar lesdes cutdneas cuja aparéncia e extensdo dependem da
espécie de Leishmania envolvida, de fatores genéticos e reposta imune do hospedeiro
(Harhay et al., 2011). As lesdes ocorrem, geralmente, em dreas expostas e acessiveis ao

flebotomineo, como rosto, pescocos € membros. LC manifesta-se inicialmente como



papula indolor e progride para ulcera, que pode estar associada com linfadenite ou
linfadenopatia (Aara et al., 2013; Blanco et al., 2013). Além disso, as lesdes cutaneas
podem disseminar e manifestar como multiplas lesdes ndo-ulceradas ou infiltradas, que
podem ser muito extensas e de gravidade varidvel (leishmaniose cutinea difusa - LCD)

(Paniz et al., 2013).

A LM caracteriza-se pela disseminacdo linfatica ou hematogénica do parasito
Leishmania a partir de lesGes cutineas, pode ocorrer concomitante com a LC ou
tardiamente, e podem resultar na infec¢do da mucosa do trato respiratério superior e da
via oral (Kedzierski, 2011; Pace, 2014). Manifesta-se como ndédulos e infiltrados da
cartilagem nasal, levando ao bloqueio das narinas, destrui¢do do septo nasal e colapse
nasal (Guerra et al., 2011; Pace, 2014). A boca, faringe e o ldbio superior podem estar
envolvidos, resultando na destruicdo tecidual e desfiguracdo (Amato et al., 2009). A
LV € potencialmente letal em humanos se ndo tratada (Palatnik-de-Sousa et al., 2011).
Os sintomas incluem mal-estar, febre, anemia, perda de peso, distensdo abdominal e
fraqueza. A dissemina¢do do parasito induz o acimulo de células fagociticas
mononucleares dentro dos 6rgdos infectados e hiperplasia secunddria das células
reticuloendotelias, que se manifestam clinicamente como hepatoesplenomegalia, palidez
e progressiva supressao da resposta imune celular (Palatnik-de-Sousa et al., 2011; Pace,
2014). A PKDL pode ocorre apds meses ou anos do tratamento da LV, durante o
tratamento da LV ou mesmo na auséncia de qualquer evidéncia de visceralizacdo e se
manifesta como uma erup¢do cutanea na face, tronco e membros, cuja severidade é
varidvel. PKDL ocorre como resultado da reacdo imunoldgica contra o parasito
Leishmania, que sao persistentes no interior da pele e proporciona um reservatorio para

a transmissao da doenca (Pace, 2014).

As manifestagdes clinicas da doenga sdo dependentes tanto das espécies do
parasito quanto da resposta imune do hospedeiro (Harhay et al., 2011; Kaye et al., 2011;
Pace, 2014). No Velho Mundo, as trés principais espécies que causam LC sdo
Leishmania tropica, Leishmania major e Leishmania aethiopica. LV € causada por
Leishmania donovani e Leishmania infantum (Hajjaran et al., 2013 e Kaye et al., 2011).
No Novo Mundo, as espécies L. infantum chagasi, Leishmania mexicana, Leishmania
pifanol e Leishmania amazonensis causam LC e a espécie L. infantum chagasi causa
LV (Kaye et al., 2011). L. infantum é sindbnimo de L. chagasi na América Central e

América do Sul, sendo denominado L. infantum chagasi (Solano-Gallego et al., 2009).



A tabela 1 correlaciona os tipos de leishmaniose e as principais espécies de Leishmania

associada.

Tabela 1: Principais espécies de Leishmania patogénicas para humanos. Fonte:

Adaptado de Kaye et al., 2011.

Principais manifestacoes clinicas Espécies

Velho Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose Visceral L. donovani e L. infantum
Leishmaniose Cutianea L. major, L. tropica e L. aethiopica
Leishmaniose Cutanea Difusa L. aethiopica

Novo Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose Visceral L. infantum chagasi

Leishmaniose Cutanea L. infantum chagasi, L. mexicana, L.

pifanol e L. amazonensis

Leishmaniose Cutanea Difusa L. mexicana e L. amazonensis

Novo Mundo, subgénero Viannia

Leishmaniose Cutanea L.eishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania panamensis €

L.eishmania peruviana

Leishmaniose Cutaneo-Mucosa L. braziliensis e L. panamensis

A resposta imune contra este parasito é mediada tanto pela imunidade inata
(macrofagos e neutréfilos) quanto pela imunidade adaptativa (células B, células T e
células dendriticas) (Kedzierski, 2011). Um dos maiores desafios enfrentados pelas
formas promastigotas metaciclicas depois que entram no hospedeiro mamifero é se
estabelecer intracelularmente em macréfagos sem acionar suas defesas antimicrobianas
inatas, o que € facilitado pelos neutréfilos, que englobam as promastigotas em vacuiolos
ndo leishmanicidas. Quando estes neutr6filos morrem, os parasitos sdo liberados e
podem ser pré-condicionados para a sobrevivéncia em outras células mieldides (Kaye et

al., 2011).

Alvar et al. (2012) estimam a ocorréncia de cerca de 0,2 a 0,4 milhdo de casos

de LV e 0,7 a 1,2 milhdo de casos de LC por ano, afetando 98 paises. Com taxa de
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letalidade geral de 10% para LV, chega-se a uma estimativa preliminar de 20.000 a
40.000 mortes por leishmaniose por ano. Mais de 90% dos casos mundiais de
Leishmaniose Visceral ocorrem em seis pafses: India, Bangladesh, Suddo, Suddo do
Sul, Etiépia e Brasil; ja a leishmaniose cutdnea é mais amplamente distribuida, com
cerca de um terco dos casos ocorrendo em cada uma das trés regides epidemioldgicas:
Américas, a bacia do Mediterraneo e do Oriente Médio até a Asia Central (Alvar et al.,
2012; Kedzierski, 2011). A grande maioria dos casos (90%) ocorre no Afeganistio,
Oriente Médio e América do Sul (Kedzierski, 2011). Em 2012, 96,5% dos casos de LV
reportados na América Latina ocorreram no Brasil (PAHO/WHO, 2014). Ainda assim, a
carga parasitdria da doenca € subestimada devido a falta de notificacdo pelos servicos

vigilancia epidemioldgica e falta de métodos de diagndstico adequados (Pace, 2014).

Publicacgdes recentes relatam uma expansao da Leishmaniose Visceral para dreas
que antes eram consideradas como ndo endémicas, tais como Europa e América do
Norte (Petersen et al., 2009 e Ready, 2010). Esta expansdo esta relacionada a varios
fatores, tais como mudanca climdtica, desmatamento das florestas tropicais, mudanca no
uso da terra, urbanizagdo, crescimento da populacdo humana e migracdo, expansio
geografica do vetor e fragmentacido do seu habitat, movimentacdo de animais e a perda

de biodiversidade (Kedzierski, 2011; Colwell et al., 2011).

As leishmanioses sao doencas dindmicas e as circunstancias de transmissao sao
continuamente varidveis de acordo com mudangas do meio ambiente, tais como
aquecimento global, desmatamento e urbanizacdo e os efeitos de tais alteracdes em
espécies selvagens, fatores demograficos e fatores comportamentais humanos
(Gramiccia, 2011 e Palatnik-de-Sousa et al., 2011). Certamente, as medidas de controle
nao tém sido suficientes para impedir a propagacdo da leishmaniose visceral e
mudancas globais estdo acelerando este processo. O impacto real dessas mudancas
globais sobre a epidemiologia das leishmanioses pode ser imprevisivel (Colwell et al.,

2011).

2.2 Leishmaniose Canina

Animais sdo infectados por diferentes espécies de Leishmania, mas os caes sao
considerados os principais reservatdrios de L. infantum chagasi, uma vez que a infecgdo

por este parasito € frequente na populacdo canina, sendo de longa duracdo e muitas



vezes assintomdtica e apresentam alta carga parasitiria na pele e no sangue, que
aumenta a possibilidade de transmissdo. Além disso, os cdes possuem uma estreita
relacdo com os seres humanos e os parasitos isolados dos cdes sdo indistinguiveis dos
parasitos de humanos. Os principais vetores alimentam-se frequentemente dos caes e
sao infecciosos para o vetor (Pinheiro et al., 2009; Quinnell et al., 2009; Gramiccia,
2011; Maia et al., 2011; Gradoni, 2015). A Leishmaniose canina é endémica em mais

de 70 paises (Solano-Gallego et al., 2011).

Infeccdes em gatos e cavalos também sdo relatadas em d&reas onde a
leishmaniose visceral canina (LVC) € diagnosticada, mas nestes animais S20 menos

frequentes (Gramiccia, 2011).

Além de representar um risco zoondtico para as populacdes humanas em areas
endémicas, os cdes podem sofrer de uma doencga grave, caracterizada por uma vasta
gama de sinais clinicos que se manifestam apenas alguns meses apds a exposi¢ido a
infeccdo (alteracdes na pele, perda de peso e linfadenomegalia generalizada) com risco

de morte (Manzillo et al., 2013; Otranto et al, 2013).

Entretanto, a prevaléncia da infec¢do pode ser consideravelmente mais elevada
do que a doenca clinica aparente, em algumas areas mais de 80% dos casos de
leishmaniose canina sdo assintomaticos (Otranto et al, 2013; Gradoni, 2015). Os caes
assintomdticos parecem controlar o parasito, no entanto, esta condi¢cdo pode ndo ser
estdvel, de modo que as doengas de imunossupressdao ou intercorrentes podem permitir
que as infeccOes latentes se tornem progressivas, mesmo apds anos da exposi¢ao
(Gradoni, 2015). Tanto os caes infectados quanto os doentes podem ser fontes de
infecc@o para os vetores flebotomineos, mas a infecciosidade é mais elevada em caes

com sinais clinicos aparentes (Courtenay et al., 2014).

Entre as espécies de Leishmania que infectam caes, a mais importante é a L.
infantum chagasi (Solano-Gallego et al., 2009). Ha uma forte associagdo entre a espécie
de vetor flebotomineo e a espécie de Leishmania transmitida, devido a atividade de
enzimas especificas e ligantes presentes no intestino do inseto que permitem apenas que
a espécie especifica permaneca ligada a parede intestinal e replique sem ser excretada

pelo intestino (Volf et al., 2008).

A eutandsia dos cdes infectados tem sido uma das principais intervencoes

implementadas para controlar a LV (Pinheiro et al., 2009; Peixoto et al., 2015). No
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entanto, este sacrificio em massa nao comprovou ser eficaz em programas de controle
(por exemplo, no Brasil) (OMS 2010). Esta ineficdcia tem sido atribuida a atrasos entre
o resultado da sorologia e do abate e a baixa sensibilidade dos testes sorolégicos para
identificar os cies infectados. Além do sacrificio dos cées infectados, a OMS (2010)
sugere como estratégias para o controle da leishmaniose o tratamento dos pacientes
humanos e o uso de inseticidas para controle vetorial nas casas em dreas endémicas. Por
sua gravidade potencial em cdes e sua natureza zoondtica, a prevengdo desta infeccio é
ndo s6 desejavel, mas também uma obrigacdo para a saide humana e do cdo (Otranto et

al., 2013).

2.3 Diagnéstico de Leishmaniose Canina

Segundo o Ministério da Saude (2014), o diagnostico da Leishmaniose Visceral
Canina (LVC) é complexo, devido a ampla variedade de sinais clinicos semelhantes aos
observados em outras doengas infecciosas, as alteracdes histopatoldgicas inespecificas e

a inexisténcia de um teste de diagnéstico 100% sensivel e especifico.

Os métodos para o diagndstico da LVC compreendem os parasitolégicos, os
sorolégicos e os moleculares, cada um apresenta seus pontos positivos, mas também
possuem aspectos negativos. O diagndstico preciso, muitas vezes, requer uma
abordagem integrada composta por diagndstico clinico-patolégico e exames
laboratoriais especificos (Solano-Gallego et al., 2009). Particularmente em relacdo aos
métodos laboratoriais, a falta de um padrdo-ouro para pacientes humanos ou animais é
uma limita¢do para o controle da doenca, uma vez que ndo € possivel a obtengdo de
dados epidemioldgicos precisos. Além disso, resultados falso-negativos contribuem
para a manutencdo dos reservatérios, e, como consequéncia, a manutencdo dos ciclos
parasitolégicos em seu ambiente (De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). No Brasil, o
Ministério da Saude (2014) classifica como positivo para LVC, o cdo que apresentar
manifestagdes clinicas compativeis com a doenca, cujo teste soroldgico seja positivo ou

cujo exame parasitoldgico seja positivo (Portaria Interministeral n° 1.426, 2008).

Testes de diagndsticos ideais devem ser faceis de executar e interpretar, rapidos,
sensiveis, especificos e capazes de determinar com exatidao a carga parasitdria em
hospedeiros e vetores (Talmi-Frank, 2010). Assim, é fundamental a escolha de um teste

de diagndstico preciso e reprodutivel, capaz de dar suporte as estratégias de controle e
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vigilancia da LVC, evitando a transmissdo da doenga, pela reducdo de reservatérios do

parasito, e o abate desnecessdrios de caes (Pilatti et al., 2009; Peixoto et al., 2015).

2.3.1 Testes Parasitologicos

Os exames microscopicos de esfregacos corados possuem alta especificidade,
por possibilitarem a visualiza¢do do parasito, mas a sensibilidade é muito varidvel e sdo
métodos invasivos (Faria et al., 2012). As formas amastigotas podem ser observadas em
esfregacos de tecidos de nddulos linfaticos, medula 6ssea ou baco, corados com
corantes de rotina, tais como Giemsa ou Wright, Leishman, Panéptico (Maia et al.,
2008; Ministério da Saude, 2014). Além disso, o Ministério da Saidde (2014) determina
que uma lamina deva ser examinada por pelo menos 200 campos antes de ser
considerada como negativa (Ministério da Saude, 2014). A sensibilidade deste método
varia de 93,1 — 98,7% para o bago, 52 -85% para medula dssea e 52 -58% para nodulos

linfaticos (revisado por Srivastava et al., 2011).

A identificacdo definitiva dos parasitos dentro do macréfago do tecido pode ser
dificil e um método de coloracdo por imunohistoquimica pode ser utilizado para
detectar a presenga de Leishmania no tecido (Solano-Gallego et al., 2009). Uma
caracteristica da imunohistoquimica distinta dos outros testes de diagndstico € a sua
capacidade para identificar um antigeno “in situ” em tecidos normais ou infectados
(Alves et al., 2013). Abordagens de imunohistoquimica, tais como imunoperoxidase e
imunofluorescéncia direta podem ser usadas como ferramentas adicionais para
confirmar o diagndstico, particularmente em Orgdos que ndo tem carga parasitdria
elevada. Esta técnica é um complemento util para confirmar o diagndstico da

leishmaniose canina quando os parasitos ndo sao identificaveis e o padrao histolégico

indica claramente a doenca (Maia et al., 2008).

Outros métodos parasitoldgicos baseiam-se na cultura in vitro de fragmentos de
tecidos e inoculagdo em animais de laboratério (Faria et al., 2012). Este método € mais
usado atualmente para fins de pesquisa devido ao longo tempo para a realizacdo da
técnica, que pode levar at€é um més para fornecer o resultado (Solano-Gallego et al.,
2011; Mohammadiha et al., 2013). Além disso, € uma técnica laboriosa e apresenta alto

custo (Solano-Gallego et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2011; Srivastava et al., 2011 ).
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Os métodos parasitolégicos apresentam limitagdes relativas a baixa
sensibilidade, particularmente em cédes assintométicos, e sdo métodos bastante invasivos
(Otranto et al., 2013 e Faria et al., 2012). Além disso, a precisdo do exame microscopico
¢ influenciada pela experiéncia do técnico de laboratério e pela qualidade dos reagentes

usados (WHO, 2010).
2.3.2 Método de detec¢io do DNA do parasito

A deteccdo do DNA especifico do parasito por PCR permite um diagndstico
preciso e especifico. Essa técnica pode ser realizada com DNA extraido a partir de
tecidos, sangue ou fluidos bioldgicos, sem a necessidade de realizacio de
procedimentos de isolamento prévio, que sido especialmente trabalhosos (Solano-
Gallego et al, 2009). A técnica mostrou-se mais sensivel e especifica usando DNA
extraido a partir da medula 6ssea, linfonodo, baco ou pele, no entanto, a coleta dessas
amostras € invasiva (Maia et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011). O uso de amostras
ndo invasivas apresenta grande importincia, j4 que sdao mais simples, indolores e
facilmente permitidas pelos donos dos cdes, neste contexto, uma abordagem interessante
€ o processo de swab conjuntival, um método para coleta de amostras que utiliza um

cotonete estéril para coletar amostras em conjuntivas do cdo (Pilatti et al., 2009).

Muitos ensaios utilizando vérias sequéncias alvo diferentes com DNA gendmico
ou do cinetoplasto (kDNA) tem sido desenvolvidos para leishmaniose canina (Solano-
Gallego et al., 2009). Os ensaios baseados em kDNA parecem ser mais sensiveis para a

deteccao direta nos tecidos infectados (Mir¢ et al., 2008).

Solca e colaboradores (2014) utilizaram diferentes tecidos para detectar KkDNA
de L. infantum chagasi em 51 caes sintomaticos de uma area endémica para LVC,
analisado por PCR em tempo real (qPCR) e obtiveram sensibilidade igual a 95,8% em
aspirado de bago, 79,2% nos ganglios linfaticos, 77,3% na pele, 75% no sangue, 50% na
medula dssea, 37.5% em swab conjutival do olho esquerdo e 29,2% em swab conjutival
no olho direito. Nao foi possivel calcular a especificidade do qPCR para o baco, uma
vez que apenas uma amostra testada foi negativa neste tecido, para os demais tecidos a
especificidade foi 66,7% para nédulos linféiticos e aspirados de medula dssea, 63% para

swab conjuntival, 42,1% para fragmentos de pele e 14,8% para o sangue.

O método de PCR em tempo real também pode ser utilizado, apresentando a

vantagem de detectar cargas parasitdrias mais baixas quando comparado com o PCR
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convencional e permitir monitorar continuamente a amplificacdio do DNA do parasito,
fornecendo a quantificagdo parasitria das amostras (Maia et al., 2008; Solano-Gallego

et al., 2009).

As desvantagens destas ferramentas moleculares sdo os possiveis falso-positivos
devido a contaminacdo de DNA, apresentam custos elevados e requerem profissionais
treinados para sua execucdo (Solano-Gallego et al., 2011; Otranto, 2013). Segundo a
OMS (2010), essa técnica pode, no futuro, ser ainda mais especifica, mas ainda sdo

necessdrias a padronizacgdo e a avaliagdo da precisdo do diagndstico.

2.3.3 Imunodiagnéstico

O imunodiagnéstico da leishmaniose canina pode ser feito pela deteccdo de
anticorpos séricos especificos (IgG) usando técnicas soroldgicas, tais como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indirera (RIFI), o ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) e a imunocromatografia (Solano-Gallego et al., 2011).
No Brasil, RIFI e ELISA sdo os métodos de diagnostico da LVC indicados pelo
Ministério da Saude (2014), sendo que os resultados desses testes sdo usados como
critério para a eutandsia de cdes soropositivos em programas de controle da

leishmaniose visceral.

Na reacdo de imunofluorescéncia (RIFI), diluicdes em série do soro sao
colocadas sobre l1aminas revestidas com a forma promastigota integra do parasito (Maia
et al., 2008; Paltrinieri et al., 2010). A ligacdo dos anticorpos especificos e a
concentracdo relativa (titulo do anticorpo) sdo reveladas pelo uso de anticorpos
fluorescentes (Paltrinieri et al., 2010). No Brasil, o resultado considerado soropositivo é
aquele que possua titulo igual ou superior ao ponto de corte, que é a diluigao 1:40
(Ministério da Sadde, 2014). A avaliacdo da intensidade de fluorescéncia por
microscopia € propensa a interpretacao subjetiva, o que requer alto nivel de habilidade,
e equipamento especializado de alto custo, o que o torna invidvel para uso no campo
(Maia et al., 2008; Paltrinieri et al., 2010; Elmahallawy et al., 2014). Além disso, a
especificidade e sensibilidade desta técnica em areas endémicas sdo varidveis (Peixoto
et al.,, 2015). Em uma revisdo sistemdtica sobre o diagndstico sorolégico da LVC,
Peixoto et al. (2015) encontrou a variacdo de sensibilidade no teste de RIFI, entre 22,2 —

100,0% e especificidade entre 50,0 — 100,0%.
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No ensaio imunoenzimatico (ELISA), o soro diluido é colocado em microplacas
revestidas com antigeno de Leishmania. Quando o resultado € soropositivo, uma reagao
colorimétrica € quantificada por espectrofotometria, determinando o nivel de anticorpo,
portanto, ndo se trata de uma avaliacdo subjetiva (Paltrinieri et al., 2010). Podem ser
utilizados diferentes tipos de antigeno, que podem ser classificados em quatro grupos
distintos de acordo com sua natureza: total ou extratos soliveis de promastigotas, total
ou extratos soliveis de amastigotas, proteinas recombinantes ou proteinas purificadas,
sendo que a sensibilidade da técnica depende do antigeno utilizado (Solano-Gallego et
al. 2009; Solano-Gallego et al., 2014). Na revisdo sistemdtica sobre o diagndstico
sorolégico da LVC, Peixoto et al. (2015) encontrou uma ampla variacdo de
sensibilidade no teste de ELISA usando antigenos brutos, entre 8,0 — 100,0% e
especificidade entre 60,0 — 100,0%. Essa heterogeneidade observada pode ser atribuida
as variacOes nos antigenos utilizados e nas particularidades de execucdo dos ensaios

(Peixoto et al., 2015).

Tem sido relatados problemas com a ocorréncia de resultados falsos positivos
nos ensaios soroldgicos, devido a reatividade cruzada em cdes com leishmaniose
tegumentar, doenga de Chagas, erliquiose, rickettsiose e toxoplasmose (revisado por
Gomes et al., 2008; De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). Outra desvantagem refere-se a
falta de padronizacdo da técnica, gerando resultados diferentes de acordo com o
procedimento utilizado no laboratério em questao (Gomes et al., 2008; Solano-Gallego

et al., 2011).

Um alto nivel de anticorpos € conclusivo para o diagndstico de leishmaniose
canina. No entanto, a presenca de baixos niveis de anticorpos ndo € necessariamente
indicativo da doenca, sendo necessarios outros métodos para confirmar ou excluir esta
possibilidade, por exemplo, citologia, histopatologia e PCR (Miré et al., 2008). Os
testes soroldgicos apresentam limitacdes como taxas nao detectdveis de anticorpos,
auséncia de correlacdo entre os niveis de anticorpos e a fase da doenca, a existéncia de
reacOes cruzadas com outras espécies, o que pode resultar em uma baixa especificidade
do método e o tempo varidvel de soroconversdo (Masmoudi et al., 2013; Otranto et al.,

2013).

Estas dificuldades ilustram a necessidade de uma melhor compreensdao e
padronizacao de procedimentos. Os niveis adequados de sensibilidade e especificidade

sdo particularmente desejaveis a fim de evitar reacOes falsas positivas e falsas negativas,
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que podem levar, respectivamente, a transmissdo de doengas e eutandsia desnecessaria

de caes saudaveis (Gomes et al., 2008; Pilatti et al., 2009; Peixoto et al., 2015).

Juntamente com o ELISA e o RIFI, os testes imunocromatogréficos estdo entre
as técnicas de diagndstico mais usadas em estudos clinicos e pesquisas sobre a infec¢ao
canina por L. infantum chagasi (Solano-Gallego et al., 2014). Atualmente, o formato
mais popular dos testes imunocromatograficos € baseado no imunoensaio de fluxo
lateral. Neste teste a amostra é adicionada em uma posi¢do especifica de aplicacdo da
amostra em uma membrana de celulose, e migra através desta regido para a membrana
do conjugado, onde as particulas foram imobilizadas (Xu et al., 2009; O’Farrell, 2009).
O ouro coloidal € a particula conjugada mais usada, mas podem ser usadas particulas de
latex ou nanoparticulas fluorescentes ou quimiofluorescentes (Posthuma-Trumpie et al.,

2009).

Esta particula corante € conjugada com um componente bioldgico especifico do
ensaio, podendo ser um antigeno ou anticorpo. A amostra faz com que o conjugado seco
torne-se movel novamente, e o analito na amostra interage com o conjugado, desta
forma, ambos migram para a pr6xima membrana, que € a membrana de reacdo. Nesta
membrana de reacdo estd imobilizado outro componente bioldgico especifico do ensaio,
que pode ser proteinas, anticorpos ou antigenos, que foram estabelecidos em bandas
especificas na membrana, onde serdo capturados o analito e o conjugado, a medida que
migram através da linha de captura. O excesso de reagente move-se além das linhas de
captura, sendo aprisionados na membrana absorvente. Os resultados sdo interpretados
na membrana de reacdo, pela presenca ou auséncia de linhas de conjugado capturado,
sendo que a leitura € feita a olho nd ou por um leitor (O’Farrell, 2009). A configuragao

tipica do imunoensaio de fluxo lateral € mostrada na figura 2:
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Figura 2: Configuracio tipica de uma tira de imunocromatografia de fluxo lateral. A amostra é

N

adicionada 2 membrana de amostra, e migra para a membrana do conjugado, onde as particulas do
conjugado foram imobilizadas. A amostra interage com o conjugado e ambos migram para a membrana
de reacdo. Nesta membrana de reacdo estdo imobilizados componentes bioldgicos especificos do ensaio,
que formam a linha teste e a linha controle, onde serdo capturados o analito e o conjugado. O excesso de
reagente move-se além das linhas de captura, sendo aprisionados na membrana absorvente. Os resultados
sdo interpretados na membrana de reacdo, pela presenca ou auséncia de linhas de conjugado capturado.

Fonte: Adaptado de O Farrell, 2009.

Testes de fluxo lateral, sdo utilizados para a detec¢do qualitativa ou semi-
quantitativa de muitas substancias, incluindo antigenos e anticorpos. Apos 10 a 15
minutos, uma ou duas linhas tornar-se visivel: um para um resultado positivo e dois para
um resultado negativo. Uma linha, a linha de controle, serd, portanto, sempre visivel,
independentemente da presenca do analito alvo, para confirmar o desenvolvimento

correto do teste (Bazin et al., 2010).

Os testes imunocromatogriaficos possuem formato de f4cil utilizacdo e
interpretacdo, curto tempo de ensaio e estabilidade em longo prazo por uma vasta gama
de temperaturas. Além disso, sdo de baixo custo, uma vez que ndo necessitam de
profissionais treinados ou equipamentos especializados, e, portanto, sdo adequados para
a utilizacdo local (Fu et al., 2011). Essas caracteristicas os tornam ideais para o rastreio

de um grande nimero de amostras (Sheedy et al., 2011).

O principal fator que interfere na sensibilidade e especificidade do teste de
imunocromatografia é a natureza dos imunorreagentes, sendo que os demais parametros
podem ser otimizados (Bandla et al., 2011). Entre os parametros que devem ser
otimizados, destaca-se a natureza das membranas do teste, que interfere tanto na forca

de capilaridade da membrana quanto na facilidade de ligacdo e imobilizagdo dos
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reagentes. O material, o tamanho e a concentracdo do corante também devem ser
avaliados, afim de que sejam estdveis em solucao coloidal, o que pode ser influenciado
pela composi¢do, for¢ca e pH do tampao utilizado. Outro fator que requer atencdo € a
posicao da linha de teste, quanto mais distante a linha teste estiver do local de aplicacao
da amostra, maior o tempo de interacdo entre a amostra e o agente de captura
imobilizado na linha teste, pois a velocidade de migracdo da amostra diminui com a

distancia (Posthuma-Trumpie et al., 2009).

Existe grande interesse em validar testes imunocromatogrificos para o
diagnostico de leishmaniose visceral canina, devido a necessidade de ferramentas de
diagnostico répido e confidvel para a detec¢do dos cdes infectados precocemente,
permitindo assim, intervencdes eficazes de controle (Silva et al., 2013). Em ambiente
operacional, este teste possibilitaria o diagnéstico in situ e em larga escala, o que
poderia diminuir os atrasos entre a sorologia e o abate, que € um fator relevante para
aumentar a eficdcia da estratégia baseada na eutandsia dos caes infectados (Grimaldi et
al., 2012; Quinnell et al., 2013). Além disso, poderia ser usado também em clinicas

veterindrias, fornecendo diagndstico rdpido (Romero et al., 2010; Quinnell et al., 2013).

Testes de diagndstico para leishmaniose baseados em imunocromatografia vém
sendo desenvolvidos para humanos e cdo, no entanto, varios estudos mostram que a
sensibilidade e a especificidade destes testes sdo varidveis, apresentando uma menor
sensibilidade em cdes assintomaéticos (Romero et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2014).
Portanto, fazem-se necessdrios novos testes, mais sensiveis e especificos, que possam
ser usados em programas de controle epidemioldgicos (Quinnell et al., 2013; Solano-

Gallego et al., 2014).

2.4 Ecto-Nucleosidio Trifosfato Difosfohidrolase

As Ecto-Nucleosidio Trifosfato Difosfohidrolases ou E-NTPDases sdao um
conjunto de enzimas, predominante em eucariotos, que hidrolisam nucleotideos
extracelulares (Zimmerman et al., 2012 e Sansom, 2012). Estdo presentes em
mamiferos, plantas, leveduras, protozodrios e em pelo menos uma bactéria. Em
mamiferos existem oito isoformas dessas enzimas, NTPDase 1-8 (Bigonnesse et al.,
2004). Podem estar presentes na forma solivel ou serem proteinas integrais de

membranas com uma ou duas por¢des transmembrana (Zimmerman, 2008).
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Através do controle da concentracdo de nucleotideos extracelulares elas podem
controlar e modular a disponibilidade de ligantes dos receptores de adenosina e de
nucleotideos e assim, modular indmeras fungdes fisiologicas (Zimmerman, 2012). Por
exemplo, pela hidrélise do ATP a ADP, as E-NTPDases podem terminar a acdo do ATP
nos receptores especificos de ATP e iniciar a ativagdo de receptores especificos de
ADP. Os receptores de adenina sdo igualmente abundantes e por causa da atividade
ubiqua das ecto-nucleotidases, as funcdes do ATP e do ADP sdo muitas vezes dificeis

de diferenciar (Zimmerman, 2008).

As E-NTPDases estdo contidas em um grupo de enzimas denominado ecto-
nucleotidases, juntamente com as ecto-5 -nucleotidases (eN), ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs) e fosfatases alcalinas (APs). As E-NTPDases
sdo nucleotideo especificas e hidrolisam nucleosideos trifosfatados e difosfatados, tendo
os nucleosideos monofosfatados como produto final da hidrélise. Elas representam as
principais enzimas de hidrélise de nucleotideos envolvidas na sinalizacdo purinérgica,
mas ndo hidrolisam dinucleosideos polifosfatados, ADP ribose, NAD* ou AMP. Os
outros grupos de ecto-nucleotidases hidrolisam nucleotideos em diferentes pontos de
clivagem (Zimmerman et al., 2012). A figura 3 mostra um resumo da acdo das

ectonucleotidases em nucleotideos.

NTPDase NPP1, 3 NPP1, 3

4 g\g o)

0=H—0-P—0-P-0—\ ¢

-h - (..
(o) o)
) I'loE aOH ATP
ADP

NPP1,2 NTPDase, AP eN. AP AMP

Figura 3: Sitios de clivagem com enzimas especificas dos tipos individuais de ecto-nucleotidases.
Enzimas mostradas em azul, vermelho e verde usam ATP, ADP e AMP, respectivamente, como

substratos. Fonte: Zimmerman et al., 2012.
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Nucleotideos extracelulares atuam como moléculas sinalizadoras em diversos
eventos, atuando sobre receptores purinérgicos e pirimidinérgicos (Bours et al., 2006).
Purino receptores sdo proteinas ancoradas a membrana celular que reconhecem purinas
e pirimidinas e, ao se ligarem ao receptor, desencadeiam uma série de reacdes, alterando
o comportamento celular. Estes receptores ja foram identificados em praticamente todos
os Orgdos e tecidos, como musculos, pulmio, coracdo, bago, testiculos, bexiga,
intestino, figado, células do sistema imune e outras (Ribeiro et al., 1979; Burnstock,
1980; Burnstock, 2007). Estdo envolvidos com a neurotransmissio no sistema nervoso
central (Abbracchio et al., 2006), a contrabilidade do musculo liso (Ralevic et al.,
1998), o desenvolvimento embriondrio (Masse et al., 2012), a manutencdo da
homeostase dos processos oculares (Guzman-Aranguez et al, 2013), o controle da
vasodilatacdo corondria (Mercier et al, 2012), o tonus vascular e angiogénese
(Burnstock et al., 2014;. Erlinge et al., 2008; Lohman et al, 2012), bem como a ativagdo

plaquetdria e trombose (Burnstock et al., 2014;. Erlinge et al., 2008).

No sistema imune, os purinos receptores sao expressos em diversos tipos de
células, como neutrofilos, mondcitos, macrofagos, linfocitos, células natural “killer” e
células dendriticas (Bours et al., 2006). Alguns trabalhos demonstraram o efeito da
ativacdo destes receptores em células do sistema imune e a sua importancia na
modulagdo da resposta, por intermédio do controle de liberacdo de citocinas e
quimiocinas. Por exemplo, foi demonstrado purino receptores importantes para o
mecanismo de quimiotaxia dos macrofagos, que desencadeiam a migracdo destes
macréfagos (Kronlage et al., 2010). Além disso, o ATP estd envolvido no
desenvolvimento da infeccdo, sendo associado a liberacdo de histamina através dos
mastdcitos, estimulando a producdo de prostaglandinas e citocinas pelas células imunes
(Burnstock, 2007; Junger et al., 2011). J& o ADP, atua na propagacdo da atividade
plaquetdria, induzindo mudangas nas formas celulares e inibindo a adenilado ciclase

(Kim, 2011).

Diversos patégenos apresentam uma atividade ectonucleotiddsica em sua
superficie, sendo que estes expressam NTPDases ou possuem genes que podem
codificar possiveis NTPDases. Como por exemplo, Toxoplasma gondii, Neosporum
caninum, Schistosoma mansoni, Sarcocytis neurona, Plasmodium falciparum,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e Leishmanias sp (Sansom et al., 2008).
Devido a incapacidade de sintese de anéis de purinas, parasitos como Leishmania obtém

nucleosideos extracelulares para alimentar a via de salvacdo de purinas, sendo que estes
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nucleotideos sdao obtidos pela acdo de enzimas, dentre elas as NTPDases, demonstrando
a importancia destas enzimas para estes parasitos (Marr et al., 1978; Bours et al., 2006;

Leite et al., 2012).

Muitos patégenos podem modular a resposta imune do hospedeiro, através da
hidrélise de nucleotideos, alterando a concentracdo de nucleotideos e seus subprodutos
no micro-ambiente de interacdo parasito-célula hospedeira, levando a um controle
indireto da resposta imune do hospedeiro através da sinaliza¢do purinérgica (Figura 4)
(Kumar, 2009; Mei et al., 2010; Kumar, 2013; Fuentes et al., 2015; Pimentel, et al.,
2016). NTPDases podem atuar na regulacdo da sinalizacdo purinérgica, e este controle
pode ser efetuado por ectonucleotidases do proprio organismo (por exemplo, NTPDase-
1 da familia de proteinas CD39 de mamiferos) ou pelo controle da sinalizacdao
purinérgica nio propria, quando ectonucleotidases de um organismo distinto controlam
a sinalizacdo. Assim, € sugerido que a expressdo e atividade de NTPDases sobre a
superficie de parasitos ou segregada por eles pode influenciar a sinalizacdo purinérgica

do hospedeiro, mas favorecendo a infec¢iao (Pimentel et al., 2016).
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Figura 4: Modelo esquematico da acio das ecto-nucleotidases na modulacdo da resposta a
nucleotideos extracelulares no hospedeiro. As NTPDases (verde) e a 5 -nucleotidase (vermelho) da
superficie do parasito modulam a concentragdo de nucleotideos e seus derivados no micro-ambiente de
interac@o parasito-célula hospedeira influenciando as respostas dependentes de ATP, ADP e adenosina.
Setas vermelhas indicam aumento da producdo com consequente ativacdo da sinaliza¢do e linhas com
barras vermelhas indicam inibi¢do da resposta por degradac@o do sinalizador. A seta tracejada indica a

captacdo de purinas. (Adaptacdo de uma figura produzida por Juliana Lopes Rangel Fietto).

Trabalhos recentes tém sugerido uma correlagdo entre a capacidade de hidrélise
de ATP extracelular e processos de viruléncia, adesdo celular e sobrevivéncia
intracelular de patégenos (Fietto et al., 2004; Maioli et al., 2004; Marques-da-Silva et
al., 2008; Santos et al., 2009; Figueiredo et al., 2012; Leite et al., 2012; Sansom, 2012;
Serafim et al., 2012; DeSouza et al., 2013; Riedmaier et al, 2014). Em um trabalho
feito com diferentes espécies de Leishmania foi demonstrado que as espécies mais
infectivas apresentam maior capacidade de hidrdlise de nucleotideos e em outro
trabalho com diferentes isolados de uma mesma espécie com capacidade infectiva
distintas foi encontrada capacidade de hidrélise de nucleotideos distinta (Marques-da-
Silva et al., 2008; Leite et al., 2012). Além disso, j& foi comprovado para L.
amazonensis, que os nucleosideos controlam a metaciclogénese, sendo que a adi¢do de
um antagonista do receptor de adenosina na cultura in vitro aumentou

significativamente a metaciclogénese, enquanto que flebotomineos infectados com L.
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infantum chagasi e alimentados com uma mistura de agicar e adenosina tiveram a

metaciclogénese inibida (Serafim et al., 2012).

Em Leishmania foram identificadas duas isoformas de NTPDases: NTPDase-1 e
NTPDase-2, sendo que a isoforma 1 é de aproximadamente 70 kDa e a isoforma 2

apresenta aproximadamente 40 kDa (Fietto et al., 2004; Vasconcellos et al, 2014).

Vasconcellos e colaboradores (2014) estudaram a proteina recombinante
NTPDase-2 de L. infantum chagasi, expressa em sistema bacteriano e demonstraram
que esta enzima € uma nucleotidase genuina da familia CD39, cuja capacidade de
hidrélise de nucleotideos tri e difosfatados (ATP, ADP, GTP, GDP, UTP, UDP mas nio
hidrolisam AMP), € dependente de cations divalentes (Mg2+ ou Ca2+). A atividade
nucleotidésica desta proteina recombinante foi semelhante a atividade de promastigotas
vivos e foi constatada a presenca desta proteina em cdes naturalmente infectados. Além
disso, mostraram que a expressdao da NTPDase-2 € na superficie celular do parasito e o
bloqueio desta proteina em ensaios in vitro, levou a diminui¢do nos indices de infec¢do
e adesdo ao macrdofago, ndo afetando a proliferacdo do parasito no interior dos
macrofagos. Estes dados sugerem a existéncia de um local de ligacio, como um
receptor desconhecido para NTPDase-2 nos macréfagos que poderia reconhecer esta
proteina e facilitar a adesdo e infeccdo. Esses dados concordam com os resultados

anteriores observados em 7. cruzi (Mariotini-Moura et al, 2014).

DeSouza et al., (2013) avaliou a aplicabilidade da proteina recombinante E-
NTPDase-2 de L. infantum chagasi como antigeno por ensaio de ELISA e encontrou
altos valores de sensibilidade (100%) e especificidade (99%) para o diagndstico da
leishmaniose visceral canina, apresentando baixo indice de reagdes cruzadas com
antigenos de Trypanosoma cruzi. Sendo assim, as E-NTPDases sdo promissoras como
novos antigenos para testes de diagndstico de leishmaniose, podendo ser aplicadas a
outras abordagens diagndsticas, tal como ensaios de imunocromatografia rapida de
fluxo lateral. No entanto, este trabalho apresenta um nimero limitado de amostras de
soros de cdes, provenientes de banco de soros controlado como positivos ou negativos.
Além disso, esse resultado foi obtido para amostras de Caratinga — MG, regido
endémica para Leishmaniose visceral humana, causada pelo agente L. infantum chagasi.
Em amostras de soro de cdo provenientes de Governador Valadares — MG, regido
endémica para Leishmaniose cutinea humana, causada pelo agente Leishmania

braziliensis, a sensibilidade diminui para 91,67% e a especificidade se manteve em
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100% (DeSouza, 2012). DeSouza sugere que esta diferenca na sensibilidade pode ser
explicada pela espécie de agente infectante, uma vez que a NTPDases-2 destas

diferentes espécies apresentam 79,29% de identidade. No entanto € necessdrio mais

estudos nessa drea, a fim de obter um diagndstico mais eficiente.

O presente estudo tem por objetivo o aprimoramento do diagndstico por ELISA
usando o antigeno NTPDase-2 de Leishmania infantum chagasi e estudo dos primeiros
passos para o desenvolvimento do kit de diagndstico rdpido por imunocromatografia de

fluxo lateral com base neste antigeno.
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3. Objetivo Geral
Expressdo em sistema bacteriano e purificacdo da proteina recombinante
NTPDase-2 de Leishmania infantum chagasi e avaliagdo do seu uso como antigeno no
diagnédstico para leishmaniose visceral canina por ELISA e padronizacdo do teste de
imunocromatografia de fluxo lateral, usando dot blot, com vistas ao aprimoramento do

imunodiagnéstico de Leishmaniose canina.

3.1 Objetivos Especificos

Expressar em sistema bacteriano e purificar a proteina recombinante NTPDase-2 de L.

infantum chagasi;

Purificar a proteina NTPDase-2 em sistema manual (batch) e automatizado em Fast

Protein Liquid Chromatography (FPLC);

Avaliar a influéncia da conformacao do antigeno no diagnoéstico por ELISA;

Avaliar a qualidade dos antigenos produzidos para uso no imunodiagndstico por

ELISA;

Comparar as purificacOes quanto a pureza e rendimento;

Analisar a estabilidade da proteina purificada;

Conjugar proteina A e Anti-IgG de cdo com ouro coloidal 40nm;

Avaliar o uso da proteina A e do Anti-IgG de cao conjugados para reconhecimento geral

de anticorpos em membrana de nitrocelulose para imunocromatografia;

Avaliar o uso do antigeno para o reconhecimento de anticorpos especificos do soro dos

cdes em membrana de nitrocelulose para imunocromatografia;

Padronizar a concentrac¢io de antigeno e conjugado na membrana de nitrocelulose.
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4. Metodologia
4.1 Expressao e purificacao das proteinas recombinantes

4.1.1 Expressao das proteinas recombinantes

A producdo e purificacdo da proteina recombinante em sistema procarioto foi
realizada segundo DeSouza et al., 2013. As células transformadas foram cultivadas em
meio SOC ou em meio Luria Bertani (LB), com 5 pg/mL de ampicilina, overnight a 37°
C sob agitacdo. Para expressdao foram usados 5 mL de pré-indculo para cada 100 mL de
meio de cultivo. O pré-indculo foi adicionado aos meios de cultivo a 37° C, sob agitacao
até atingir a fase log (D.O. no comprimento de onda 600 nm, entre 0,6 e 0,8). A
expressao das proteinas foi induzida com 0,2 mM de isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma I-1284) por 60 minutos, nas mesmas condic¢des de
temperatura e agitacdo. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 5000 x g por 20
minutos e o sedimento celular foi armazenado em ultrafreezer a -80° C, em pellets

correspondentes a 400 mL de cultura induzida.

4.1.2 Pré-purificacao das proteinas recombinantes

Foram feitas varias pré-purificacdes, denominadas como pré-purificacdo A, B, C
e D. Na pré-purificagdo A, foram usados 2 pellets referentes a 400 mL de meio de
inducdo, que foram suspendidos em 4 mL de tampao de lise (TRIS 50 mM, NaCl 300
mM, imidazol 10 mM) contendo os inibidores de protease (pepstatina A 1 pg/mL,
aprotinina 2 ug/mL e leupeptina 2 pg/mL) e lisozima 1 mg/mL, mantidos no gelo por
30 minutos. Em seguida, o material foi sonicado (Misonix - ultrasonic Liquid
Processor) (6 ciclos de 10 segundos com amplitude de 20 %) e centrifugado (12.000 x g
por 15 minutos a 4° C). O pellet foi suspendido em 20 mL de tampao de lavagem (TRIS
50 mM, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, ureia 2 M), sonicado (6 ciclos de 10
segundos e amplitude de 20 %), centrifugado (12.000 x g por 10 minutos a 4° C) e o
sobrenadante foi descartado. Essa lavagem foi realizada duas vezes. Apds a lavagem, o
pellet foi suspendido em 20 mL de tampao de solubiliza¢do (TRIS 100 mM, NaCl 500
mM, ureia 8 M, B-mercaptoetanol 10 mM), incubado por 20 minutos a 55 °C, sonicado
(6 ciclos de 10 segundos e amplitude de 20 %), centrifugado (12.000 x g por 20 minutos

a4 °C) e armazenado a -20° C até a etapa de purificagdo.

A pré-purificacio B, segue os passos da pré-purificacdo A, no entanto, o tampao

de solubilizacdo ndo continha B-mercaptoetanol 10 mM (TRIS 100 mM, NaCl 500 mM,
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ureia 8 M). Além disso, apds a solubiliza¢do, o material foi sonicado (6 ciclos de 10
segundos e amplitude de 20 %), centrifugado (12.000 x g por 20 minutos a 4 °C),
dividido em aliquotas de 2 mL, centrifugado (18.000 x g por 25 minutos a 4° C) e
filtrado em membrana de 0,45 um. Esse material foi armazenado a -20° C até a etapa de
purificagdo. Na pré-purificacdo B foram usados diferentes quantidades de pellets

referentes a 400 mL de meio de indugdo (0,5; 1; 2 ou 12 pellets).

A pré-purificagdo C também foi baseada na pré-purificagdo A, no entanto, o
tampao de solubilizacdo nao contem PB-mercaptoetanol 10 mM (TRIS 100 mM, NaCl
500 mM, ureia 8 M) e a centrifugacdo apos a etapa de solubilizagdo foi substituida por
ultracentrifugacao (197.000 x g por 30 minutos a 4° C) (Ultracentrifuga Beckman
Coulter Corporation — Rotor SW41 Ti). A pré-purificacdo D também foi baseada na
pré-purificacdo A, no entanto, o tampao de solubiliza¢do ndo continha -mercaptoetanol
10 mM (TRIS 100 mM, NaCl 500 mM, ureia 8 M) e apds o processo foi adicionada
uma etapa de ultracentrifugacdao (197.000 x g por 30 minutos a 4° C). Nas pré-

purificacdes C e D foram usados 1 pellets referentes a 400 mL de meio de indugao.

4.1.3 Purificacao Manual

A purificagdo manual da rNTPDase-2 foi feita por batch, e processados pela pré-
purificacdo A. A purificacdo foi feita em quatro falcons de 15 mL, contendo 2 mL de
resina de agarose Ni-NTA (HIS-Select™ Nickel Affinity Gel-SIGMA) em cada falcon.
A resina foi equilibrada com o mesmo tampdo em que a amostra se encontra, pela
adi¢do de 6 mL de tampao de solubilizacdo a resina, seguida pela centrifugacio (4200 x

g por 6 minutos a 4° C). Este processo foi repetido uma vez.

Para a purificag@o por batch, 10 mL dos corpos de inclusdo solubilizados foram
adicionados aos 2 mL de resina em cada um dos falcons de 15 mL e incubados no gelo
por 90 minutos, sob agitacdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (4200 x g
por 6 minutos a 4° C) e o sobrenadante foi coletado, sendo denominado como volume
ndo ligado (VNL). A resina foi lavada com 6 mL do tampdo de lavagem (50 mM TRIS
pH 8.0, 100 mM NaCl, 10 mM imidazol e 8 M ureia). As proteinas foram eluidas com 1
mL do tampdo de eluicdo (50 mM de TRIS pH 8.0, 100 mM NaCl e 250mM de

imidazol).
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4.1.4 Purificacao Automatizada (FPLC)

As purificagdes automatizadas foram realizadas em Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC) em sistema Akta Purifier, UPC 100 (GE Healthcare Life
Sciences, Piscataway, NJ) e utilizaram colunas de afinidade HisTrap FF crude (1 mL) e
HisPrep FF 16/10 (20 mL) (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Amostras obtidas pelos
processos de pré-purificagdao B, C e D foram aplicadas no FPLC utilizando o tampao de
lavagem A (TRIS 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, ureia 8 M, pH 8.,3), e
eluidas em tampao de eluicao B (TRIS 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 300 mM, ureia
8 M, pH 8,3).

Diferentes programas foram utilizados no FPLC, denominados como programa
A, B, C ou D. No programa A, a amostra foi aplicada no equipamento e foi feita a
lavagem para retirada das proteinas ndo ligadas (VNL) com tampao de lavagem A, com
10 mM de imidazol, até que a absorbancia a 280 nm da amostra eluida tenha atingido 30
mAu. Em seguida, o tampao A foi substituido pelo tampao de elui¢do B, com 300 mM
de imidazol. Foram testados diferentes quantidades de pellets pelo programa de

purificacdo A, 12 pellets, 2 pellets, 1 pellet e 0,5 pellet, referentes a 400 mL de indug@o.

No programa de purificagdo B, apds a aplicacdo da amostra, foi feita a lavagem
para retirada das proteinas ndo ligadas (VNL) com tampao de lavagem A, contendo 10
mM de imidazol, até a absorbancia a 280 nm da amostra eluida atingir 30 mAu. Em
seguida, foi feito o gradiente de tampao de eluicdo B, sendo que a composi¢do deste

tampao foi aumentada gradativamente.

No programa de purificagdo C foi usado steps de 20% no tampdo de eluicio.
Para isto, foi feita a lavagem com tampao A, contendo 10 mM de imidazol, e em
seguida, foi feita a eluicdo com tampao B, sendo que os primeiros 30 mL da eluicdo foi
feito usando 20% de tampado de eluicdo B e 80% de tampdo de lavagem. Apds a
passagem de 30 mL (um volume e meio de coluna), a composi¢do do tampao de elui¢do
foi alterada para 40% de tampao B e 60% de tampao A, seguindo assim até atingir

100% de tampao de eluigdo.

No programa de purificacido D, foi feita a lavagem com tampao A, assim como
nos demais. A elui¢do foi feita usando dois passos de eluicdo, sendo que os primeiros 30

mL da elui¢do foi feito usando 20% de tampao B e 80% do tampao de lavagem A, e em
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seguida, foi usado 100% de tampao de eluicao B. Nos programas de purificacdo B, C e

D foi usado 1 pellet referente a 400 mL de inducdo para cada programa.

Além das varia¢Oes nos programas de purificacdo, foi testado também aumentar
a molaridade de imidazol do tampao de lavagem de 10 mM para 70 mM, usando o
programa de purificacdo A. Foi feito também a substitui¢cdo da coluna de purificagdo
HisPrep FF 16/10 (20 mL) pela coluna HisTrap FF crude (1 mL), usando o programa de

purificacdo A.

ApOs a purificagdo as aliquotas mais concentradas foram reunidas em uma unica
aliquota. A quantificacdo proteica foi feita pelo método de Bradford (Bradford, 1976), o
perfil proteico foi analisado por SDS-PAGE 12% (Sambrook et al., 1989) e por
eletroforese capilar (Agilent 2100 Bioanalyzer). A eletroforese capilar também forneceu

o grau de pureza das amostras.

4.2 Renaturacio Proteica

Foram utilizadas duas metodologias para a renaturagdo da NTPDase-2 obtida
por FPLC, segundo Bastos (2014), denominadas renaturagdo 1 e 2. Na renaturacdo 1, a
proteina foi diluida 5x, 10x, 20x, 30x, 40x e 50x em tampao 1 [SO mM HEPES pH 7,2,
50 mM TRIS pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCl,, 1 mM L-glutationa
oxidada (GSSG) e 2 mM L-glutationa reduzida (GSH)]. Apds a dilui¢do, as amostras

foram incubadas a 4° C por 24 e 48 horas, sem agitacao.

Na renaturagdo 2, a proteina foi diluida 5x, 10x, 20x, 30x, 40x e 50x em tampao
2 [50 mM HEPES pH 7,2, 50 mM TRIS pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 1 mM L-glutationa oxidada (GSSG), 2 mM L-glutationa reduzida (GSH), 2 mM
cloreto de célcio e 1 M L-arginina]. Apds a dilui¢do, as amostras foram incubadas a 4°
C por 24 e 48 horas, sem agitacdo. Em seguida, as amostras foram dialisadas em tampao

sem glutationa, em um volume 400 vezes maior que o volume da amostra, por 8 horas.

4.3 Atividade Enzimatica

Para avaliar se a renaturacdo foi eficiente foi realizada a medida de atividade
enzimatica (nucleotiddsica) da NTPDase-2, usando o reagente colorimétrico verde
malaquita (Ekman et al., 1993). Para isto, 0,1 ug de enzima foram adicionadas em 16
puL de tampdo [250 mM HEPES pH 7,2, 250 mM TRIS pH 7,2, 580 mM NaCl, 25 mM
KCl, 25 mM MgCl,]. A concentracdo proteica obtida apds a purificacdo foi 0,96
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mg/mL, dado obtido por eletroforese capilar, desta forma, para obter 0,1 ug de enzima,
foi adicionado 0,53 pL da diluicdo 5x; 1,06 uL da diluicao 10x; 2,13 uL da dilui¢do
20x; 3,125 pL da diluicdo 30x; 4,17 pL da diluicdo 40x e 5,3 puL da dilui¢do 50x. Em

cada poco foi adicionado volume de dgua suficiente para completar 80 uL.

A reacgdo enzimatica foi iniciada pela adi¢ao de 4,8 uLL de GDP 25 mM e parada
pela adicdao de 80 puL de HCl 0,2 M, apdés 10 minutos de reacdo. Em seguida, foi
adicionado 40 pL do reagente colorimétrico verde malaquita e foi medida a
absorbancia a 630 nm em leitora de microplaca SpectraMax® MS5 (Molecular Devices,
Vale do Silicio, Califérnia, Estados Unidos). A medida da atividade enzimatica foi feita
através da dosagem de fosfato inorganico liberado na hidrdlise. Para a conversdo de
absorbancia em nanomols de fosfato foi feita a curva padrao de fosfato, com Na;POs 1,5
mg/mL, relativo a 62,5 nmol de fosfato. Todas as vidrarias usadas neste experimento
foram incubadas com HCI 0,2 M, overnight, a fim de eliminar tracos de fosfato das

vidrarias.
4.4 Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima Indireto (ELISA)

O potencial de diagndstico da proteina recombinante produzida foi avaliado pelo
imunoensaio ELISA de acordo com DeSouza et al., 2013. Os experimentos foram feitos
em placas de 96 pocos (96 well Costar® High Binding EIA/RIA polystyrene plates-
Corning Inc., 3590). Foram usadas diferentes quantidades de antigeno por pogo (0,1 —
0,5 ng) diluidos em tampao contendo 0,1 M de tampdo carbonato/bicarbonato pH 9.6.
Os tampoes de renaturacao também foi usado nesta etapa, tampao 1 [SO mM HEPES pH
7,2, 50 mM TRIS pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCl,, I mM L-glutationa
oxidada (GSSG) e 2 mM L-glutationa reduzida (GSH)] e tampdo 2 sem arginina [50
mM HEPES pH 7,2, 50 mM TRIS pH 7,2, 116 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCl,, 1
mM L-glutationa oxidada (GSSG), 2 mM L-glutationa reduzida (GSH) e 2 mM cloreto
de cdlcio]. Essa diluicdo foi adicionada nos poco e incubadas a 4 °C, overnight. O
volume usado para cada poco na placa de ELISA foi fixado em 100 pL, logo, as

concentragdes de antigeno testadas foram 0,001 — 0,005 pg/uL.

O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito incubando a placa com BSA 3% em
PBS pH 7,6, por 60 minutos. Em seguida, foram adicionadas diferentes diluicoes de
soros de caes positivos e negativos (1:40, 1:80 e 1:160), diluido em BSA 1% em PBS e
incubados por 60 minutos a 37° C. A placa foi lavada com 200 pL. de Tween 20 0,05%

em PBS por quatro vezes. Apds as lavagens, foi adicionado o anticorpo secundério
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anti-IgG de cao conjugado com peroxidase (Bethyl Laboratories, INC, Montgomery-
TX, USA) diluido 1:5000 em BSA 1% em PBS e foi incubado por 60 minutos a 37° C.
Foram feitas quatro lavagens como citado acima. A revelacdo foi realizada pela adi¢do
de 100 pL dos substratos OPD (3,75 mM de o-fenilenodiamina e 0,01% H,0,), em
tampao citrato-fosfato (0,1 M &cido citrico, 0,2 M fosfato de sédio pH 5,0), ou 100 uL
do substrato TMB (Sigma, T0440) por 30 minutos. A reagdo foi interrompida usando 50
pL de 4cido sulfirico 0,5M.

A leitura de absorbancia foi feita a 492 nm em leitora automatizada
SpectraMax® M5 (Molecular Devices, Vale do Silicio, Califérnia, Estados Unidos),

cujo intervalo fotométrico € 0 —4 ODs, com resolucao de 0,001 OD.

4.5 Conjugacao de Proteina A e Anti-IgG de cao com ouro coloidal

Proteina A comercial (Sigma - P6031) e Anti-IgG de cdo comercial (Sigma -
SAB3700101) foram conjugadas por adsorc¢ao fisica a particulas de ouro coloidal (40nm
colloidal gold — DCN, USA) sob varia¢des de pH e concentracdo das proteinas, a fim de
determinar a melhor condi¢do para conjugacdo do coldide ouro - proteina A e ouro —
Anti-IgG. Foram testadas seis diferentes concentracdes de proteinas (0,012 — 0,002
pg/ul) em 7 valores de pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) (Protocolo cedido pela
DCN Conjugation Services). Para isto, 500 uL de ouro coloidal foi adicionado em seis
tubos de 1,5 mL, para cada valor de pH citado acima. O pH das amostras foram
ajustados com K,CO3; 0,2 M. A concentragcdo proteica inicial da Proteina A foi 1,0
mg/mL, sendo assim foram usados os volumes 6 uL, 5 uL, 4 uL, 3 uL, 2 uL e 1 uL, a
fim de obter as concentragdes 0,012 pg/uL, 0,010 pg/uL, 0,008 ug/uL, 0,006 pg/uL,
0,004 pg/uL e 0,002 pg/uL. Para anti-IgG de cdo, a concentragdo inicial foi 5,0 pg/uL,
logo os volumes usando foram 1,2 uL, 1 uL, 0,8 pL, 0,6 uL, 0,4 uL e 0,2 uL, para
atingir as mesmas concentragdes.

Foi adicionado 100 uL de NaCl 10% em cada tubo e incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente. As condicdes de concentragdo e pH para otimizar a conjugacio
foi realizada pela leitura a 540 nm, onde foram selecionadas as condi¢cdes que

forneceram absorbancias entre 0,521 — 0,525.

Para a conjugagdo, o pH da solucdo de ouro coloidal foi ajustado para o pH
selecionado anteriormente com 0,2 M K,COs3 sendo que a Proteina A foi selecionado o
pH igual a 7,0 e para a Anti-IgG o pH selecionado foi igual a 8,0. Foram usados 11 mL

de solucdo de ouro coloidal para cada conjugacdo. Em seguida, foi adicionado 132 pL
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de Proteina A e 13,2 uL de Anti-IgG de cdo, a fim de obter as concentragdes de proteina
A e Anti-IgG de cdo selecionadas na otimizacdo. As amostras foram incubadas por 15
minutos sob leve agitacdo. As superficies residuais das particulas coloidais de ouro
foram bloqueadas pela adicdo de 1,1 mL de tampao de bloqueio (borato 50mM, 10%
BSA, pH 9,0). A solucdo foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Em
seguida, a solugdo foi centrifugada a 14000 x g a 4°C por 25 minutos, ou até o
sobrenadante ficar claro. O sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em
tampao de dilui¢do (borato 50mM, 1% BSA, pH 9,0). Em seguida, o contetido de todos
os tubos foi recolhido para fazer um pool e recolher o volume total de ouro coloidal
conjugado que foi estocado de 2 a 8° C. A avalia¢do da conjugacao foi feita pela leitura
da densidade otica a 540 nm, que deve ser entre 0,521 — 0,525, absorbancia

caracteristica de moléculas conjugadas a ouro.

4.6 Dot Blot

Foram feitas trés metodologias usando dot blot. A primeira foi feita para
padronizar a linha controle da imunocromatografia, denominada dot blot A. Para isto 1
pL de IgG de cdo comercial 5 mg/mL, foi diluida em BSA 1% em PBS e adicionada a
membrana de nitrocelulose. Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi colocada em
estufa a 37° C para a secagem. Para bloquear os sitios inespecificos, a membrana foi
embebida em 50 mL de BSA 3% e Tween 20® 0,05% em PBS, overnight a 4° C. Apéds a
secagem a 37° C, foram feitas trés lavagens colocando a membrana em 30 mL de Tween
20® 0,05% em PBS por 5 minutos em cada lavagem. A membrana foi colocada a 37° C
novamente, e apds a secagem adicionou-se 1 pL dos conjugados: proteina A conjugada
com ouro coloidal 40 nm, Anti-IgG de cdo conjugada com ouro coloidal, proteina A
conjugada com ouro coloidal 40 nm comercial ou proteina A conjugada com ouro
coloidal 10 nm comercial. Todos os conjugados foram diluidos 5x e 10x em 0,15 M
NaCl, 0,01 NaH,PO4 0,5% BSA e 0,05% Tween 20°.

A segunda metodologia, denominada dot blot B, foi feita para avaliar o
reconhecimento geral de anticorpos em banco de soros pelas moléculas conjugadas a
ouro coloidal. Foram colocadas 1 uL de diferentes dilui¢des de soro (1:40, 1:60; 1:80 e
1:160) na membrana de nitrocelulose e entdo, apds a secagem a 37° C, foi feito o
bloqueio usando 50 mL de BSA 3% e Tween 20° 0,05% em PBS, overnight a 4° C. A
membrana foi seca novamente a 37° C, e foram feitas trés lavagens com 30 mL de
Tween 20® 0,05% em PBS, seguido de outra secagem, e adicionou-se 1 uL dos

conjugados diluidos 5x e 10x.
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A terceira metodologia, denominada dot blot C, foi usada para padronizar a linha
teste da imunocromatografia. O antigeno NTPDase-2 foi utilizado para reconhecer
anticorpos especificos no soro do cdao. A concentracdo e o grau de pureza do antigeno
usado foram varidveis, de acordo com o obtido na purifica¢do, segundo o item 4.1. Foi
adicionado na membrana de nitrocelulose 1 pL do antigeno na membrana de
nitrocelulose em diferentes concentragdes (5,0 pg/uL; 2,5 pg/uL; 0,3125 pg/ulL e 0,5
pg/ul). Em um dos experimentos testados, foram adicionado 5 pL do antigeno na
membrana de nitrocelulose, com concentragdo igual a 5,0 ug/uL. Apds a secagem a 37°
C, foi feito o bloqueio como foi citado acima. Foram feitas tr€s lavagens e secagem a
37° C. Entdo, foram adicionados 1 pL dos soros de cdes positivos e negativos para
leishmaniose visceral canina, em diferentes diluicdes 1:40, 1:80 e 1 :160. Apds uma
nova secagem a 37° C, seguida por mais trés lavagens iguais as citadas acima e mais

uma secagem a 37° C, foram adicionados 1 uL. dos conjugados diluidos 5x e 10x.

4.7 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram feitas usando o programa Prisma 6.0 (Prism Software,
Irvine, CA, USA). As andlises estatisticas da tabela 5 foram realizadas por andlise de
variancia (ANOVA) e teste de comparagao multipla de Dunnett. Em todos os casos,

diferencas foram consideradas significativas quando p-valor < 0,05.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Padronizacio do Diagnostico de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) por
ELISA Usando a Proteina Recombinante NTPDase-2 de Leishmania infantum

chagasi

Foi utilizado no presente estudo, a proteina NTPDase-2 de L. infantum chagasi,
clonada e expressa em Escherichia coli. O sistema de expressdo em E. coli tem sido a
opc¢do escolhida por industrias de biotecnologia para a producdo em larga escala de
muitas proteinas recombinantes, particularmente as ndo glicosiladas, devido ao ripido
crescimento do micro-organismo, alto rendimento do produto, baixo custo e facilidade

de manipulacdo genética (Valdez-Cruz et al., 2010; Baeshen et al., 2015).

No entanto, uma grande desvantagem deste sistema € o acimulo de proteinas
heter6logas mal dobradas como agregados insoluveis, principalmente sob a forma de
corpos de inclusdo (Baeshen et al., 2015). Uma das estratégias para purificar proteinas
recombinantes contidas nesses corpos de inclusdo, € a utilizacdo de tampdes com alta
concentracdo de agentes caotrépicos, como a ureia (6 — 8 M), (Hwang et al., 2014). Essa
solubilizacdo € promovida pelo rompimento de interagdes hidrofébicas das proteinas.
Sendo assim, a INTPDase-2 de L. infantum chagasi foi expressa em corpos de inclusdao
e solubilizada em tampdes contendo ureia 8 M. As células transformadas foram
cultivadas de meio SOC ou LB, induzidas com IPTG e recolhidas em pellets referentes

a 400 mL de meio de cultivo ap6s centrifugacao.

5.1.1 Purificacao em Sistema Manual (batch) e Automatizado (FPLC)

Foram feitas duas formas de purificacdo, a fim de compara-los quanto a pureza e
rendimento. Na purificacdo da rNTPDase-2 em sistema manual (batch) foram
processados 2 pellets referentes a 400 mL de meio de inducdo em meio SOC. Estes 2
pellets foram submetidos a pré-purificacdo A, que rendeu cerca de 20 mL, e em seguida,

a amostra foi submetida a purificagdo manual.

A proteina recombinante possui cauda de Hexa-Histidina na por¢ao carboxi-
terminal, que se liga ao niquel presente na resina, durante o tempo de incubacdo da
amostra com a resina. Em seguida, as amostras foram centrifugadas, e o sobrenadante

corresponde ao volume ndo ligado (VNL), que foi descartado. A resina foi lavada com
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tampao de lavagem, a fim de retirar possiveis contaminantes. E entdo, foi feita a eluicao
da proteina de interesse com tampao de eluicao (250 mM de imidazol), que promoveu o

desligamento da proteina da resina de niquel.

A eletroforese em SDS-PAGE revelou a presenca de uma tnica banda com alto
grau de enriquecimento em relacdo a possiveis contaminantes, que pode ser observado
na sexta canaleta (Figura SA). Também foi possivel observar uma perda da proteina de

interesse no VNL e nas trés lavagens (Figura 5A).

A purificacdo em sistema automatizado foi feita por Fast Protein Liquid
Chromatography — FPLC e utilizou-se a coluna HIS PREP de 20 mL. O material foi
previamente submetido a pré-purificacdo B, seguida pela purificacdo em FPLC usando
o programa de purificacio A. Foram usados 12 pellets de indu¢do em meio SOC
(referentes a 400 mL cada). Assim como na purificacdo manual, a cauda de Hexa-
Histidina presente na proteina recombinante se liga ao niquel presente na coluna. A
purificacdo por FPLC permite a inje¢cdo de grandes volumes de corpos de inclusdo
solubilizados, sendo assim, injetou-se no equipamento cerca de 280 mL de amostra pré-
purificada. Os tampdes utilizados continham ureia 8 M, essencial para solubilizagdo dos
corpos de inclusdo. Sem a ureia ndo ha exposicdo da cauda de Hexa-Histidina, o que
impossibilita a purificagdo em coluna de afinidade (Vasconcellos, 2010; DeSouza,

2012).

O grande volume aplicado no FPLC permitiu concentrar a proteina de interesse
na coluna antes da eluicdo, o que pode ser evidenciado pela extensdo do volume ndo
ligado (VNL) no cromatograma de purificacdo, seguido pelo pico unico referente a
proteina (Figura 5B). Assim como na purificacio manual, a andlise da purificacdo
automatizada em FPLC por eletroforese em SDS-PAGE revelou a presenga de uma
unica banda com alto grau de enriquecimento em relacdo a possiveis contaminantes

(Figura 5C).
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Figura 5: Perfil proteico das purifica¢coes em sistema manual (batch) e automatizado (FPLC).
A) SDS-PAGE 12% corado com Comassie blue. A primeira canaleta refere-se ao marcador de peso
molecular. A segunda, terceira e quarta canaletas referem-se as lavagens. A quinta canaleta é o volume
ndo ligado (VNL) e a sexta canaleta representa a NTPDase-2 purificada, entre as bandas de 50 e 37 kDa
do marcador. B) Cromatograma de purifica¢do induzido em meio SOC em FPLC da proteina NTPDase-2,
usando 12 pellets (400 mL cada) em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL). O eixo y representa a
absorbancia a 280 nm, para quantificacdo proteica, medida em mAu e o eixo x representa o volume, em
mL. A linha verde refere-se a concentra¢do de imidazol no processo de purificagdo. VNL = Volume Nao
Ligado; E = elui¢do da NTPDase-2. C) SDS-PAGE 12% corado com Comassie blue, a banda referente a

proteina de interesse apresenta-se entre as bandas de 50 e 37 kDa do marcador. A proteina de interesse

possui 43 kDa.
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As amostras obtidas pelos dois processos foram submetidas a eletroforese
capilar (Figura 6). Para a purificagdo em sistema manual, a concentracdo obtida foi
141,6 ng/uL e 100,0% de pureza (Figura 6A). Ja a purificacdo em FPLC possibilitou a
obtencdo de aliquotas mais concentradas das proteinas purificadas (876,9 ng/uL), uma
vez que neste sistema € possivel a aplicacdo de grandes volumes, sendo usados 12
pellets (400 mL cada) induzidos em meio SOC, enquanto na purificagdo manual foram
usados apenas 2 pellets (400 mL cada) induzidos em meio SOC. No entanto, o grau de

pureza diminuiu para 76,4% (Figura 6B).

A eletroforese é definida como uma técnica de separacdo baseada na diferenca
de migracdo de compostos i0nicos ou ionizdveis na presenga de um campo elétrico. Ao
longo dos anos, a eletroforese foi sendo aperfeicoada, a fim de se obter uma maior
eficiéncia e diminui¢do dos efeitos térmicos provenientes da aplicacdo de um campo
elétrico (Tagliaro et al., 1998). Com esta finalidade, o avanco instrumental das técnicas
de eletroforese permitiu a introducio de colunas capilares no sistema eletroforético, e
esta foi denominada Eletroforese Capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis)
(Spudeit et al., 2012). Os dois principais parametros analisados pela eletroforese capilar
em gel para dimensionamento e quantificagdo de proteinas sdo o tempo de migracdo e a
intensidade de fluorescéncia. O tempo de migracdo relaciona-se com o tamanho das
proteinas, sendo que proteinas maiores movem-se de forma mais lenta devido ao efeito
de peneiramento do gel no interior dos canais do chip. A intensidade de fluorescéncia,
por sua vez, estd relacionada com a concentragdo destas proteinas, que sdo coradas
indiretamente por um corante fluorescente que se intercala com proteina-SDS-micelas.
Este corante é parte do gel de peneiramento, que € colocada no chip e reage com as
proteinas durante a separacdo (Agilent Technologies; 2010). Com esta técnica foi
possivel quantificar especificamente a NTPDase-2 e analisar a proporc¢ao desta proteina

em relacdo as outras presentes na amostra (Figura 6).
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Figura 6: Avaliacdo por eletroforese capilar da pureza da NTPDase-2 purificada em meio SOC. A)
Amostra obtida por purificagdo manual por batch, referente a 2 pellets de 400 mL induzido em meio
SOC. A NTPDase-2 apresenta-se em 44,0 kDa, com concentracdo igual a 141,6 ng/uL e 100% de pureza
(box vermelho, seta). B) Amostra obtida por FPLC, referente a 12 pellets de 400 mL induzido em meio
SOC. A banda referente a proteina NTPDase-2 apresenta-se em 39,9 kDa, com concentragio igual 876,9

ng/uL e grau de pureza 76,4% (box vermelho, seta).
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A eletroforese capilar faz uso de padroes externos e internos. O padrao externo é
o ladder, que sdo proteinas especificas que sdo analisadas no chip antes das medicdes
das amostras reais. Todas as proteinas do ladder possuem tamanhos e concentracdes
conhecidos. O padrdo interno trata-se de uma proteina de tamanho e concentracdao
conhecida que faz parte do tampao de amostra, e € adicionada a cada uma das amostras
numa razdo definida, esta também ¢ chamada de marcador superior. Um marcador
inferior também € adicionado as amostras, mas este nao se trata de uma proteina, mas de
um corante fluorescente. Estes marcadores sdo utilizados para fins de alinhamento.
Além disso, o software usado na eletroforese capilar faz corre¢cdes no tempo de
migracdo e a normalizacdo dos marcadores, por meio de fatores de correcio indicados

pelos marcadores e pelo ladder.

O limite de deteccdo do Chip “Protein 230” ¢ 15 — 2000 ng/uL (medida para
anidrase carbOnica). A eletroforese capilar € compativel com 300 mM de imidazol, 500
mM de NaCl e 50 mM de TRIS, presentes no tampao de elui¢do. Sabe-se também que é

compativel com 6 M de ureia, e ndo se sabe os efeitos de 8 M de ureia, que foi usado.

O processamento por FPLC rendeu 11 mL de proteina purificada, com
concentragdo igual a 876,9 ng/uL (Figura 8A) partindo de 12 pellets (400 mL cada)
induzidos em meio SOC, ou seja, rendeu 9,65 mg de proteina purificada a partir de 4,8
L indu¢do em meio SOC. Fazendo os célculos para 1 L, tem-se 2,01 mg de proteina por
litro de indug@o. J4 a purificagdo manual por batch gerou 2 mL de proteina purificada
com concentragdo igual a 141,6 ng/uL (Figura 8B), partindo de 2 pellets (400 mL cada)
induzidos em meio SOC, ou seja, rendeu 0,283 mg de proteina partindo de 800 mL de
inducdo. Extrapolando os valores para 1 litro de inducdo, o rendimento foi 0,354 mg de

proteina por litro de indugdo em meio SOC.

Para comparar o grau de pureza das amostras obtidas por FPLC e pela
purificacdo manual, foi feita uma diluicdo da amostra de FPLC, a fim de igualar a
concentracdo da proteina de interesse e de seus interferentes com a amostra obtida pela
purificacdo manual. Esta diluicdo foi baseada na concentracdo proteica obtida
previamente por eletroforese capilar (876,9 ng/ul) e a concentragdo comparativa
escolhida foi 141,6 ng/uL. Em seguida, a amostra diluida (141,6 ng/uL) foi submetida a
eletroforese capilar, obtendo a concentracio 98,4 ng/uL e 75,3% de pureza (Figura 7).
Uma possivel explicac@o para a diferenca entre a concentracdo escolhida e obtida, € que

a amostra foi diluida em 4gua, o que reduziu a molaridade da ureia presente no tampao
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de 8 M para 1,3 M, e isto pode ter levado a uma pequena precipitagdo proteica,
reduzindo a concentrag¢do proteica em solugdo. A amostra obtida por FPLC manteve um
grau de pureza menor que a amostra obtida pela purificagdo manual, mesmo em
amostras com concentragcdes proximas, conclui-se entdo, que o menor grau de pureza

refere-se ao protocolo usado.
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Peak table for sample 6 : SOC FPLC

Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/ul] Calib. Conc. [ng/ul] % Total Observations Aligned Migration Time

k [s]
1 0.0 0.0 0.0 0.0 12.36
2 4 45 0.0 0.0 0.0 Lower Marker  17.00
3 9.1 0.0 0.0 0.0 System Peak  18.61
4 14.8 438 0.0 3.7 20.58
5 27 27.4 0.0 21.0 22.09
ﬂl 6 44.0 98.4 0.0 75.3 25.32
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Figura 7: Eletroforese capilar da diluicio da amostra obtida a partir de 12 pellets (400 mL cada)
induzido em meio SOC em FPLC. Eixo y representa a unidade de fluorescéncia, que é uma medida
relativa a concentracdo de proteina, medida em FU. O eixo x representa a corrida eletroforética, medida
em segundos (s). A concentra¢do da amostra obtida por FPLC foi diluida, a fim de igualar a concentracio
da proteina de interesse e de seus interferentes com a concentracdo da amostra obtida pela purificacio
manual a partir de 2 pellets (400 mL cada) induzidos em meio SOC. Obteve-se a concentracdo 98,4

ng/uL e 75,3% de pureza.
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5.1.2 Verificacao da Influéncia da Conformaciao do Antigeno no Diagnédstico por
ELISA

Para avaliar a influéncia da conformacdo do antigeno no diagndstico, o ELISA
foi feito usando antigeno em condicao nativa ou desnaturada. Os antigenos usados nesse
experimento foram obtidos pela pré-purificacdo B e pelo programa de purificagdo A em
FPLC, usando 12 pellets (400 mL cada) induzidos em meio SOC, com concentragao
876,9 ng/uL e grau de pureza 76,4% (Figura 6B). Para a obtencdo do antigeno em
condicdo nativa foram usados dois protocolos para a renaturacdo da NTPDase-2,
descrito na secdo 4.2. O antigeno desnaturado foi mantido em tampdo de eluicdo,

contendo uréia 8 M.

O ELISA proposto utiliza como antigeno a proteina NTPDase-2, que pertence a
um grupo de enzimas que hidrolisam nucleotideos di e trifosfatados. Sendo assim,
avaliamos se a proteina se encontrava na sua forma nativa medindo sua atividade
enzimatica de hidrdlise de GDP (Figura 8A e 8B). O tampao 2, usado na metodologia
de renaturacdo 2 (se¢do 4.2), possui arginina 1 M, que impede a atividade enzimdtica da
NTPDase-2, portanto, foi feita uma didlise usando tampao de atividade 1x, por 8 horas,
contra um volume 400x maior que o volume da amostra (Bastos, 2014). Apds a didlise,
foi feito um ensaio de Bradford (Bradford, 1976) para medir a concentracdo da proteina
apos esse processo, mas os valores de absorbancias encontrados para as amostras foram
iguais as absorbancias dos brancos, evidenciando que as concentragdes das amostras
eram mais baixas que o limite de detec¢do do Bradford (0,1 — 1,4 mg/mL). Desta forma,
considerou-se que a didlise ndo alterou a concentracdo da enzima. O protocolo de
renaturagdo 1 gerou maiores valores de atividade enzimadtica, ou seja, a enzima ficou
mais proxima da sua estrutura nativa, portanto, este foi o protocolo de renaturacdo mais
eficaz (Figura 8A). Além disso, a renaturacdo por 24 horas foi mais eficiente que a
renaturagdo por 48 horas, ambos a 4° C (Figura 8A). Quanto as dilui¢des, 40x e 50x
(concentragdes iguais a 0,0219 mg/mL e 0,0175 mg/mL) foram as que renderam maior
atividade enzimadtica, ndo existindo diferenca estatistica significativa entre essas
dilui¢des (Figura 8A e 8B). Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica

significativa (Figura 8A e 8B).

Murphy et al. (2003) expressou em sistema bacteriano e caracterizou uma
apirase humana, hSCAN-1, e demonstrou que a concentragdo de proteinas € a principal
variavel para o sucesso do renovelamento de hSCAN-1 desnaturada nos corpos de

inclusdo, sendo que amostras com concentragdes maiores que 0,06 mg/mL resultou em
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precipitacdo durante a didlise e renaturacdo. A concentracdo da amostra obtida apds a
purificacdo no presente trabalho, foi 0,8769 mg/mL, logo, apds as diluicdes as
concentracdes foram, respectivamente 0,175 mg/mL, 0,0877 mg/mL, 0,0438 mg/mL,
0,0292 mg/mL, 0,0219 mg/mL e 0,0175 mg/mL. Nossos resultados confirmam os dados
de Murphy, uma vez que as amostras mais diluidas forneceram os maiores valores de

atividade enzimatica (Figura 8A).

Para a realizacdo do ELISA foram selecionadas as seguintes metodologias de
processamento do antigeno: A) antigeno na conformacdo nativa obtido pelo protocolo
de renaturacdo 1, por 24 horas, diluido 50x; B) antigeno na conformacao nativa obtido
pelo protocolo de renaturacdo 2, por 24 horas, diluido 50x e C) antigeno desnaturado
em uréia 8 M (Figura 8C). A concentracdo do antigeno utilizada foi 0,005 pg/uL, e
testou-se diluindo o antigeno no tampao 1 (T1), usado na renaturacdo 1 e no tampao
carbonato 0,1 M, pH 9,6 (TIC). O mesmo foi feito para o antigeno obtido pela
renaturagdo 2, diluindo o antigeno em tampao 2 (T2) e em tampao carbonato 0,1 M, pH
9,6 (T2C). Foram usados dois soros caninos positivos para LVC, sendo o soro OP
proveniente de Ouro Preto e o soro GV proveniente de Governador Valadares, e um
soro negativo, diluidos 1:40. Avaliou-se ainda o uso de dois diferentes substratos de
desenvolvimento de cor, TBM e do OPD, para revelacdo. O diagnodstico por ELISA
usando proteinas renaturadas ndo se mostrou mais eficaz do que a proteina desnaturada
(Figura 8C), uma vez que o antigeno renaturado ndo aumentou a diferenca de
absorbancia entre os soros positivos e o soro negativo. Isto indica que o reconhecimento
antigeno: anticorpo neste caso nao € preferencialmente dependente da conformacdo do
antigeno. O uso de TMB e OPD nao gerou diferencas significativas, pois ambos
apresentaram a mesma diferenca de absorbancia entre os soros positivos € 0 soro

negativo (Figura 8C).

O valor de cut-off € definido pela média do resultado das amostras negativas
mais duas vezes o desvio padrdao das mesmas, e foi calculado para cada um dos pontos
do grafico 8C. Para uma amostra analisada ser considerada positiva, sua absorbancia
deve ser maior que o cut-off do experimento. A figura 8D mostra que as médias das
absorbancias dos soros positivos menos o cut-off fornecem valores positivos, ou seja,
em todas as condi¢des a absorbancia do positivo foi maior que o cut-off calculado para

cada condigao.
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Figura 8. Avaliacdo da atividade enzimatica da NTPDase-2 em relacdo ao imunodiagnostico por
ELISA. (A) Atividade nucleotiddsica de NTPDase-2 purificada apés protocolo de renaturagdo 1 por 24 e
48 horas, diluida 5x, 10x, 20x, 30x, 40x e 50x e (B) ap6s protocolo de renaturac@o 2 por 24 e 48 horas,
diluida 5x, 10x, 20x, 30x, 40x e 50x. Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica significante, e
simbolos iguais sem diferenca estatistica. C) ELISA utilizando antigeno na forma nativa usando protocolo
de renaturacdo 1 e dilui¢do do antigeno no tampao 1 (T1), usando protocolo de renaturacdo 1 e dilui¢do do
antigeno em tampdo carbonato (T1C), usando protocolo de renaturagdo 2 e diluig¢do do antigeno no
tampdo 2 (T2), usando protocolo de renaturagdo 2 e dilui¢do do antigeno em tampao carbonato (T2C) e o
antigeno desnaturado em 8 M de ureia (8M), todos revelados usando TMB como substrato para revelagido
da cor e o antigeno desnaturado revelado com OPD como substrato. D) Médias das absorbéancias dos

soros positivos menos o cut-off.
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5.1.3 Avaliacio da Qualidade dos Antigenos Produzidos para Uso no
Imunodiagnéstico por ELISA

Para avaliar a influéncia do grau de pureza do antigeno no diagndstico por
ELISA e padronizar a técnica, a proteina recombinante obtida na purificacao por FPLC
e manualmente por batch foi usada como antigeno no ELISA, avaliando diferentes
quantidades de antigeno por poco (0,1 — 0,5 ug) e diferentes dilui¢cdes do soro de caes
positivos e negativos (1:40, 1:80 e 1:160) (Figura 10). O volume usado para cada pogo
na placa de ELISA foi fixado em 100 uL, logo, as concentragdes de antigeno testadas
foram 0,001 — 0,005 pg/uL. O leitor de placa de ELISA usado neste experimento foi o
SpectraMax® M5, cuja faixa de deteccdo € de 10° a 10" molar de fluorescéncia e o
intervalo fotométrico é 0 — 4 ODs, com resolugdo de 0,001 OD.

Usando o antigeno purificado por FPLC, com grau de pureza 76,4%, os valores
de absorbancia obtidos foram entre (0 — 2,5) (Figura 10A). A maior diferenca entre a
média do positivo e o cut-off foi dado usando 0,5 pg de antigeno por pogo e dilui¢do do
soro 1:160, logo, estes valores foram padronizados para o antigeno produzido por FPLC
(Figura 10B). Usando o antigeno purificado manualmente no ELISA, com grau de
pureza 100,0%, os valores de absorbancia gerados foram mais altos (Figura 10C), mas
dentro do intervalo fotométrico do equipamento e as diferengas entre as médias do
positivo e os cut-off foram maiores, o que € desejavel para um diagndstico apurado
(Figura 10D). Para 0,5 pg de antigeno e diluicao do soro 1:40 com antigeno purificado
manualmente, obteve-se resultados proximos para o soro positivo € negativo, com
diferenca entre a média do positivo e o cut-off foi igual 0,1, isto indica um excesso de
antigeno e anticorpos, fazendo que a resposta de absorbancia por unidade de anticorpos
ndo seja linear (Figuta 10D). A maior diferenca entre a média do positivo e o cut-off foi
dado usando 0,1 pg de antigeno e dilui¢ido do soro 1:160, sendo esta a melhor condi¢do
entre as testadas para a purificagdo manual, sendo assim estes valores foram
padronizados para o ELISA. Esses resultados indicam que o grau de pureza do antigeno
influencia no digndstico, uma vez que as diferencas entre os positivos e os cut-off foram

maiores para ELISA realizado com o antigeno purificado manualmente.
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Figura 9: Padronizacio do ELISA. A) Antigeno obtido por FPLC, grau de pureza 76,4%. ELISA
variando a quantidade de antigeno (0,1 — 0,5 ug) e dilui¢cdo do soro positivo e negativo (1:40, 1:80 e
1:160). B) Média da absorbancia do positivo menos o cut-off de cada condi¢io para a amostra do FPLC.
C) Amostra obtida por purificagio manual por batch, grau de pureza 100%. ELISA variando a
quantidade de antigeno (0,1 — 0,5 pg) e diluicdo do soro positivo e negativo (1:40, 1:80 e 1:160). D)
Média da absorbancia do positivo menos o cut-off de cada condicdo para a amostra purificada

manualmente por batch.
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5.1.4 Comparacao entre as purificacoes quanto ao grau de pureza

Como foi discutido acima, o ELISA usando antigeno com maior grau de
pureza, rendeu valores de absorbancia mais distinto entre soros positivos e negativos,
portanto, torna-se necessdrio padronizar um protocolo para a purificagdo do antigeno
usando o FPLC, que possui maior rendimento. Desta forma, os mesmos protocolos para
a producdo do antigeno usando sistema de purificacdo manual (batch) e automatizado
(FPLC), descrito no tépico 4.1, foram realizados usando o meio Luria-Bertani (LB)
(Figura 10). O meio SOC € um meio mais rico em nutrientes que o meio LB, portanto,
espera-se que a producdo proteica em meio SOC seja maior, o que pode também
aumentar a concentracdo de contaminantes. Além disso, o uso de meio LB poderia
reduzir os custos da producdo do antigeno.

Para a purificacdo manual o antigeno foi previamente submetido a pré-
purificacdo A e foram usados 2 pellets de inducao (400 mL). Para purificagdo em FPLC,
o antigeno foi submetido a pré-purificacdo B e ao programa de purificacdo A usando 12

pellets de indu¢do (400 mL cada).
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Figura 10: Cromatograma de purificacio em FPLC da proteina NTPDase-2, usando 12 pellets de
inducido (400 mL cada) em meio LB. A purificagdo foi feita em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de
Ni-agarose em FPLC. O eixo y representa a absorbancia a 280 nm, para quantificacdo proteica, medida
em mAu e o eixo x representa o volume, em mL. A linha verde refere-se a concentragdo de imidazol no

processo de purificacdo. VNL = Volume Nao Ligado; E = elui¢do da NTPDase-2.
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A amostra purificada em sistema manual (batch) referente a 2 pellets de
indu¢do em meio LB foi analisado por eletroforese capilar, a proteina NTPDase-2
apresenta-se em 42,6 kDa, com concentracdo igual a 204,4 ng/uL e 96,5% de pureza
(Figura 11A). A purificagdo manual em meio LB, assim como em meio SOC, rendeu
alto grau de pureza.

A amostra purificada em FPLC, pelo programa de purificacdo A (secdo 4.1.4)
usou 12 pellets de 400 mL induzido em meio LB. A eletroforese capilar apresentou a
proteina de interesse em 43,0 kDa, tendo concentracdo igual a 717,2 ng/uLL e grau de
pureza 83,9% (Figura 11B). O grau de pureza das amostras produzidas em meio SOC e
meio LB em FPLC foram préximas, 76,4% e 83,9%, respectivamente. Ambas as
amostras apresentam um contaminante préximo a 21,0 kDa. Em meio SOC esse
contaminante apresenta concentracdo igual a 1989 ng/uL e representa 17,3% da
amostra, enquanto que em meio LB esse contaminante apresenta 55 ng/uL e representa
6,4% da amostra, no entanto, em meio LB aparecem outros contaminantes, com

menores concentragées.
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Figura 11: Avaliacio por eletroforese capilar da NTPDase-2 purificada em meio LB . A) Amostra
obtida por purificacio manual por batch, referente a 2 pellets (400 mL) induzido em meio LB. A
NTPDase-2 apresenta-se em 42,6 kDa, com concentragdo igual a 204,4 ng/uL e 96,5% de pureza (box
vermelho /seta). B) Amostra obtida por FPLC em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose,
referente a 12 pellets de 400 mL de indugdo em meio LB. A banda referente a proteina NTPDase-2
apresenta-se em 43,0 kDa, com concentracdo igual 717,2 ng/uL e grau de pureza 83,9% (box vermelho

/seta).
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Foi realizada a diluicdo da amostra de FPLC, para comparar o grau de pureza
das amostras purificadas pelos dois métodos, ambas induzidas em meio LB. Esta
diluicdo foi baseada na concentragdo proteica obtida por eletroforese capilar (717,2
ng/uL), e a concentragdo comparativa escolhida foi 141,6 ng/uL, que € a concentragdo
da amostra purificada manualmente em meio SOC, j4 que esta € a amostra mais diluida
entre as analisadas. Essa amostra diluida foi submetida a eletroforese capilar, obtendo a
concentracdo 69,7 ng/uL e 76,0% de pureza (Figura 12).

Novamente, a concentra¢do obtida apds a diluicdo foi mais diluida do que foi
previsto, e assim como a dilui¢do para o meio SOC, o meio LB também foi diluido em
dgua, o que reduziu a molaridade da ureia presente no tampao de 8 M para 1,58 M, e
isto pode ter levado a uma pequena precipitagdo proteica, reduzindo a concentracdo
proteica em solucdo. A amostra obtida por FPLC manteve um grau de pureza menor que
a amostra obtida pela purificacio manual para o meio LB, mesmo em amostras com
concentracdes proximas, confirmando que o menor grau de pureza refere-se ao
protocolo usado. Em comparagdo com o meio SOC, a amostra obtida por meio LB teve
concentracdo e grau de pureza equipardveis, sendo assim, determinou-se que a
padronizacdo para a producdo do antigeno continuaria em meio LB, j4 que este é um

meio mais barato e tdo eficaz quanto o meio SOC para a expressao da proteina desejada.
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Figura 12: Eletroforese capilar da diluicio da amostra obtida a partir de 12 pellets (400 mL)
induzido em meio LB em FPLC. A concentracdo da amostra obtida por FPLC foi diluida, a fim de
igualar a concentracdo da proteina de interesse e de seus interferentes com a concentra¢do da amostra
obtida pela purificacdo manual a partir de 2 pellets (400 mL) induzido em meio SOC (amostra mais

diluida encontrada). Obteve-se a concentragcdo 68,7 ng/uL e 76,0% de pureza (box vermelho/seta).
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Uma nova purificacdo por FPLC foi realizada usando 2 pellets (400 mL)
induzido em meio LB, para verificar se a reducdo da quantidade de amostra aplicada no
equipamento aumentaria o grau de pureza. Esta amostra também foi obtida pelo
processo de pré-purificacdo B (secdo 4.1.2) e pelo programa de purificacio A em FPLC

(secao 4.1.4).

A figura 13A apresenta o cromatograma da purifica¢do, que evidencia a elui¢do
da proteina de interesse (E) como um pico dnico, posterior a elui¢do das proteinas ndo
ligadas a coluna de niquel (VNL). Na eletroforese capilar, a banda referente a
NTPDase-2 apareceu em 40,0 kDa, com concentracdo igual a 356,9 ng/uL e pureza
igual a 73,2% (Figura 13B).
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Figura 13: Perfil proteico da purificacio em sistema automatizado (FPLC) usando 2 pellets (400
mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose. A) Cromatograma de
purificacdo da proteina NTPDase-2. O eixo y representa a absorbancia a 280 nm, para quantificacdo
proteica, medida em mAu e o eixo x representa o volume, em mL. A linha verde refere-se a concentragdo
de imidazol no processo de purificagdo. VNL = Volume Nao Ligado; E = elui¢do da NTPDase-2. B) Na
eletroforese capilar, a proteina € representada pela banda de 40,0 kDa, com concentracdo igual a 356,9

ng/uL e 73,2% de pureza (box vermelho/seta).
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A diluicdo da amostra obtida por FPLC, com 2 pellets (400 mL) induzido
em meio LB, foi aplicada na eletroforese capilar, fornecendo os valores de concentracdao
igual a 16,3 ng/uL e pureza de 80,0% (Figura 14). Esta dilui¢do foi baseada na
concentracdo proteica obtida por eletroforese capilar (356,9 ng/uL), e a concentragdo
comparativa escolhida foi 141,6 ng/uL, que é a concentracdo da amostra purificada
manualmente em meio SOC, j4 que esta € a amostra mais diluida entre as analisadas. A
concentracdo obtida foi 16,3 ng/uL. muito abaixo do que foi calculado (Figura 14). O
grau de pureza foi igual a 80,0%, ou seja, teve um aumento, mas ndo muito significativo

quando comparado com as purezas das amostras realizadas por purificagdo manual.
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Overall Results for sample 8 : 17 diluido

Number of peaks found: 3 Noise: 1.3353

Total Rel Conc: 20.4 ng/ul

Peak table for sample 8 : 17 diluido

Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/pl] Calib. Conc. [ng/pl] % Total Observations Aligned Migration Time

k [s]

1 4 45 0.0 0.0 0.0 Lower Marker  17.00

2 5.5 0.0 0.0 0.0 System Peak 17.44

3 8.5 0.0 0.0 0.0 System Peak  18.54

- 432 163 0.0 80.0 25.29 ]

5 85.3 2.0 0.0 10.0 29.63

6 90.0 2.1 0.0 10.0 30.02

o7 b 2400 60.0 0.0 0.0 Upper Marker  41.00

Figura 14: Eletroforese capilar da diluicio da amostra obtida a partir de 2 pellets (400 mL)
induzido em meio LB em FPLC. A concentracdo da amostra obtida por FPLC foi diluida, a fim de
igualar a concentragdo da proteina de interesse e de seus interferentes com a concentracdo da amostra
obtida pela purificacio manual a partir de 2 pellets referentes a 400 mL de indu¢do em meio SOC
(amostra mais diluida encontrada). Obteve-se a concentra¢do 16,3 ng/uL e 80,0% de pureza (box

vermelho/seta).
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Desta forma, foi feita uma purificacio em FPLC, usando apenas 200 mL de
meio LB (meio pellet de 400 mL), a fim de aumentar a pureza da amostra. A amostra
foi submetida ao processo de pré-purificacdo B (secdo 4.1.2) e a purificagdo em FPLC
usando o programa de purificacdo A (secdo 4.1.4).

O cromatograma da purificacio é apresentado na figura 15A, mostrando a
eluicdo da NTPDase-2 (E) como um pico dnico. A eletroforese capilar desta amostra
apresentou concentracao igual 178,2 ng/uL e pureza igual a 96,6% (Figura 15B). O
aumento da pureza gerado pela reducdo do volume aplicado no FPLC pode ser
justificado pelo aumento na proporcdo de resina de Ni-agarose por volume de amostra

aplicado, favorecendo a ligacdo da proteina de interesse ao niquel.
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Number of peaks found 2 Noise: 1.4208
Total Rel Conc: 184.4 ngiut
Peak table for sample 2 : 200 meio.
Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/ul] Calib. Conc. [ng/pl] % Total Observations Aligned Migration Time
k [s)
1 4 45 0.0 0.0 0.0 Lower Marker  17.00
2 74 0.0 0.0 0.0 System Peak  18.17
) 3 399 178.2 0.0 96.6 24.84
4 82.7 6.2 00 34 29.43
S ) 2400 60.0 0.0 0.0 Upper Marker  41.00

Figura 15: Perfil proteico da purificacdo em sistema automatizado (FPLC) usando 0,5 pellet (400
mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose. A) Cromatograma de

purificacdo da proteina NTPDase-2. O eixo y representa a absorbancia a 280 nm, para quantificag@o

proteica, medida em mAu e o eixo x representa o volume, em mL. A linha verde refere-se a concentragdo

de imidazol no processo de purificagdo. VNL = Volume Niao Ligado; E = eluicio da NTPDase-2. B)

Andlise por eletroforese capilar, a proteina é representada pela banda de 39,9 kDa, com concentragdo

igual a 178,2 ng/L e 96,6% de pureza (box vermelho/seta).
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A diluicdo da amostra gerada por 0,5 pellet relativo a 400 mL de indugdo em
meio LB, assim como nas amostras anteriores, forneceu uma concentracdo bem abaixo
do calculado, 6,8 ng/uLL (Figura 16). Nesta dilui¢do o erro foi maior porque a dilui¢do
foi baseada na concentracdo proteica obtida pelo ensaio de Bradford (Bradford, 1976),
que forneceu o resultado 909 ng/uL, muito acima do valor encontrado pela eletroforese
capilar (178,2 ng/ upL). A concentracio comparativa escolhida foi 141,6 ng/uL
(concentragdo da amostra purificada manualmente em meio SOC, obtida por

eletroforese capilar).

A pureza da amostra diluida atingiu 100,0%, o que € interessante para a
aplicagdo no ELISA, uma vez que o antigeno € diluido antes de ser usado nessa técnica
(Figura 16). No entanto, o volume de amostra aplicada no FPLC e obtido apds a

purificagdo € muito inferior a capacidade do equipamento.

O ensaio de Bradford (Bradford, 1976) envolve a ligacdo do corante
Coomassie blue G-250 as proteinas, produzindo uma solucdo colorida no espectro
visivel. A intensidade da cor deste composto é medida por fotometria de absorbancia a
595 nm (Brady et al., 2015). Tipicamente, solu¢cdes padrdao de soro albumina bovina
(BSA) sao utilizadas para produzir uma curva de calibracdo de absorbancia versus
concentracdo de massa, e isto foi feito para este ensaio. Infelizmente, o pressuposto que
a resposta (absorbancia por unidade de concentracdo) e a sensibilidade do ensaio sao
universais nem sempre € valido, e variabilidade proteina-proteina podem levar a um
excesso ou subestimacdo da concentragdo do analito de proteina (Noble et al., 2009).

A composi¢do proteica também pode gerar viés nos resultados de Bradford,
uma vez que a interagdo proteina-corante € influenciada pelas interacdes eletrostéticas
dos grupos sulfonados do corante com os residuos basicos, arginina, histidina e lisina
(Compton et al., 1985; Moreno et al., 1986). Outro fator que € influenciado pela
composi¢do proteica s@o as interagdes hidrofébicas do corante com os residuos
triptofano, fenilalanina e tirosina (Compton et al., 1985; Fountoulakis et al., 1992). As
proteinas que sdo em grande parte hidrofobicas e/ou t€ém uma proporcdo elevada de
residuos de arginina, lisina e tirosina fornecerdo valores de absor¢cao mais elevados do
que a mesma concentracdo em massa de uma proteina com menor caracter hidrofébico
e/ou com menor nimero de residuos bdsicos. Sendo assim, o resultado obtido por

eletroforese capilar € mais confidvel que o ensaio de Bradford.
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Peak table for sample 4 : 200 meio diluido
Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/ul] Calib. Conc. [ng/ul] % Total Observations Aligned Migration Time
k [s]
1 4 45 0.0 0.0 0.0 Lower Marker  17.00
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Figura 16: Eletroforese capilar da diluicdo da amostra obtida por FPLC partir de 0,5 pellet (400

mL) induzido em meio LB. Obteve-se a concentracdo 6,8 ng/uL e 100,0% de pureza (box

vermelho/seta).
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Com o objetivo de manter o grau de pureza da amostra proximo a 100,0% e
aumentar a quantidade de amostra aplicada, foi feita uma purificacdo com gradiente de
tampao de eluicdo usando 1 pellet referente a 400 mL de inducdo em meio LB. Para
isto, o pellet (400 mL) induzido em meio LB foi submetido a pré-purificacao B (secao
4.1.2) e purificado em FPLC usando o programa de purificacio B (secdo 4.1.4). O
imidazol tem afinidade pelo niquel presente na coluna de cromatografia, e apds a
aplicacdo da amostra no equipamento € feita uma lavagem com tampao contendo 10
mM de imidazol a fim de retirar as proteinas ndo ligadas a coluna (VNL). Essa
molaridade de imidazol permite que a proteina de interesse se ligue a coluna e dificulta
as ligacoes inespecificas. Apds a lavagem, € feita a eluicdo usando o tampdo contendo
300 mM de imidazol. Essa molaridade faz com que as proteinas se desliguem da coluna,
uma vez que o niquel se ligard ao imidazol. Em todas as purificagdes realizadas até o
momento, a eluicdo se iniciava com a passagem de 100% do tampado de eluicdo
contendo 300 mM de imidazol (programa de purificacdo A, sec¢do 4.1.4). Nesta nova
purificacdo proposta, a eluicdo foi realizada aumentando gradativamente a quantidade
de tampdo de eluicdo. O cromatograma gerado ndo teve nenhum pico de proteina
purificada. Uma possivel explicacdo para isto é que a proteina pode ter sofrido
mudancas conformacionais a medida que aumentava a concentracdo de imidazol, e ndo

se desligou da coluna, nem mesmo quando atingiu 100% do tampao de eluicao.

Sendo assim, a coluna de cromatografia foi lavada novamente com o tampao
contendo 10 mM de imidazol, e posteriormente foi usado 100% do tampao de eluigdo
contendo 300 mM de imidazol, para verificar se 0 aumento brusco na concentracdo de
imidazol seria capaz de desligar as proteinas da coluna. O cromatograma apresenta um
pico de purificacdo de proteina apds a aplicacdo do tampao de eluicdo e a amostra foi
chamada de pds-gradiente (Figura 17A). O volume ndo ligado (VNL) apresenta-se
como um pequeno pico, uma vez que as proteinas ndo ligadas ja foram eluidas
anteriormente. O pico referente a proteina purificada (E) também foi menor do que os

que foram gerados nas purificagdes anteriores.

A eletroforese capilar da amostra pds-gradiente forneceu valores abaixo do
limite de detec¢do da técnica (14 ng/uL), uma vez que ndo apareceu nenhuma banda
proteica na amostra, os picos gerados sdo apenas picos do sistema, referente aos padroes
internos (Figura 17B). A proteina NTPDase-2 pode ter sido eluida aos poucos, durante a

purificagcdo com gradiente de tampdo de elui¢do, ndo gerando nenhum pico devido a
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diluicdo da amostra. Conclui-se entdo, que este processo ndo € conveniente para a

purificacdo da NTPDase-2.
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Figura 17: Perfil proteico da purificacdo pos-gradiente de tampao de eluicio em FPLC usando 1
pellet de 400 mL induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose. A)
Cromatograma de purificagdo da proteina NTPDase-2 apds o gradiente de tampao de eluicdo. O eixo y
representa a absorbancia a 280 nm, para quantificagdo proteica, medida em mAu e o eixo x representa o
volume, em mL. A linha verde refere-se a concentragdo de imidazol no processo de purificacdo. VNL =
Volume Nao Ligado; E = eluicdo da NTPDase-2. B) Andlise por eletroforese capilar da amostra obtida
apods gradiente de tampdo de eluicdo. Nao apareceu nenhuma proteina na amostra, apenas picos do

sistema (box vermelho).
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Uma nova estratégia de purificacdo foi testada usando steps (incrementos) de
20% no tampao de eluicdo e foi utilizado um pellet de 400 mL de indu¢do em meio LB.

A amostra foi submetida a pré-purificacdo B e a purificacgdo em FPLC usando o

programa de purificagdo C (sec¢do 4.1.4).

Ap6s a lavagem iniciou-se a elui¢do com 20% de tampao de elui¢do e 80% de
tampao de lavagem. Apds a passagem de 30 mL (um volume e meio de coluna), a
eluicdo seguiu com 40% de tampao de elui¢do e 60% de tampao de lavagem, seguindo
assim até atingir 100% de tampao de eluicdo, o que € ilustrado pela linha verde no
cromatograma (Figura 18A). O cromatograma apresentou dois picos de purificagdo,
sendo um dos picos em 20% de tampao de eluicdo (P1) e o outro em 40% de tampao de

eluicdo (P2) (Figura 18A).

A eletroforese capilar da amostra P1, apresenta uma banda de 41,2 kDa
representando a NTPDase-2, cuja concentracdo € 25,2 ng/uL e o grau de pureza é
63,7% (Figura 18B). A amostra P2 também foi analisada por eletroforese capilar,
gerando valores de concentracdo e grau de pureza semelhantes ao P1 (dado ndo
mostrado). A amostra possui mais trés bandas proteicas que podem ser contaminantes,
em 19,9; 60,7 e 99,0 kDa, com purezas iguais a 18,1; 9,6 e 8,9, respectivamente (Fig.
12B). Desta forma, € necessaria uma metodologia de purificacdo que retire ou diminua a
quantidade destes contaminantes. A metodologia de steps de 20% nao trouxe melhorias

ao processo de purificacao.
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Figura 18: Purificacio da proteina NTPDase-2 em FPLC com steps de 20% de tampao de eluicio,
usando 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose.
A) Cromatograma de purificagdo apresenta dois picos de eluicdo (P1 e P2). O eixo y representa a
absorbéncia a 280 nm, para quantificacdo proteica, medida em mAu e o eixo x representa o volume, em
mL. A linha verde ilustra a concentragdo de imidazol no processo de purificagdo. VNL = Volume Nao
Ligado; P1 = pico 1; P2= pico 2. B) Eletroforese capilar da amostra obtida, a banda de 41,2 kDa
representa a NTPDase-2, cuja concentracdo € 25,2 ng/uL e o grau de pureza é 63,7% (box vermelho,
sseta). A amostra possui mais trés bandas referentes a possiveis contaminantes, em 19,9; 60,7 e 99,0 kDa,

com purezas iguais a 18,1%; 9,6% e 8,9%, respectivamente.
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Uma nova purificacao foi realizada usando apenas dois passos de elui¢do, sendo
que os primeiros 30 mL da eluicdo foram feitos usando 20% de tampao de eluicdo e
80% do tampao de lavagem, e em seguida foi usado 100% do tampao de eluicdo, de
acordo com o programa de purificagdo D em FPLC (descrito na se¢do 4.1.4). A amostra

foi previamente submetida ao processo de pré-purificagdo B (secdo 4.1.2).

A mudanca brusca da molaridade de imidazol foi feita para ndo permitir que a
proteina altere gradativamente sua conformacdo e permaneca ligada a coluna, como
pode ter acontecido na purificagdo com gradiente de tampao de elui¢do. A linha verde
no cromatograma ilustra os passos da elui¢do (Figura 19A). O objetivo € avaliar se os
possiveis contaminantes visualizados na purificagcdo com step de 20% de tampado de
eluicdo (Figura 18), podem ser eluidos em 20% de tampao de elui¢do, e a proteina

NTPDase-2 eluida em 100% de tampao de eluicdo.

O cromatograma de purificacio apresentou dois picos de purificacdo,
denominado como P1 e P2, sendo que P1 foi obtido em 20% de tampao de elui¢do e P2

em 40% de tampao de elui¢do (Figura 19A).

A eletroforese capilar do P2 apresenta a proteina de interesse em 40,4 kDa e
forneceu concentragdo igual a 40,5 ng/uL e pureza de 62,6% (Figura 19B). Novamente
a concentracdo e o grau de pureza encontrados foram menores que o esperado, isto

indica que essa estratégia de purificacdo ndo foi efetiva para eliminar os contaminantes.
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Peak table for sample 9 : P 2.2 -step 100
Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/ul] Calib. Conc. [ng/ul] % Total Observations Aligned Migration Time

k [s]
1 4 45 0.0 0.0 0.0 Lower Marker 17.00
2 6.6 0.0 0.0 0.0 System Peak  17.88
3 7.8 0.0 0.0 0.0 System Peak 18.34
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Figura 19: Purificacido da proteina NTPDase-2 em FPLC usando dois passos de eluicao, 20% de
tampao de eluicio e 100% de tampao de eluicido, usando 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB em
coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose. A) Cromatograma de purifica¢do apresenta dois picos
de purificacdo (P1 e P2). O eixo y representa a absorbancia a 280 nm, para quantificacdo proteica, medida
em mAu e o eixo x representa o volume, em mL. A linha verde ilustra a concentracdo de imidazol no
processo de purificacdo. VNL = Volume Nao Ligado; P1 = pico 1; P2= pico 2. B) Eletroforese capilar da
amostra obtida, a banda de 40,4 kDa representa a NTPDase-2, cuja concentracio € 40,5 ng/uL e o grau de

pureza é 62,6% (box vermelho, seta).

64



Outra metodologia testada foi aumentar a molaridade de imidazol do tampao de
lavagem de 10 mM para 70 mM. A amostra foi submetida a pré-purificacao B e pelo
programa de purificagdo A em FPLC. O uso de 70 mM de imidazol no tampdo de
lavagem permitiria que possiveis contaminantes saissem no volume ndo ligado (VNL).

O cromatograma gerado ndo possui um pico expressivo (Figura 20A).

Devido a um erro durante a corrida na eletroforese capilar, em que o sinal éptico
da amostra foi muito alto, os dados de concentragdo e pureza das proteinas ndo estdao
confidveis, mas pode-se verificar que nao existe nenhuma banda com tamanho préximo
de 43 kDa, que pudesse indicar a proteina de interesse, logo a metodologia nao foi
eficaz para a purificagdo dessa proteina (Figura 20B). Isto indica que possivelmente, 70
mM de imidazol € suficiente para desligar a proteina NTPDase-2 da coluna de
purificacdo, sendo eluida no volume nao ligado (VNL) juntamente com as demais

proteinas.
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Peak table forsample 7 :  _tampao A 70 mM

:ea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/pl] Calib. Conc. [ng/pl] % Total Observations [Aligned Migration Time
s
1 4 45 0.0 0.0 0.0 Lower Marker 17,00
2 5.4 0.0 0.0 0.0 System Peak 17.40
3 73 0.0 0.0 0.0 System Peak 18.15
4 8.2 0.0 0.0 0.0 System Peak 1845
5 135 80.4 0.0 4.7 20.25
6 348 148.8 0.0 8.7 24,10
7 58.7 76.2 0.0 45 27.30
8 62.6 58.% 0.0 34 27.80
9 66.1 161.6 0.0 9.4 26.10
10 74.2 96.0 0.0 5.6 28.75
11 81.6 2783 0.0 163 29.35
12 98.6 110.8 0.0 6.5 30.75
13 105.3 1331 0.0 78 3135
14 113.1 1148 0.0 6.7 32,05
15 126.5 276 0.0 16 33.25
16 1349 223 0.0 13 34.00
17 169.9 25.9 0.0 1.5 36.60
18 177.9 16.2 0.0 0.9 37.10
19 193.8 360.2 0.0 211 38.10
20 p 2400 0.0 0.0 0.0 Upper Marker 41,00

Figura 20: Purificacio da NTPDase-2 em FPLC, usando tampao de lavagem com 70 mM de
imidazol e 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-
agarose. A) Cromatograma de purificagdo da proteina NTPDase-2. O eixo y representa a absorbancia a
280 nm, para quantificacio proteica, medida em mAu e o eixo x representa o volume, em mL. A linha
verde refere-se a concentra¢do de imidazol no processo de purificacdo. VNL = Volume Nao Ligado; E =
eluicdo da NTPDase-2. B) Eletroforese capilar da amostra obtida nio apresenta nenhuma banda com
tamanha préximo ao da proteina de interesse, 43 kDa. Os dados de concentragdo e pureza ndo estdo

confidveis devido a um erro durante a corrida eletroforética.
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Uma das formas de eliminar contaminantes e aumentar a pureza da amostra
purificada € acrescentar etapas de ultracentrifugacdo ao processo. A ultracentrifugacio
garante que apenas as particulas soliiveis permanecerdo no sobrenadante. Sendo assim,
foram testadas duas metodologias incluindo ultracentrifugacdo. Na primeira
metodologia, a amostra foi submetida a pré-purificacdo C (secdo 4.1.2) e purificada
segundo o programa de purificacdo A em FPLC (secdo 4.1.4). Neste processo 0s passos
de centrifugacdo da pré-purificacdo B (12.000 x g por 10 minutos) foram substituidos

pela ultracentrifugacio (197.000 x g por 40 minutos).

Na segunda metodologia, a amostra foi submetida a pré-purificacio D (se¢do
4.1.2) e purificada segundo o programa de purificacdo A (secdo 4.1.4). Neste processo,
a ultracentrifugacao (197.000 x g por 40 minutos), foi adicionada ao protocolo de pré-
purificacdo B (secdo 4.1.2). As duas metodologias foram feitas usando um pellet de 400

mL de indu¢do em meio LB.

Os cromatogramas das duas purificacdes estdo na figura 21, sendo que a figura
21A refere-se a amostra obtida pela pré-purificacdo C e a figura 21B refere-se a amostra
obtida pela pré-purificacdo D. Embora o pico do cromatograma na figura 21B pareca
maior, a escala do grafico € menor, porque neste processo o volume nao ligado é menor,
atingindo apenas 800 mAU, enquanto que na figura 21A, o volume ndo ligado atinge

mais de 1500 mAU. Logo, os dois picos sdo similares.
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Figura 21: Cromatograma da purificacio da NTPDase-2 em FPLC, apés ultracentrifugacao prévia,
usando coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de Ni-agarose e 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB.
A) Substituicdo das centrifugacdes convencionais por ultracentrifugacido (pré-purificacdo C). B)
Acréscimo do processo de ultracentrifugacio (pré-purificacdo D). Os picos gerados possuem alturas
compativeis, uma vez que as escalas dos dois graficos sdo diferentes. Os eixos y representam a
absorbancia a 280 nm, para quantificacéo proteica, medida em mAu e os eixos x representam os volumes,
em mL. As linhas verdes referem-se a concentracdo de imidazol no processo de purificagdo. VNL =

Volume Nio Ligado; E = elui¢do da NTPDase-2.
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Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese capilar. A amostra
obtida pela pré-purificacdo C, a banda referente a proteina de interesse apresentou-se
em 41,9 kDa, com concentragdo igual a 171,6 ng/uL e grau de pureza 93,6% (Figura
22A). Enquanto que a amostra obtida pela pré-purificagdo D, a NTPDase-2 apareceu em
42,0 kDa, com concentracdo igual a 195,4 ng/uL e grau de pureza de 90,6% (Figura
22B). Ambos os processos foram eficientes para obtencdo de alto grau de pureza das
amostras, sendo que o primeiro processo foi mais rdpido que o segundo, uma vez que

elimina algumas etapas.
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Figura 22: Eletroforese capilar das amostras submetidas a ultracentrifugaciao prévia a purificacao
em FPLC usando 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB, em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) de
Ni-agarose. A) Substituicio das centrifugacdes por ultracentrifugacdo (pré-purificagcdo C). A banda
referente a proteina NTPDase-2 apresenta-se em 41,9 kDa, com concentragdo igual 171,6 ng/uL e grau
de pureza 93,6% (box vermelho, seta). B) Acréscimo da ultracentrifugagdo (pré-purificacdo D). A
NTPDase-2 apresenta-se em 42,0 kDa, com concentracdo igual a 195,4 ng/uL e 90,4% de pureza (box

vermelho, seta).
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As duas amostras obtidas por ultracentrifugacdo, foram diluidas e submetidas
novamente a eletroforese capilar, a fim de avaliar se o grau de pureza iria se manter alto
quando a protefna for diluida para aplicagao no ELISA. Além disso, foi avaliado se o
grau de pureza se aproximava das purificacdes manuais quando as amostras eram
diluidas. A dilui¢do foi realizada com base nos resultados do ensaio de Bradford (1045 e
1098 ng/uL, respectivamente), e foi ajustado para 141,6 ng/uL, a menor concentragdao

das amostras purificadas manualmente.

Na eletroforese capilar da amostra obtida pela pré-purificacdo C diluida, a banda
referente a proteina NTPDase-2 apresentou-se em 43,3 kDa, com concentragdo igual
36,1 ng/uL e grau de pureza 78,4% (Figura 23A). Na amostra obtida pela pré-
purificacdo D diluida, a NTPDase-2 apresentou-se em 43,5 kDa, com concentra¢io
igual a 50,6 ng/uL e 94,1% de pureza (Figura 23B). As concentra¢Oes encontradas
foram bem mais baixas que o esperado, uma vez que a diluicdo foi ajustada com base
nos resultados do ensaio de Bradford, que superestimou a concentragdo proteica. A
amostra obtida pela pré-purificacdo C, teve uma queda no grau de pureza quando foi
diluida, enquanto que a amostra obtida por pré-purificacio D manteve o grau de pureza
alto, sendo a melhor metodologia encontrada para conciliar maior volume aplicado no

FPLC e alto grau de pureza.
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Figura 23: Eletroforese capilar das amostras diluidas submetidas a ultracentrifugacio prévia a
purificacdo em FPLC usando 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB, em coluna HisPrep FF 16/10
(20 mL) de Ni-agarose. A) Substituicdo das centrifugacdes por ultracentrifugagdo (pré-purificagdo C). A
banda referente a proteina NTPDase-2 apresentou-se em 43,3 kDa, com concentracdo igual 36,1 ng/uL e
grau de pureza 78,4% (box vermelho, seta). B) Acréscimo d a ultracentrifugagdo (pré-purificagdo D).

NTPDase-2 apresenta-se em 43,5 kDa, com concentragdo igual a 50,6 ng/uL e 94,1% de pureza (box

vermelho, seta).




Foi testada também, a mesma metodologia aplicando 0,5 pellet (400 mL)
induzido em LB em FPLC com coluna de purificacdo HisTrap FF crude (1 mL) de Ni-
agarose. O cromatograma desta purificacdo € mostrado na Figura 24A. Na eletroforese
capilar a NTPDase-2 apresentou-se na banda de 49,4 kDa, com concentragdo igual a
394,4 ng/uL e grau de pureza é 58,6% (Figura 24B). A amostra ndo forneceu grau de
pureza elevado como na purificagdo usando a coluna de 20 mL. Logo, a coluna HisTrap
FF crude (1 mL) ndo é adequada para a purificacdo da proteina de interesse com alto

grau de pureza nestas condi¢des.

73



A)

«
g

Abs UV (mAu)

} / ~J
7 R 7 S T R T B ) n —= e .
T
Volume (mL)
B)
= R N
3 2001 3
L4
o
g
;.5 504 \\?
=
. > JR—
o 100 > &
o o’
= o
=1
_g 504 e o
= o o ) 5 : o K-y
= ® & 9 & g AT
. |
0
=
T L T L T L] T L
15 2 2% % 3 ) 'y ts).
Tempo de corrida eletroforética L
Overall Results for sample 6 : _purificado coluna 1 mi
Number of peaks found: n Nose: aTae7
Total Rl Cone 8728 npil

Peak table for saple 6 : _purificado coluna 1 ml
Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/pl] Calib, Conc. [ng/pl] % Total Observations Aligned Migration Time

k ts]

: 28 00 00 00 1553
2 445 00 00 0.0 Lower Macker 1700
3 65 0.0 00 0.0 Sysem Pesk 1805
4 B4 0.0 00 0.0 Syster Pesk  18.76
s 114 0.0 00 00 System Pesk 1985
3 14.9 128 00 28 PIRH
? 185 71 00 10 2170
8 214 126 00 19 213

q 3 94 3344 0.0 506 %03 |

10 T3 33 o0 5 oA ]
1 844 1784 00 265 2945
12 1100 55 00 08 3164
13 153.2 161 00 24 544
14 1888 138 0.0 20 7
15 2000 33 00 14 3843
16 2074 78 0o 11 3851
17 b 2400 0.0 0.0 0.0 Upper Marker _ 41.00

Figura 24: Cromatograma da purificacio em FPLC em coluna HisTrap FF crude (1 mL) de Ni-
agarose de 1 mL, aplicando 0,5 pellet (400 mL) induzido em meio LB. A) Cromatograma da
purificacdo apresentou um pico unico de purificacdo (E). Os eixos y representam a absorbancia a 280 nm,
para quantificacdo proteica, medida em mAu e os eixos x representam os volumes, em mL. As linhas
verdes referem-se a concentracdo de imidazol no processo de purificagdo. VNL = Volume Nao Ligado; E
= eluicdo da NTPDase-2. B) Eletroforese capilar da amostra obtida, a banda de 49,4 kDa representa a
NTPDase-2, cuja concentracio € 394,4 ng/uL e o grau de pureza € 58,6%.
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Foi realizado o rendimento para a purificacdo em FPLC usando 0,5 pellet e 1
pellet, referentes a 400 mL de indu¢do em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20
mL) de Ni-agarose. As concentracdes foram obtidas pelo ensaio de Bradford. A tabela 2
apresenta os volumes e as concentragdes de cada etapa da purificacdo de 0,5 pellet (400
mL) induzido em meio LB. O extrato foi diluido 20 vezes para fazer o ensaio de
Bradford, a fim de ndo extrapolar o limite de deteccdo do ensaio. Apds a diluicdo, a
concentracdo encontrada para o extrato foi 1,459 mg/mL, multiplicando por 20, tem-se
a concentracdo de proteinas totais do extrato, 29,197 mg/mL. A quantidade de proteina
em cada etapa foi calculada multiplicando o volume pela concentracdo da amostra de
cada etapa. As lavagens seguidas pelas centrifugacdes geraram os sobrenadantes 1, 2 e
3. A amostra purificada obtida teve concentracdo igual a 0,717 mg/mL, e volume de 2,7
mL. Logo, o obteve-se 1,936 mg de proteina purificada a partir de 200 mL de indugdo
em meio LB por essa metodologia, extrapolando este valor para 1 L de meio, tem-se
9,68 mg/LL de meio LB. O rendimento da purificagdo foi 2,88%, um vez que obteve-se

1,936 mg de proteina purificada a partir de 67,154 mg de proteinas.

Tabela 2: Rendimento da purificacio em FPLC usando 0,5 pellet (400 mL)
induzido em meio LB, em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL). Concentracoes

baseadas no ensaio de Bradford (Bradford, 1976).

Etapa Volume (mL) Concentracao Quantidade de
(mg/mL) proteinas (mg)
Extrato diluido 20x 2,3 1,459 67,154
1,459 x 20 = 29,197
Sobrenadante 1 2 1,457 2914
Sobrenadante 2 19 0,645 12,274
Sobrenadante 3 21 0,245 5,145
Solubilizado 21 0,682 14,322
Purificado 2,7 0,717 1,9359
Rendimento 2,88%
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A tabela 3 apresenta os volumes e as concentragdes de cada etapa da purificacao
de 1 pellet (400 mL) induzido em meio LB usando a coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL)
de Ni-agarose. Assim como na tabela anterior, a concentracdo do extrato foi medida
com a amostra diluida 20 vezes. Apds a diluicdo, a concentracdo encontrada para o
extrato foi 1,321 mg/mL, multiplicando por 20, tem-se a concentracdo de proteinas
totais do extrato, 26,42 mg/mL. A amostra purificada obtida teve concentracio igual a
0,507 mg/mL, e volume de 7,0 mL. Logo, obteve-se 3,549 mg de proteina purificada
em 400 mL de meio LB, extrapolando este valor para 1 L de meio, tem-se 8,873 mg/L
de meio LB. O rendimento da purificacdo foi 2,58%, um vez que obteve-se 3,549 mg de
proteina purificada a partir de 137,384 mg de proteinas. Sendo assim, a purificacao
usando 400 mL de indu¢do em meio LB rendeu 10, 41% menos do que usando 200 mL

de indu¢do em meio LB.

Tabela 3: Rendimento da purificacio em FPLC usando 1 pellet (400 mL) induzido
em meio LB, em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL). Concentracoes baseadas no

ensaio de Bradford (Bradford, 1976).

Concentraciao Quantidade de
Etapa Volume (mL)
(mg/mL) proteinas (mg)
1,321
Extrato diluido 20x 5,2 137,384
1,225 x20=26,42
1° sobrenadante 5,3 1,676 8,8828
2° sobrenadante 20 1,398 27,960
3° sobrenadante 20 0,815 16,300
Solubilizado 19 1,160 22,04
Purificado 7 0,507 3,549
Rendimento 2,58%
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A tabela 4 apresenta um resumo com todos os resultados obtidos de
concentracdo e grau de pureza obtidos pela eletroforese capilar, e rendimento para todas

as metodologias testadas.

Tabela 4: Resumo dos resultados de concentracio e pureza para todas as
metodologias testadas. A sigla LD refere-se ao Limite de Detec¢do da técnica e a sigla
NC significa resultado Nao Confidvel, devido a erro na eletroforese capilar. O simbolo
(*) indica que o rendimento foi calculado com base no ensaio de Bradford (Bradford,

1976), os demais resultados foram calculados pela eletroforese capilar.

Concentracao Pureza
Rendimento por
NTPDase-2 NTPDase-2
Metodologia litro de inducio
Eletroforese Eletroforese
) ) (mg/L)
capilar (ng/ nL) capilar (%)
FPLC
876,9 76,4 2,01
Meio SOC / 12 pellets
Dilui¢io 98,4 75,3
Manual
141,6 100,0 0,354
Meio SOC/ 2 pellets
FPLC
717,2 83,9
Meio LB / 12 pellets
Dilui¢io 69,7 76
Manual
204.,4 96,5
Meio LB / 2 pellets
FPLC
356,9 73,2
Meio LB / 2 pellets
Dilui¢do 16,3 80
FPLC
8,87*
Meio LB / 1 pellet
FPLC
178,2 96,6 9,68 *
Meio LB /0,5 pellet
Diluigdo 6,8 100,0
FPLC
Abaixo LD
Meio LB / 1 pellet/ Gradiente
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FPLC
Meio LB /1 pellet / Steps de 25,2 63,7

20% tampao de eluicdo

FPLC
Meio LB /1 pellet 20% e 100% 40,5 62,6

de tampao de elui¢do

FPLC
Meio LB/ 1 pellet /Tampao de NC NC
lavagem com 70 mM

FPLC
Meio LB / 1 pellet 171,6 93,6

Pré-purificacdo C

Diluicao 36,1 78,4

FPLC
Meio LB/ 1 pellet 195,4 90,6

Pré-purificacao D

Diluicao 50,6 94,1

FPLC
Meio LB / 1 pellet 3944 58,6
Coluna de 1 mL

Os dados da tabela acima evidenciam que o processo de purificacdo em sistema
manual (batch) fornece amostras com maior grau de pureza do que as amostras obtidas
por sistema automatizado (FPLC), uma vez que o uso de 2 pellets em meio LB forneceu
grau de pureza igual a 96,5% para o sistema manual e 73,2 para o sistema automatizado.
No entanto, o processo de purificagio em FPLC possibilita o uso de grandes
quantidades de amostra e apresenta rendimento maior do que o sistema manual (0,354
mg/L para a purificacdo manual com uso de 2 pellets e 9,86 mg/L para a purificacdo em
FPLC com uso de 0,5 pellet). Além disso, a quantidade de amostra aplicada no FPLC
influencia os resultados de pureza e rendimento da técnica, sendo que o uso de 0,5 pellet
relativo a 400 mL de inducdo em meio LB forneceu altos valores de pureza e

rendimento.

Os dois meios de indugdo testados nao resultaram em aumento na concentracao
ou no grau de pureza das amostras obtidas, sendo assim a indugdo foi padronizada em
meio LB, uma vez que este meio de cultivo é mais barato.
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A purificagdo em FPLC com gradiente de tampao de eluicdo, com o uso de steps
de 20% de tampao de elui¢do, com dois passos de eluicdo em 20% e 100% de tampao
de eluicdo e o uso de tampao de lavagem com 70 mM de imidazol ndo foram adequadas
para o processo de purificagdo usado, uma vez que ndo forneceram melhorias na

concentracdo ou no grau de pureza das amostras.

A pré-purificacdo C (substituicdo da centrifugacdo por ultracentrifugacdo)
aumentou o grau de pureza da amostra (93,6%). No entanto, quando a amostra foi
diluida o grau de pureza foi reduzido (78,4%), o que torna o processo invidvel para uso
no ELISA, uma vez que esta técnica usa o antigeno diluido. J4 a pré-purificacdo D
(acréscimo da ultracentrifugacdo), forneceu alto grau de pureza da amostra, que se
manteve apos a diluicdo. Sendo assim, o acréscimo da ultracentrifugacdo é uma forma

de obter alto grau de pureza associado a maior quantidade de proteina purificada.

A substituicdo da coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) pela coluna HisTrap FF
crude (1 mL), ambas de resina de Ni-agarose, ndo forneceu alto grau de pureza,

portanto, ndo € ideal para obtencdo do antigeno.
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5.1.5 Estabilidade da proteina NTPDase-2 purificada

A fim de avaliar a estabilidade da proteina NTPDase-2 purificada, foram feitas
quatro purificagdes. A amostra foi submetida a pré-purificacdo B e purificada em FPLC
segundo o programa de purificacdo A usando a coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) e
aplicando 0,5 pellet (400 mL) induzido em meio LB. A figura 25A mostra o
cromatograma de uma das purificacdes, que apresenta o volume ndo ligado (VNL)
seguido por um pico Unico de referente a eluicdo da proteina (E). A eletroforese em
SDS-PAGE revelou a presenca de uma tnica banda de proteinas com alto grau de

enriquecimento em relacao aos contaminantes (Figura 25B).
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Figura 25: Perfil proteico das purificacdes no TO de estabilidade. A) Cromatograma de purificacio da
proteina NTPDase-2, usando 0,5 pellet (400 mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20
mL) em FPLC. O eixo y representa a absorbancia a 280 nm, para quantificagio proteica, medida em mAu
e 0 eixo X representa o volume, em mL. A linha verde refere-se a concentra¢éio de imidazol no processo
de purificagdo. VNL = Volume Nao Ligado; E = eluicdo da NTPDase-2. B) SDS-PAGE 12% corado com
Comassie blue, a terceira canaleta refere-se ao marcador, as demais canaletas referem-se as purificagdes.

As bandas referentes a proteina de interesse apresentam-se em 43 kDa.
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Cada purificacdo gerou, em média 2,7 mL de proteina purificada, que foi unido
em um pool com aproximadamente 10,8 mL. Essa amostra foi dividida em 154 tubos de
0,5 mL, cada um contendo 70 puL. Metade dessas amostras foi mantida em solugdo,
enquanto que a outra metade foi liofilizada. As amostras em solug¢ao e liofilizadas foram
mantidas a 22° C, 4° C e -20° C. O monitoramento da proteina foi realizado por SDS-
PAGE 12% (Figura 26) e pelo ensaio de Bradford (Tabela 5). O SDS-PAGE apresenta
cada uma das condicdes testadas no TO e representa as condi¢cdes da proteina no inicio
do experimento de estabilidade (Figura 26A). A concentracdo de cada uma das
condicdes testadas foi obtida pelo ensaio de Bradford, TO (zero dias), T1 (14 dias), T2
(28 dias) e T3 (42 dias), e continuardo a serem medidas a cada 14 dias, por um ano ou
até que a proteina seja degradada (Tabela 5). O ensaio de Bradford no TO indica que a
concentracdo das amostras liofilizadas € significativamente menor que a concentragao
das amostras em solucdo, isso ocorreu, provavelmente, devido a perda de amostra

durante o processo de liofilizacdo.
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Figura 26: Analise da estabilidade da proteina NTPDase-2 por SDS-Page 12%.
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Tabela 5: Analise da estabilidade proteica da rNTPDase-2 mantidas em diferentes
condicoes dosada pelo ensaio de Bradford. TO (zero dias), T1 (14 dias), T2 (28 dias) e

T3 (42 dias). O simbolo (*) representa perda de concentracdo proteica significativa em

relacdo a TO.

Condicao TO (mg/mL) | T1 (mg/mL) | T2 (mg/mL) T3 (mg/mL)
Solugdo 22° C 0,407 £ 0,024 | 0,419 £ 0,040 | 0,347 +£0,010 | 0,255 +0,091*
Solugdo 4° C 0,451 £ 0,059 | 0,389 + 0,022 | 0,398 +0,031 | 0,321 +0,047*
Solugdo -20° C 0,428 £ 0,024 | 0,493 £ 0,027 | 0,304 £0,064* | 0,181 +0,037*
Liofilizado 22° C 0281 £ 0,041 0,177 + 0.166 + 0.039* 0,097 + 0,020%*

0,024*
Liofilizado 4° C 0,272 £0,041 | 0,317 £0,087 | 0,166 £0,007 | 0,114 +0,013*
Liofilizado -20°C | 0,281 £0,023 | 0,310 £ 0,046 | 0,639 +£0,037 | 0,150 +0,023*

Os dados da tabela mostram que houve perda significativa da concentragdo
proteica nos primeiros 14 dias (T1) apenas para a amostra mantida liofilizada a 22° C.
Em 28 dias (T2) as amostras mantidas em solucdo a -20° C e liofilizada a 22° C tiveram
perda de concentracdo proteica. Para a amostra liofilizada a -20° C (valor sublinhado) a
concentracdo proteica aumentou, sugerindo um erro técnico durante o ensaio de

Bradford, no entanto, em T3 essa amostra teve perda proteica significativa.

As melhores condicdes de armazenamento para a rNTPDase-2 em solugdo sdo a
4° C e a 22° C, sendo que quando essas duas amostras sdo comparadas ap6s 42 dias (T3)
ndo apresentam diferenca entre elas. Para as amostras liofilizadas, as melhores

condi¢des de armazenamento sdo a 4° C e a -20° C.

Comparando todos os valores de concentracdo fornecidos apds 42 dias (T3), as
melhores condi¢des de armazenamento, que tiveram menor perda proteica, foram em
solugdo a 4° C e a 22° C. Essas condi¢Oes sdo mais ficeis de serem mantidas para o
trabalho de campo, e representardo uma vantagem no uso da rNTPDase-2 como

antigeno no teste imunocromatografico para o diagndstico em campo da LVC.
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5.2 Padronizacao do Diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) por
Imunocromatografia usando o Antigeno NTPDase-2 de Leishmania infantum

chagasi

O protétipo do kit de diagndstico por imunocromatografia desejado se encontra
na figura 27. A membrana da amostra seria o local de aplicagdo do soro do cdo. Para o
conjugado com ouro coloidal foi testada a proteina A de Staphylococcus aureus e a anti-
IgG de cdo. Na linha teste pretende-se adicionar o antigeno recombinante NTPDase-2
de Leishmania infantum chagasi, que se ligard ao anticorpo anti-NTPDase-2, presente
no soro do cao infectado. Para a linha controle foram testadas diferentes concentragdes

da IgG de cdo, ao qual se ligard as imunoglobulinas presentes no soro do animal.

O Conjugado com
Membrana da /\" x’.\. ouro coloidal
: Linha controle - IgG Membrana
S ¢ de cao absorvente

= ‘ ‘—:L'/_‘—( ———
: ]
Suporte

Membrana de reacdo
Linha teste -
rNTPDase-2

Figura 27: Protétipo do kit de diagndstico de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) por

imunocromatografia usando a Proteina Recombinante NTPDase-2 de Leishmania infantum chagasi.

5.2.1 Conjugacao da Proteina A e Anti-IgG de cio com ouro coloidal 40 nm

A proteina A de Staphylococcus aureus € comumente usada na
imunocromatografia devido a sua propriedade de se ligar as imunoglobulinas. Essa
proteina é produzida pela maioria das cepas de Staphylococcus e estd covalentemente
ligada a parede celular das bactérias ou € secretada. A propriedade mais relevante da
proteina A consiste em sua afinidade para imunoglobulinas do tipo G, através da ligacao

ao fragmento Fc (Forsgren et al., 1966). Também possui afinidade moderada por certas
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IgA, IgE e IgM (Goding, 1978). Na imunocromatografia, essa proteina € conjugada a
sondas, e quando a proteina A se liga a imunoglobulina presente no teste, a reacdo é
evidenciada pela sonda, fornecendo cor.

No presente trabalho, a proteina A de S. aureus foi conjugada por adsor¢dao
fisica a particulas de ouro coloidal (de 40 nm colloidal gold — DCN, USA). Foram
testadas 6 diferentes concentra¢des de proteinas (0,012 a 0,002 ug/uL), e 7 valores de
pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) (secao 4.5). As melhores condi¢cdes para a
conjugacdo da proteina A a particula de ouro coloidal foi a concentracio proteica igual a
0,012 pg/uL e pH igual a 7,0, uma vez que essas condi¢des forneceram valores de
absorbancia dentro do limite estimado para moléculas conjugadas a ouro coloidal a 540
nm (0,521 — 0,525).

A conjugacdo a particula de ouro de 40 nm também foi feita para a anti-IgG de
cdo, que poderia substituir a proteina A no diagndstico. Uma vez que a anti-IgG de cdo
€ mais especifica para a ligacdo a IgG de cdo, essa substituicdo poderia aumentar a
sensibilidade do diagnéstico, porém deve ser avaliada a estabilidade da conjugacdo da
anti-IgG de cdo a particula de ouro. As mesmas condigdes testadas para a otimizacao da
conjugacdo de proteina A com ouro coloidal foram realizadas para a anti-IgG, sendo
que as melhores condi¢des para anti-IgG foi a concentracdo proteica igual a 0,006
pg/ull e pH igual a 8,0, porque forneceram absorbancias entre 0,521 — 0,525 no
comprimento de onda 540 nm.

Sob as condi¢des descritas acima, procedeu-se a conjugacdo das moléculas as
particulas de ouro coloidal (40nm colloidal gold — DCN, USA) pela metodologia
descrita na secdo 4.3 (protocolo cedido pela DCN Conjugation Services) e foi obtido

amostras com absorbancias entre 0,521 — 0,525 em 540 nm.

5.2.2 Padronizacdo da Linha Controle da Imunocromatografia

Os passos Iniciais para a construcdio do kit de diagnéstico por
imunocromatografia podem ser padronizados usando o dot blot, a fim de gastar pouco
volume dos reagentes usados.

A fim de padronizar a linha controle da imunocromatografia, foi feito um dot
blot usando IgG de cdo comercial com concentracdo igual a 5 pg/uL. Foi adsorvido na
membrana de nitrocelulose 5 ug da IgG de cao sem diluir, diluido 107! X, 10%xe 10™ X,
segundo o dot blot A (secdo 4.6). A revelacdo da IgG foi feita com a proteina A
conjugada com ouro coloidal 40 nm e com anti-IgG de cdo conjugada com ouro coloidal
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40 nm, ambas diluidas 10x e 5x. Como a concentracdo de proteina A conjugada foi
0,012 pg/uL, a diluicdo 10 x apresenta concentracdo 0,0012 pug/uL e a dilui¢do 5 x
apresenta concentracao igual a 0,0024 pg/uL. A anti-IgG de cdo, a concentracdo
conjugada foi 0,006 ug/uL, logo, a dilui¢do 10x apresenta concentragdo igual a 0,0006
pg/uL e a dilui¢do 5 x tem concentracao igual a 0,0012 pg/uL, considerando que toda a
proteina presente foi conjugada. Os spots gerados demonstram que a conjugacdo foi
bem sucedida tanto para a proteina A quanto para a anti-IgG de céo.

Quanto a concentracdo de IgG, a amostra sem diluir, com concentracao igual a 5
pg/uL, formou-se um spot denso e com coloragdo forte (Figura 28, boxes vermelhos),
para as demais concentracdes, o spot foi claro e ndo teve diferenca visual entre eles
(Figura 28). Sendo assim, a concentracdo ideal para a IgG adicionada a linha controle,

estd entre 5 mg/mL (sem diluir) e 0,5 mg/mL (diluida 10x).

Diluicao da IgG de cao 5 ng/uL
) 1x 10°x 1% 10%
Proteina A 105} | ;
conjugada com
ouro 40 nm Sx

Anti-IgG de cao o

conjugada com
ouro 40 nm S

Figura 28: Dot Blot para a padronizaciao da linha controle. Foi adsorvida IgG de cdo em diferentes
concentragdes na membrana de nitrocelulose. A revelagdo da IgG foi feita com proteina A conjugada a
ouro coloidal 40 nm, diluido 10x e 5x e com anti-IgG de cdo conjugada a ouro-coloidal 40 nm diluido

10x e 5x. Melhores resultados foram obtidos sem diluir a IgG de cao (boxes vermelhos).
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Novas concentracoes de IgG de cdo foram testadas para a linha controle. A
amostra de IgG comercial foi aplicada 2 membrana de nitrocelulose sem diluir, diluindo
0,5 x; 0,25x; e 0,1x, segundo o dot blot A (secdo 4.6). A revelagdo foi realizada com
proteina A conjugada com ouro coloidal 40 nm e com anti-IgG de cdo conjugada com
ouro coloidal 40 nm, ambas diluidas 10x e 5x (Figura 29). Os spots formados com a
concentracdo de IgG 5 pg/uL (sem diluir) e 2,5 pg/uL (dilui¢do 0,5x) tiveram coloragdo
forte. Para o conjugado, a proteina A teve bons resultados diluindo 5x, assim como a
anti-IgG de cdo que também forneceu bons resultados para a dilui¢do 5x (box vermelho,
setas). Como a anti-IgG € mais especifica, pode ser usada em uma concentracdo menor
que a proteina A, embora as dilui¢des sejam as mesmas, a concentracdo proteica de anti-
IgG de cao que foi conjugada foi metade da concentracdo proteica da proteina A que foi

conjugada a ouro.

Diluicao da IgG de cao 5 ng/uL
1x 0,5x 0,25x 0,1x
Proteina A 10x
conjugada com
ouro 40 nm

Sx » “

Anti-IgG de cao 5x- .-
conjugada com

10x
ouro 40 nm -

Figura 29: Dot Blot para a padronizacio da linha controle. Foi adsorvida IgG de cdo em diferentes
concentragdes na membrana de nitrocelulose 5 pg/uL, 2,5 pg/uL, 1,25 pg/uL e 0,5 pg/uL, indicados
pelas dilui¢des 1x — 0,1x. A revelac@o da IgG foi feita com proteina A conjugada a ouro coloidal 40 nm,
diluido 10x e 5x e com anti-IgG de cdo conjugada a ouro-coloidal 40 nm diluido 10x e 5x. Melhores
resultados foram obtidos diluindo a IgG de cdo 0,5x, ou seja 2,5 pg/uL e diluindo o conjugado de

proteina A e anti-IgG 5x.
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A fim de comparar os conjugados produzidos no presente estudo com
conjugados comerciais, o dot blot anterior foi repetido acrescentando um conjugado
comercial (Figura 30). Esse conjugado comercial trata-se de uma proteina A conjugada
com ouro coloidal 10 nm. Novamente o complexo proteina A conjugada com ouro
coloidal 40 nm obteve bons resultados pra a dilui¢do 5x, e a concentragdo de IgG de céo
gerou bons resultados diluida 0,5x, ou seja, 2,5 ug/uL (Figura 30, seta vermelha). O
anti-IgG conjugado com ouro 40 nm gerou melhores resultados na diluicdo 5x e 0,5 x
de diluicdo da IgG de cao (Figura 30, seta verde). A proteina A conjugada com ouro
coloidal 10 nm comercial ndo teve marcagdo (Figura 30, box amarelo), indicando que
este conjugado ndo foi eficaz para o uso no teste por imunocromatografia. Em geral, o
tamanho da particula de ouro utilizado em testes rapidos qualitativos convencionais € 30

nm (Xiulan, et al., 2005).
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Diluigao da IgG de cao 5 pg/pl.

Proteina A
conjugada com
ouro 40 nm

Anti-IgG de cao
conjugada com -
ouro 40 nm

Proteina A 1
conjugada com
ouro 10 nm
comercial Sx

Figura 30: Dot Blot para a padronizacdo da linha controle usando IgG de cdo em diferentes
concentracoes e diferentes conjugados. A IgG de cao foi adsorvida na membrana de nitrocelulose com
concentragdes 5 pg/uL, 2,5 ng/uL,1,25 pg/uL e 0,5 pg/uL, indicados pela dilui¢do 1 - 0,1x. A revelagdo
da IgG foi feita com proteina A conjugada a ouro coloidal 40 nm, diluido 10x e 5x, anti-IgG de cdo
conjugada a ouro-coloidal 40 nm diluido 10x e 5x, e proteina A conjugada com ouro coloidal 10 nm
comercial. Seta vermelha e seta verde apresentam bons resultados usando, respectivamente, proteina A e

anti-IgG de cdo conjugados com ouro. Conjugado comercial ndo gerou marcagdes (box amarelo).
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O conjugado também foi testado para reconhecimento geral de anticorpos dos
soros positivos e negativos. Para isto, foi feito um dot blot sensibilizando a membrana
de nitrocelulose com soros positivo e negativo, segundo a metodologia dot blot B (secdo
4.6) (Figura 31). Os soros foram diluidos 1:40, 1:60 e 1:80 e foram adicionados a
membrana de nitrocelulose. Foram feitos trés spots como controle, usando a IgG de céo
comercial em substituicdo ao soro, com concentra¢do igual a 2,5 mg/mL. Todas as
amostras foram reveladas com anti-IgG de cdo conjugada com ouro coloidal 40 nm

diluido 10x.

Em todas as dilui¢cdes dos soros, o spot do soro positivo teve marcacao mais
forte que do soro negativo, devido ao maior nimero de IgGs presentes no soros
positivos. Nos spots referentes ao controle, o primeiro spot foi revelado com uma anti-
IgG conjugada com ouro coloidal que ja estava diluida hd um més, esse deve ser o
motivo pelo qual este spot ficou com coloracdo mais clara (seta amarela). Ja os outros
dois spots referentes ao controle, foram revelados com anti-IgG conjugada com ouro
também diluida 10x, mas para estes dois spots a diluicdo do conjugado foi feita na hora
da aplicacdo, o que resultou em uma marcacdo mais forte. Portanto, provavelmente esse

conjugado ndo se mantem estdvel quando € armazenado diluido.

A melhor dilui¢do do soro foi 1:60, pois nessa diluicdo o positivo teve marcacao
forte (seta vermelha). A marcagdo do positivo para a dilui¢dao 1:40 também foi forte, no

entanto, a dilui¢do 1:60 permite usar um volume menor de soro do cao.
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Soro
Positivo

Controle IgG
2.5 mg/mL

Figura 31: Reconhecimento de anticorpos do soro de cies positivos e negativos pelos conjugados.
Membrana de nitrocelulose sensibilizada com soro positivo e negativo diluido 1:40, 1:60 e 1:80 e
revelada com anti-IgG conjugada com ouro coloidal 40 nm diluido 10x. Foram feitos 3 spots de controle
com IgG comercial, com concentracdo igual a 2,5 mg/mL. Seta vermelha indica o melhor resultado para
diluicdo do soro por apresentar forte marcacdo do positivo, usando menor quantidade de soro. A seta
amarela indica o Unico spot revelado com anti-IgG armazenada diluida, sugerindo que o conjugado perde

a eficacia quando armazenado diluido.

A estabilidade das moléculas conjugadas diluidas 10x e 5x, foi avaliada usando
esses conjugados diluidos hd quatro meses. Tanto a proteina A conjugada com ouro
coloidal 40 nm quanto a anti-IgG de cdo conjugada com ouro coloidal 40 nm tiveram
marcagdes, porém foram mais fracas (Figura 32). Para o conjugado com anti-IgG, a
diminuicdo na marcac¢do foi ainda maior, demonstrando que a estabilidade dessa
molécula é menor que da proteina A (box amarelo). Pode-se concluir assim, que essas
moléculas conjugadas ndo se mantem estiveis quando mantidas diluidas, apenas o

conjugado concentrado se mantem estavel.
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1x 0,5x 25x 0,1x
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Proteina A

conjugada com
ouro 40 nm
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Anti-IgG de cao -

conjugada com
ouro 40 nm

Figura 32: Avaliacdo da estabilidade das moléculas conjugadas armazenadas por quatro meses
diluidas 10x e 5x. Foi usada a IgG de cdo em diferentes concentracdes na membrana de nitrocelulose 5
pg/ul, 2,5 pg/ul,1,25 pg/uL e 0,5 pg/uL, indicados pela diluicdo 1x, 0,5x, 0,25x e 0,1x. O box amarelo

indicam as amostras reveladas por anti-IgG conjugada a ouro coloidal.

O dot blot B (secdo 4.6), foi repetido, a fim de avaliar o reconhecido do
conjugado pelos anticorpos dos soros. Neste novo experimento, utilizaram-se também
os conjugados comerciais proteina A conjugado com ouro coloidal 10 nm e 40 nm

(Figura 33).

Os soros foram diluidos 1:40, 1:80 e 1:160 e foram adicionados a membrana de
nitrocelulose. Novamente foi possivel visualizar uma diferenca de marcacdo entre os
soros positivos e negativos, sendo que os positivos tiveram marcacdo mais forte. As
amostras reveladas com o conjugado comercial de 10 nm ndo tiveram marcacdo (box
amarelo) e as amostras reveladas com o conjugado comercial de 40 nm tiveram
marcagdo, mas foram mais fracas que as amostras reveladas com o conjugado produzido
no presente trabalho (box laranja). Sendo assim, os melhores conjugados testados foram
proteina A conjugada com ouro coloidal e anti-IgG de cdo conjugada com ouro coloidal,
ambos produzidos neste trabalho. Para as amostras reveladas com proteina A conjugada
a ouro coloidal diluido 5x, a diluicao do soro 1:40 teve marcacao forte para o positivo e
1:80 teve marcacdo também mas nao foi tdo evidente (Figura 33, seta vermelha), sendo
assim a melhor diluicdo continua sendo 1:60 obtida na figura 31. O mesmo € vélido

para as amostras conjugadas com anti-IgG de cdo (Figura 33, seta verde).

93



A) B)

Positivo LVC ’ Negativo LVC |
Fmo 180 1160 1 | 140 1:80 1:160'

X I
Proteina A conjugada
com ouro 40 nm

Anti-IgG de cdo conjugada !
com ouro 40 nm

Proteina A conjugada com .}
ouro 10 nm comercial

Proteina A conjugada com 1
ouro 10 nm comercial

Figura 33: Reconhecimento de anticorpos dos soros de caes pelos conjugados. Membrana de
nitrocelulose sensibilizada com soro diluido 1:40, 1:80 e 1:160 e revelada com Proteina A conjugada com
ouro coloidal 40 nm diluido 10x e 5x, Anti-IgG de cao conjugada com ouro coloidal 40 nm diluido 10x e
5x, e Proteina A conjugada com ouro comercial 10 nm e 40 nm diluidos 10x e 5x. A) Soro de cdo positivo

para LVC. B) Soro de cdo negativo para LVC.
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5.2.3 Padronizacio da Linha Teste da Imunocromatografia

A fim de padronizar a linha teste, foi feito o dot blot C (se¢ao 4.6), no qual foi
adicionada a membrana de nitrocelulose 1 uL da proteina NTPDase-2 purificada em
FPLC usando 2 pellets (400 mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10
(20 mL). A proteina foi analisada por eletroforese capilar obtendo concentracio igual a
356,9 ng/ uL e pureza 73,2% (detalhes da purificacdo na Figura 14). A membrana foi
incubada com soros de cdes positivo e negativo, diluidos 1:40, 1:80 e 1: 160 (Figura
34). Para a Proteina A e o Anti-IgG de cdo conjugados com ouro coloidal 40 nm, a
marcacdo foi evidente para a dilui¢do 5x (Figura 34, box vermelho para o conjugado
Proteina A com ouro coloidal e box amarelo para o conjugado anti-IgG de ciao
conjugado a ouro coloidal). Dentre estes, a diluicdo do soro 1:40 forneceu marcagdao
diferencial entre soro positivo e negativo (seta vermelha para o conjugado Proteina A
conjugada com ouro e seta amarela para o conjugado anti-IgG de cdo conjugado com
ouro). No entanto, essa diferenca de marcacdo foi pequena, € € necessdrio encontrar

condig¢des nas quais apenas o positivo forneca marcagao.

Quanto aos conjugados comerciais, a proteina A conjugada com ouro 40 nm teve
marcagdo, mas foi fraca. Ja o conjugado com 10 nm ndo teve nenhuma marcagdo. As
amostras positivas foram ligeiramente mais marcadas que as amostras negativas. E
necessario encontrar uma concentracdo de proteina e uma diluicdo de soro no qual

apenas o positivo tenha marcacgdo.
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A) = Positivo LVC I B) Negativo LVC

1:40 1:80 1:160 1:40 1:80 1:160
Proteina A i N
. 1
conjugada com
ouro40 nm sx

Anti-IgG de cdo j0x
conjugada com
ouro40 nm 5x

Proteina A 10x
conjugada com ouro
40 nm comercial 5%

Proteina A 10x
conjugada com ouro
10 nm comercial

Figura 34: Membrana de nitrocelulose sensibilizada com NTPDase-2, com concentracao igual a
356,9 ng/ pL e pureza 73,2%. A) Incubada com soro de cdo positivo para LVC, diluido 1:40, 1:80 e
1:160. Revelagdo foi feita com Proteina A conjugada com ouro coloidal 40 nm diluida 10x e 5x, Anti-IgG
de cd@o conjugada com ouro coloidal 40 nm diluido10x e 5x e Proteina A conjugada com ouro comercial
40 nm e 10 nm. A marcagdo foi evidente para a diluicdo 5x para o conjugado Proteina A com ouro (box
vermelho). Para essa dilui¢do do conjugado e a dilui¢do do soro 1:40 teve marcagdo diferencial entre soro
positivo e negativo (seta vermelha). B) As mesmas condi¢des testadas para soro de cdo negativo para
LVC. A marcacdo também foi evidente para a diluicdo 5x para o conjugado anti-IgG de cdo com ouro
(box amarelo). Marcacdo diferencial entre soro positivo e negativo para diluicdo do conjugado 5x e

dilui¢do do soro 1:40.
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O mesmo experimento foi repetido usando a proteina obtida por FPLC usando
0,5 pellet (400 mL) induzido em meio LB em coluna HisPrep FF 16/10 (20 mL) (Figura
35). A proteina foi analisada por eletroforese capilar, tendo concentragdo igual 178,2
ng/ uL e pureza 96,6% (detalhes da purificacdo na Figura 15). Foi usado como controle
a IgG de cdo comercial com concentracdo 2,5 pg/uL, testada para a linha controle. A
membrana foi incubada com os mesmos soros € com as mesmas diluicdes da figura
anterior (Figura 34). As marcacdes foram mais fortes, tanto para o positivo quanto para
0 negativo, sugerindo que o grau de pureza é importante para uma boa marcacido. No
entanto, a diferenca de marcagdo entre o soro positivo e negativo foi menor em todas as

situacgoes testadas.

A) . B) : C)
| Positivo LVC 1 , NegativoLVC | Controle
' 1:40 1:80  1:160! ' 140 1:80 1:600 | /
. — . = = s 2,5 pg/uL
Proteina A conjugada jox 10x - ’ _ i
com ouro 40 nm - s o f . &
) 10x
Anti-IgG de cdo 10x A 10x
conjugada com Sx % a &
ouro 40 nm 5x . ) 7
10x
. . i 10x
Proteina A conjugada 10x R .
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Figura 35: Membrana de nitrocelulose sensibilizada com NTPDase-2, com concentracdo igual a
178,2 ng/ pL e pureza 96,6%. A) Incubada com soro de cio positivo para LVC, diluido 1:40, 1:80 e
1:160. Revelagdo foi feita com Proteina A conjugada com ouro coloidal 40 nm diluida 10x e 5x, Anti-IgG
de cdo conjugada com ouro coloidal 40 nm diluido10x e 5x e Proteina A conjugada com ouro comercial
40 nm e 10 nm. B) As mesmas condi¢gdes testadas para soro de cdo negativo para LVC. C) Controle

usando IgG de c@o comercial com concentragdo 2,5 mg/mL.
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Uma forma testada para selecionar apenas os soros positivos para LVC foi
diminuir a concentracdo do antigeno testado. Era esperado que com a menor
concentracdo de antigeno, apenas 0 soro positivo tivesse anticorpos o suficiente para se
ligar apds o bloqueio. Sendo assim, a proteina NTPDase-2 testada no ultimo
experimento foi diluida 2x (Figura 36), 4x (Figura 37) e 8x (Figura 38), obtendo as
concentracdes 89,1; 44,5 e 22,3 ng/ uL, respectivamente. O controle foi feito igual ao
experimento anterior, mantendo a concentracdo da IgG 2,5 mg/ mL. As dilui¢cdes de
soro testadas foram 1:40 e 1:80. Para 89,1 ng/ uL (Figura 36), a marcagdo foi
semelhante ao dot blot usando 178,2 ng/ uL (Figura 37), os demais dot blot tiveram
marcacdo mais fraca, mas todos estes dot blots testados forneceram marcagdo muito
semelhante para o positivo e negativo. Desta forma, pode ser que a etapa de bloqueio

ndo esteja funcionando adequadamente, e a marcacao visualizada seja residual.

A) B) O)]
1:40 1:80 1:40 1:80 IgG 2,5 mg/mL
. 10x
Proteina A conjugada com ""[r - . - I8 c 10x
{ X
ouro 40 nm i . - 5x
. . 101 10x
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: i X
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Sx ] Sx IS -
> Sx
Proteina A conjugada com 10/ , 105 - : 10x
ouro 10 nm comercial & L N
°X B 5x "
X

Figura 36: Membrana de nitrocelulose sensibilizada com NTPDase-2, com concentra¢do igual a
89,1 ng/ pL. A) Incubada com soro de c@o positivo para LVC, diluido 1:40 e 1:80. Revelagdo foi feita
com Proteina A conjugada com ouro coloidal 40 nm diluida 10x e 5x, Anti-IgG de cdo conjugada com
ouro coloidal 40 nm diluido10x e 5x e Proteina A conjugada com ouro comercial 40 nm e 10 nm diluidas
10x e 5x. B) As mesmas condicdes testadas para soro de cdo negativo para LVC. C) Controle usando IgG

de cdo comercial com concentragio 2,5 mg/mL.
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Figura 37: Membrana de nitrocelulose sensibilizada com NTPDase-2, com concentracdo igual a
44,5 ng/ pL. A) Incubada com soro de céo positivo para LVC, diluido 1:40 e 1:80. Revelacéo foi feita
com Proteina A conjugada com ouro coloidal 40 nm diluida 10x e 5x, Anti-IgG de cdo conjugada com
ouro coloidal 40 nm diluido10x e 5x e Proteina A conjugada com ouro comercial 40 nm e 10 nm diluidas
10x e 5x. B) As mesmas condi¢des testadas para soro de cdo negativo para LVC. C) Controle usando IgG

de cdo comercial com concentragdo 2,5 mg/mL.
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Figura 38: Membrana de nitrocelulose sensibilizada com NTPDase-2, com concentracdo igual a
22,3 ng/ pL. A) Incubada com soro de céo positivo para LVC, diluido 1:40, 1:80 e 1:160. Revelagao foi
feita com Proteina A conjugada com ouro coloidal 40 nm diluida 10x e 5x, Anti-IgG de cdo conjugada
com ouro coloidal 40 nm diluido10x e 5x e Proteina A conjugada com ouro comercial 40 nm e 10 nm. B)
As mesmas condigdes testadas para soro de cdo negativo para LVC. C) Controle usando IgG de cdo

comercial com concentragdo 2,5 mg/mL.
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Os experimentos anteriores ndo apresentaram diferenca de marcacio entre soros
positivos e negativos, 0 que ndo era esperado, uma vez que OS SOros positivos
apresentam maior nimero de anticorpos anti-NTPDase-2. Entao foi realizado um dot
blot para avaliar se as marcagdes obtidas nesses experimentos eram resultantes do
reconhecimento de anticorpos anti-NTPDase-2 (presentes no soro), pelas moléculas

conjugadas a ouro coloidal.

Para isto, foi feito um novo dot blot utilizando 1 pL e 5 uL de NTPDase-2
purificada, com concentragdo igual a 178,2 ng/uL (Figura 39). O uso de 1 uL representa
o depdsito de 178,3 ng de NTPDase-2 na membrana de nitrocelulose e, o uso de 5 uL
representa o depdsito de 891 ng de NTPDase-2 na membrana de nitrocelulose. Era
esperado que ndo ocorresse nenhuma marcacao, uma vez que nao foram adicionados os
soros de cdes a membrana de nitrocelulose, e desta forma, ndo teria anticorpos anti-
NTPDase-2 para se ligar as NTPDase-2 adsorvida na membrana. Como o conjugado
deve se ligar especificamente ao anticorpo anti-NTPDase-2, neste dot blot, ndo poderia

ocorrer marcagao.

A figura 39, mostra que ocorreu a marcacao usando 1 pL e 5 uL de NTPDase-2,
sugerindo que ndo estd ocorrendo o reconhecimento de anticorpos anti-NTPDase-2 e
que as marcacdes sdo resultante da adsor¢cdo das moléculas de conjugado. Sendo assim,
novos dots blots serdo testados, incubando a membrana de nitrocelulose em solugdo
contendo os conjugados, a fim de prevenir o depdsito inespecifico de moléculas de

conjugado.
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Figura 39: Avaliacio da especificidade das marcacdes da linha teste. Dot blot utilizando 1 uL e 5 pL

de NTPDase-2. A marcacdo ocorreu sem adicdo de anticorpos anti-NTPDase-2, sugerindo que as

marcacdes sdo resultantes da adsor¢do das moléculas conjugadas.

Novos ensaios devem ser realizados para confirmar a reacdo na linha teste. Além
disso, as membranas e outros constituintes do kit imunocromatograficos devem ser

testados a fim de desenvolver um kit sensivel e especifico para LVC.
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6. Conclusao

Os dados do presente estudo confirmam que o antigeno NTPDase-2 de Leishmania
infantum chagasi tem potencial para o diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina e
que é possivel melhorar os niveis de detec¢dao de anticorpos variando as condi¢des do

ensaio e a forma de producdo do antigeno.

Desta forma, este estudo mostrou que a purificagdo em sistema manual (batch)
fornece amostras com maior grau de pureza do que as amostras obtidas por sistema
automatizado (FPLC). No entanto, o processo de purificacdo em FPLC possibilita o uso
de grandes quantidades de amostra e apresenta rendimento maior do que o sistema

manual.

Quanto a conformacdo do antigeno, o diagndstico por ELISA usando proteinas
renaturadas ndo se mostrou mais eficaz que do que usando proteina desnaturada, o que
indica que o reconhecimento antigeno: anticorpo neste caso ndo é preferencialmente
dependente da conformacdo do antigeno. O uso dos substratos para a revelaciao de cor
TMB e OPD, também ndo geraram diferencas significativas. Quanto ao processo de
renaturagcdo do antigeno, o protocolo usando tampao 1 por 24 horas, diluindo o antigeno
40x ou 50x (concentragdes iguais a 0,0219 mg/mL e 0,0175 mg/mL), foi o protocolo de

renaturacdo mais eficaz.

Para a padronizacdo do ELISA usando antigeno obtido por FPLC (grau de
pureza 76%), foi estabelecido o uso de 0,5 pg de antigeno por pogo e dilui¢do do soro
1:160. Usando o antigeno purificado manualmente no ELISA (grau de pureza 100,0%)
foi padronizado o uso de 0,1 ug de antigeno e dilui¢do do soro 1:160. Esses resultados
indicam que o grau de pureza do antigeno aumenta a sensibilidade do digndstico.
Assim, foram feitas vérias purificacdes para conciliar o alto grau de pureza com bom

rendimento.

A quantidade de amostra aplicada no FPLC influenciou os resultados de pureza
e rendimento da técnica, sendo que o uso de 0,5 pellet relativo a 400 mL de indu¢do em
meio LB forneceu altos valores de pureza e rendimento, sendo uma boa forma para
obtencdo do antigeno em FPLC. O rendimento da purificacio em FPLC usando 1 pellet
relativo a 400 mL de indugdo foi 10,4% menor do que o rendimento da purificacio

usando 0,5 pellet relativo a 400 mL de indu¢do, ambos em meio LB.
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A andlise da estabilidade proteica evidenciou que as amostras purificadas e
armazenadas em solugdo a 4° C e a 22° C tiveram a menor perda proteica durante 42
dias. Essas condicdes sdo mais faceis de serem mantidas para o trabalho em campo, e
representaram uma vantagem para o uso da rNTPDase-2 como antigeno no teste
imunocromatografico, uma vez que ndo € necessdrio baixas temperaturas para manter a
proteina estivel. Nenhuma das condicdes testadas para a estabilidade proteica teve

degradacao total da proteina purificada em 42 dias.

Visando a padronizag¢do do diagndstico de LVC por imunocromatografia, foram
padronizadas as condicdes para a conjugacdo da Proteina A e da anti-IgG de cdo a ouro
coloidal 40 nm. Para Proteina A foi padronizada a concentracdo proteica 0,012 pg/uLL
em pH 7,0. Para anti-IgG de cao foi padronizada a concentragdo proteica 0,006 ug/uL e
pH 8,0. As amostras conjugadas tiveram absorbancia entre 0,521 - 0,525 em 540 nm,
caracteristica de moléculas conjugadas a ouro, e foram capazes de reconhecer IgG de
cdo comercial e anticorpos presentes nos soros de cdes. Os conjugados Proteina A a
ouro coloidal 10 nm e 40 nm comerciais ndo apresentaram bons resultados nos dot

blots, sendo menos eficazes que os conjugados produzidos no presente trabalho.

Para a linha controle do teste imunocromatogrificos, foi padronizado a
concentracdo da IgG 2,5 ug/uL (dilui¢do 0,5x) e diluicao do conjugado 5x. Para a linha
teste foram usadas diferentes concentracdes e diferentes graus de pureza do antigeno
NTPDase-2 na membrana de nitrocelulose. As marcagdes para as amostras de soro
positivo e negativo, em diferentes dilui¢des, foram fracas e ndo apresentaram marcacoes
diferentes entre os soros positivos e negativos. Além disso, o dot blot sem adi¢do dos
soros de caes a membrana de nitrocelulose, ou seja, sem anticorpos anti-NTPDase-2, foi
capaz de gerar marcacOes na membrana, sugerindo que ndo estd ocorrendo o
reconhecimento de anticorpos anti-NTPDase-2 e que as marcacdes sdo resultantes da

adsor¢do das moléculas de conjugado.

Sendo assim, novos ensaios devem ser realizados para confirmar a reagdo na
linha teste. Além disso, as membranas e outros constituintes do kit
imunocromatograficos devem ser testados a fim de desenvolver um kit sensivel e

especifico para LVC.
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